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OZET

Kaplan, O. Assit Ayiricr Tamisinda Assit Metabolom Tayini i¢in Sivi
Kromatografisi Kiitle Spektrometrisi Yontemi Gelistirilmesi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Analitik Kimya Program Yiiksek Lisans
Tezi, Ankara, 2017. Peritoneal bosluk i¢inde toplanan patolojik siviya assit sivisi
denilmektedir. Assit ayiric1 tan1 kavrami, bu sividan yola ¢ikarak assit olusumuna
sebep olan hastaliga tan1 koyma islemidir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda malign nedene
bagli olmadan assit olusumu gosteren assit numuneleri (C grubu) ile, malign nedene
bagli olarak assit olusumu gosteren assit numuneleri arasinda (T grubu) sivi
kromatografisi kiitle spektrometrisi (LC/MS Q-TOF) yontemi ile metabolomik
calismalar yapilarak metabolom diizeyinde assit ayirict tani i¢in kullanilabilecek
biyobelirtegler bulunmaya calisilmistir. Calismalar, analitik yontem gelistirme,
metabolit profilleme ve hedeflenmis metabolomik olmak iizere {i¢ ana deneysel
kisimdan olusmaktadir. Yontem gelistirme basamaginda ultrafiltrasyon ve metanolle
coktlirme olmak iizere iki farkli numune hazirlama yontemi, HILIC ve C18 kolonlar
ile ayirim olmak tizere iki farkli ayirim metodu, pozitif ve negatif MS modlar1 olmak
tizere iki farklt MS modu denenmistir. Ultrafiltrasyon teknigi, HILIC kolon ve pozitif
mod MS ydntemleri en fazla pik sayisini veren yontem olarak belirlenmis ve ¢calisma
bu yontemle devam ettirilmistir. Gelistirilen yontemle metabolit profilleme ¢aligsmalari
yapilmis ve iki grup arasinda 141 adet miktar1 en az iki kat farklilagan pik bulunmustur.
Bu piklerden 6 tanesi hedeflenmis metabolomik calismalarinda tanimlanmis ve

kimyasal yapilar1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Metabolomik, assit, sivi kromatografisi, kiitle spektrometrisi
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ABSTRACT

Kaplan, O, Analytical Method Development on Liquid Chromatography Mass
Spectrometry for Metabolom Analyze at Differential Diagnosis of Ascites,
Hacettepe University Institute of Health Sciences Analytical Chemistry Master
Thesis, Ankara, 2017. Pathological fluid collected in the peritoneal cavity is called
ascitic fluid. The concept of the differential diagnosis of ascites is process of
diagnosing the disease that causes ascites formation. In this thesis, metabolomic
studies were performed by liquid chromatography / mass spectrometry (LC/MS Q-
TOF) between non malignant ascitic samples (group C) and malignant ascitic samples
(group T). Study text consist of three main experimental parts: analytical method
development, metabolite profiling and targeted metabolomics. In the method
development step, two different sample preparation methods, ultrafiltration and
methanol precipitation, two different chromatography columns, HILIC and C18
columns, two different MS modes, positive and negative MS modes, were tried and
compared. Ultrafiltration technique, HILIC column and positive mode MS methods
were determined as the method giving the maximum number of peaks and study was
continued with this method. Metabolite profiling studies were carried out with the
developed method and between two groups 141 peaks were found as minimum two
times differentiating. Six of these peaks were identified in targeted metabolomic

studies and chemical structures were characterized.

Keywords: Metabolomics, ascites, liquid chromatography, mass spectrometry
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Ure Tekerlegi, Ullrich Pinder, “Epiphanie Medicorum” isimli
kitabindan, 1506.

Williams, R. J. ve arkadaslarinin 1951 yilinda yayinladiklar1 metabolit
profilleme diagramau.

HPLC cihaz semasi.

Kiitle spektrometrelerinin genel semasi.

Elektrosprey Iyonlastiric1 (ESI) bashig:.

Q-TOF/MS cihazlarin genel sematik gosterimi.
Ultrafiltrasyon kartuglari.

XCMS ¢alisma algoritmas.

Ornek XCMS kromatogram ¢iktisi.

Metabolomik ¢aligmalarda is akisi.

Kalite kontrol numunesi kullanimina ait 6rnek diagram.
Normalizasyon oncesi pik yogunluklari (sol siitun) ve normalizasyon
sonrast pik yogunluklari (sag siitun).

Tez kapsaminda gergeklestirilen ¢aligmalar.

Agilent 6530 LC/MS Q-TOF gorseli.

Yontem gelistirme basamagina dair ¢aligmalar1 gésteren sema.
Yontem gelistirme basamaginda yapilan enjeksiyon sayilari.
Ultrafiltrasyon kartusu.

ProteoWizard yazilimu.

Ornek XCMS excel ¢iktis1.

Ornek normalize pik siddetleri tablosu.

C ve T grubunun, ultrafiltrasyon, HILIC kolon, pozitif mod yontemi ile

yapilan enjeksiyonlarin temel pik kromatogramlari.
C ve T grubunun, metanolle ¢oktiirme, HILIC kolon, pozitif mod

yontemi ile yapilan enjeksiyonlarin temel pik kromatogramlari.

C ve T grubunun, ultrafiltrasyon, HILIC kolon, negatif mod yontemi ile

yapilan enjeksiyonlarin temel pik kromatogramlari.
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C ve T grubunun, metanolle ¢oktiirme, C18 kolon, pozitif mod yontemi
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C ve T grubunun, metanolle ¢oktiirme, C18 kolon, negatif mod yontemi
ile yapilan enjeksiyonlarin temel pik kromatogramlari.

Kalite kontrol numunesine ait temel pik kromatograma.

Daidzein maddesinin ayrilmis iyon kromatogrami.
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islemi olmadan pik yogunluklarini, sag siitun ise normalize isleminden
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C ve T gruplarinin temel bilesenler analizi sonuglarini gésteren grafik.
Miktar1 2 kattan fazla degisen ve p < 0.05 olan piklerin grafigi.
Kreatinin metabolitinin kimyasal yapisi.

Kreatinin metabolitine ait ayrilmis iyon kromatograma.

Kreatinin metabolitine ait MS spektrumu.

Kreatinin metabolitine ait MS/MS spektrumu (iistte) ve Kreatinin
metabolitine ait literatiirdeki spektrum (altta)

DL-Fenilalanin metabolitinin kimyasal yapisi.

DL-Fenilalanin metabolitine ait ayrilmis iyon kromatogramau.
DL-Fenilalanin metabolitine ait MS spektrumu.

DL-Fenilalanin metabolitine ait MS/MS spektrumu (iistte) ve DL-
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Betain metabolitinin kimyasal yapisi.

Betain metabolitine ait ayrilmis iyon kromatogramu.
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1. GIRIS

1953°te Nature dergisinde J. D. Watson ve ark. tarafindan yayinlanan “Niikleik

Asitlerin  Molekiiler Yapisi: Deoksiriboz Niikleik Asit Icin Bir Yapi” ismiyle

yayinlanan calisma sayesinde DNA’nin ¢ift sarmal yapisi hakkinda ilk bilgilere

ulasiimistir (1). 1990’11 yillara gelindiginde baslatilan “Insan Genom Projesi” ile

insan genomunun tiim haritast ¢ikarilmaya calisilmis, hastaliklarin genom dizilimleri

ile baglantilar1 arastirilmaya baslanmistir (2). 2003 yilinda sonlanan proje ile “post

genomik ¢ag” denilen; genlerin translasyonu, genom-proteom iliskileri, genom-

metabolom iligkilerini inceleyen yeni bir donem agilmistir (3). Bugiin bu galismalar

sonucu ile ortaya ¢ikan ve “Sistem Biyolojisi” olarak adlandirilan biyoinformatik dali

ile birden fazla omik calisgma arasinda baglantilar kurulup, anlamli sonuglara

ulasilabilmektedir (4). Tablo 1.1.’de baslica omik dallar1 ve ¢alisma alanlari

verilmigtir.

Tablo 1.1. Baslica omik dallar1 ve arastirma alanlari.

Omik Dah

Genomik

Transkriptomik

Proteomik

Metabolomik

Arastirma Alani
Genom dizisinin ortaya ¢ikarilmasi ve gen fonksiyonlarinin

aydinlatilmasi ¢alismalaridir.

Hiicre genomunda olusan translasyon sonrasi, mRNA
transkriptlerini inceler.

Proteinlerin miktarini, hiicredeki islevlerini, translasyon sonrasi
modifikasyonlarint ve proteinlerin diger makromolekiillerle
etkilesimlerini inceler.

Metabolitlerin saptanmasi, tanimlanmasi, miktarinin
belirlenmesi ve diger makromolekiillerle etkilesimlerinin

incelenmesi ¢alismalaridir.

Metabolitler; oligoniikleotidler, sekerler, peptitler, niikleozidler, organik

asitler, ketonlar, aldehitler, aminler, amino asitler, lipitler, steroitler, alkaloidler ve

ilaglar gibi kimyasal bilesiklerdir ve molekiil agirliklart genelikle 1.500 Da’un

altindadir (5). Bu bilesikler metabolik yolaklar vasitasi ile hiicresel reaksiyonlara



katilir veya iirlin olarak ¢ikarlar. Metabolitler ve metabolitlerin olusturdugu
metabolom, genomun aksine beslenme, cinsiyet, yas ve hastalik gibi g¢evresel

degiskenlerden anlik olarak etkilenir.

Metabolomik caligmalar, bir hiicre veya dokuda bulunan metabolitlerin
miktarlarinin dl¢iilmesi, tanimlanmasi ve ¢alisma kapsaminda belirlenen degiskenler
tizerinden birbiri ile karsilastirilmasidir (6). Tan1 ve tedavi amagli olarak metabolit
analizleri uzun siiredir uygulanmasina ragmen, metabolit profilleme calismalari ile
hiicre i¢inde veya fizyolojik sivilarda var olan ¢ok sayida metabolitin analiz edilmesi
ve profillenmesi sonucu, gesitli hastaliklarin molekiiler diizeyde etki mekanizmalarini
aydinlatmaya ve dolayisiyla metabolom diizeyinde hastalik siirecleriyle ilgili

biyobelirtegleri bulmaya yonelik ¢aligsmalar yeni yeni artmaktadir (7-11).

Biyobelirteg, bir hastaligin tani, teshis ve tedavisini takip etmeye yarayan
biyomolekiillere verilen genel addir (12). Ornek olarak; BRCA: gen mutasyonlari
g6giis kanseri riskini belirlemede kullanilan bir genetik biyobelirtectir (13). Glukoz
metaboliti diabet hastaliginda, kreatinin ise bdbrek fonksiyonlarini 6l¢gmede
biyobelirte¢ olarak kullanilan metabolitlerdendir (14). Klinik metabolomik
caligmalarda nihai hedef, biyobelirteg olarak kullanilabilecek metabolitlerin tespit

edilmesidir.

Metabolomik c¢aligmalar en genel anlamiyla ‘metabolit profilleme’ ve
‘hedeflenmis metabolomik’ olmak iizere iki ana bashiga ayrilirlar. Metabolit
profilleme basamagi, belirlenen bir degisken (6rnek olarak; bir hastalik durumu)
lizerinden tamimlanan gruplar arasinda, metabolom diizeyindeki olas1 farkliliklar
gozlemlemek amaciyla yapilan caligmalardir. Metabolit profilleme basamagindan elde
edilen verilerle, secilen metabolitleri tanimlamak, yapilarini aydinlatmak ve

miktarlarini belirlemek amaciyla hedeflenmis metabolomik ¢aligsmalart yapilir (15).

Hastalik durumunda hangi metabolitlerin ve metabolik yolaklarin etkilendigini
bulmak, miktarinda degisim gosteren metabolitleri gozden kagirmamak i¢in metabolit
profilleme basamaginda en c¢ok sayida metaboliti ayn1 anda analiz edebilmek
hedeflenir. Bunun yolu da, dncelikle numuneden miimkiin olan en fazla metabolitin
elde edilmesi, devaminda hazirlanan bu numunelerin optimum verimle analiz edilmesi

ve verilerin basarili istatiStiksel doniisimlere ugratilmasindan gegmektedir.



Metabolitlerin fiziksel ve kimyasal 6zellik bakimindan ¢esitlilik gostermeleri, numune
hazirlama, kromatografik ayirim, metabolit piklerinin belirlenmesi ve veri
degerlendirmesi basamaklarinda hangi yontemin digerine Ustiinlik gdstereceginin

onceden bilinmesini olanaksiz kilar.

Bu bilgiler 1s181nda, bu tez ¢calismasi kapsaminda assit sivisindan metabolomik
calismalar yapmak amaciyla ilk dnce optimum verim verecek bir analitik metodoloji
olusturulmaya calisilmistir. Assit sivisi, karaciger, kalp veya pankreas kokenli ¢esitli
hastalik durumlar1 sonucu olusabilen, karin boslugunda toplanan patolojik siviya
verilen addir. Numuneden en fazla metabolit esktraksiyonunu saglamak amaciyla
metabolomik calismalarda siklikla kullanilan metanolle ¢oktiirme yontemi ve
metabolomik calismalar i¢in daha yeni bir yontem olan ultrafiltrasyon yontemleri
denenmistir. HILIC ve C18 kolonlar kromatografik ayirim i¢in karsilastirilmis, pozitif
ve negatif kiitle spektrometri ¢aligma modlar1 denenmistir. Bu yontemler arasindan en
1yl performans gosterenler sec¢ilmis ve calismanin geri kalan1 bu yontem iizerinden

yiirtitilmustiir.

Calismada ikinci olarak, secilen yontem ile metabolit profilleme islemleri
yaptlmistir.  Veriler, metin icerisinde detaylar1 verilen metodlarla istatistiksel
dontigiimlere tabi tutulmus ve kontrol ile hasta gruplari arasinda istatistiksel olarak
giivenilir ve miktar1 anlamli olarak degisen pikler belirlenmistir. Son olarak
hedeflenmis metabolomik caligmalar kapsaminda bu pikler MS/MS yontemiyle
tanimlanmaya calisilmis ve metabolit yolak incelemeleri ile hastalik durumu ile

arasindaki baglantilara yorum getirilmeye ¢alisilmistir.

Assit ayirict tani, assit sivisindan yola ¢ikilarak hastaliga tan1 koyma islemidir
(16). Metabolitler viicudun her bolgesinde ve sivisinda bulunurlar ancak 6zellikle
hastalik dokusuna yakin bolgelerden veya dogrudan hastalik sonucu olusan doku ya
da sivilardan toplanan numunelerin, hastalikla baglantili metabolitlerce daha zengin
oldugu kabul edilmektedir (17). Bu agidan assit sivisi farkli hastaliklarda, farkli
metabolitlerin yogunlukta oldugu ve potansiyel biyobelirteglerin bulundugu bir sivi

olarak diistintilmektedir.

Ressom ve ark. 2012 yilinda gerceklestirdikleri ¢alismalarinda hepatoselliiler

karsinom ve sirozlu hastalarin erken teshisinde ve tedavisinde kullanilabilecek olasi



biyobelirtegleri kan plazmasindan LC/MS yontemiyle gerceklestirdikleri analizlerle
ortaya koymuslardir (18). Tokushige ve ark. ise 2013 yilinda yayinladiklar
calismalarinda alkolik olmayan yagh karaciger hastaliginda fibrozis ile iligkili 28
metaboliti serumdan tespit etmislerdir (19). Son yillarda karaciger hastaliklari ile ilgili
daha bir ¢ok metabolomik ¢alisma yaymlamistir (20-22). Bu g¢alismalar karaciger
rahatsizliklari ile ilgili olarak metabolomik calismalar ile umut verici sonuglar elde
edebilecegini gosterirken, kaynaklarda assit sivisindan LC/MS  yontemi ile

metabolomik ¢aligmaya rastlanmamastir, tez calismasi bu anlamiyla 6zgiindiir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Metabolit, Metabolom ve Metabolomik Kavramlari

Hiicre tarafindan sentezlenen veya enzimatik reaksiyonlar sonucu olusan,

diisiik molekiil agirlikli kimyasal bilesiklerin her biri “metabolit” olarak adlandirilir.

Hiicredeki metabolitlerin tamamina ise bir butiin olarak “metabolom” denilmektedir.

Yunanca kdkenli omik eki, metabolom terimine eklenerek ‘metabolomla ilgilenen’

anlamina gelen “metabolomik” terimini tiiretir (23). Metabolomik, en genel tanimu ile

bir hiicrede belirli bir zamanda bulunan metabolitlerin, yani tiim metabolomun yiiksek

hassasiyetli analitik teknikler kullanilarak tanimlanmasi ve miktarlarinin belirlenmesi

caligmalaridir (24). Tablo 2.1.’de metabolomik ¢alismalarda kullanilan terimler ve

anlamlar1 verilmistir.

Tablo 2.1. Metabolomik ¢alismalarda kullanilan terimler ve anlamlari.

Terim Ad1

Metabolit Profilleme

Hedeflenmis Metabolomik

Metabolomik Parmak izi

Metabolomik Ayak zi

Kullanim Amaci

Bir 6rnekte ayn1 anda birden fazla metabolitin analiz
edilme islemidir. Analitik yontem, metabolit
gruplarina gore Ozellestirilebilir. Ornek olarak
sadece karbonhidrat veya amino asit grubu
metabolitler profillenebilir veya miimkiin olan en
¢ok metabolit amaclanabilir. Metabolit profilleme
caligmalar1  genellikle yar1 kantitatif olarak
gergeklestirilir.

Metabolom i¢inde Onceden belirlenmis, bir veya
birden fazla metabolitin yapisin1 aydinlatmak ve
miktarint  kesin olarak belirleyebilmek i¢in
kullanilan yontemdir.

Metabolomik parmakizi endometabolitlerin® hiicre
icinde girdigi reaksiyonlar1 ve etkiledigi metabolit
yolaklar1 inceler.

Metabolomik ayakizi, hiicreye digardan gelen
ekzometabolitlerin?  girdigi  reaksiyonlar1  ve
etkiledigi metabolit yolaklar1 inceler.

! Endometabolit, hiicre tarafindan sentezlenen metabolitleri ifade eder.
2 Ekzometabolit, hiicreye disardan giren metabolitleri ifade eder.



2.2. Metabolomik Cahismalarin Tarihsel Gelisimi

Omik bilimler ve metabolomik gdrece yeni alanlar olmasia karsin, bugiin
metabolit olarak tanimladigimiz viicuttaki bazi1 kimyasal bilesiklerin ¢esitli viicut
stvilarindan analizi ile tam1 ve teshis amaciyla kullanilmasi eskilere dayanir (25).
Modern metabolomik ¢alismalar ge¢mis birkag on yila bakilarak takip edilebilirken,
kokenleri ise antik c¢aglara uzanan ilkel analitik yontemlere kadar varabilmektedir.
Tarihte bilinen en eski érneklerden birisi, M.O. 2000 yillarinda antik Cin uygarliginda
diabet tanis1 koymak amaciyla uygulanan ve karincalarin idrar numunelerine ilgisine
gore degerlendirilen ilkel bir analiz teknigi ve tan1 koyma yontemidir (26). Orta cag
doneminde Ullrich Pinder, Sekil 2.1.’de sunulan “tire tekerlegi”” adini verdigi bir renk
tayfi modellemesi ile baz1 hastaliklara teshis ve tani koymaya calismistir. Modern
metabolomik ¢alismalarin baslangici ise Williams, R. J. ve ark. tarafindan 1950’lerin
basinda gergeklestirilen galisma olarak kabul edilebilir (27). Williams bu ¢alismada
alkolikler, sizofreni hastalari, mental bozukluk ve daha bir ¢ok hastalik gruplarindan
ornekler toplayarak 200.000°den fazla kagit kromatografisi analizi gergeklestirmis ve
sonuclar1 hastalik gruplarina gore ayirarak ilk profilleme ¢alismasini yapmistir. Sekil
2.2.”de bu ¢aligma sonucu ortaya ¢ikarilan metabolit profilleme diagram1 sunulmustur.
Williams’in ¢aligmalart umut verici sonuglar vermesine karsin, yoOntem ve
uygulamadaki zorluklar yeni ¢aligsmalar1 geciktirmis, benzer arastirmalarin devam
etmesi 1970’leri bulmustur. Bu tarihlerde Gaz Kromatografisinde olusan bilimsel ve
teknolojik ilerlemeler sonucu caligmalar ¢esitlenmeye ve hiz kazanmaya baglamistir
(28). 1971°deki gaz kromatografisi temelli ¢alismasinda E.C. Hornings, ‘metabolit
profilleme’ terimini kaynaklarda ilk kullanan arastirmaci olarak gbéze ¢arpmaktadir
(29). 1980’ler metabolomik caligmalarda iki yeni analitik teknigin kullanilmaya
baslandig1 yillar olarak dikkat ¢cekmektedir. Games D.E. ve ark. tarafindan 1984
yilinda gercgeklestirilen ve karabiber bilesenlerini inceleyen arastirma ‘Sivi
Kromatografisi / Kiitle Spektrometresi (LC/MS)’ cihaziyla yapilan ilk metabolomik
calismalardandir (30). 1989°da ise Bell J.D. ve ark. viicut sivilarindan metabolit
profilleme deneyleri yaparak, ‘Niikleer Magnetik Rezonans (NMR)’ cihazim
metabolomik c¢aligmalara katan ilk grup olmuslardir (31). LC/MS ve NMR
yontemlerinin de katilimiyla beraber 1990’11 yillar her gelisen analitik ve

biyoinformatik teknolojinin metabolomik ¢alismalara da entegre edilmeye baslandig:



yillar olmustur. Yine 1990’11 yillarda ‘Kapiler Elektroforez (CE)’ ve ‘Ultra
Performansli Sivi Kromatografisi (UPLC)’ ile yapilan profilleme arastirmalart da
metabolomik ¢alismalar kaynaklarina girmeye baglamistir (32, 33). O. Fiehn 2002,

yilinda yayinladigi makalesinde ‘metabolom’ terimini ilk kez kullanmustir (24).

Sekil 2.1. Ure Tekerlegi, Ullrich Pinder, “Epiphanie Medicorum” isimli kitabindan,
1506.



Sekil 2.2. Williams, R. J. ve arkadaslarinin 1951 yilinda yayinladiklart metabolit

profilleme diagramu.
2.3. Metabolomik Calismalar ve Uygulamalar

Metabolomik ¢alismalar ve diger omik dallari, ‘sistemler biyolojisi’ adi verilen
biyoinformatik yontem etrafina kurulmustur (34). Yontem temel olarak, analitik
verinin  biyoinformatik veriye, biyoinformatik verinin de biyolojik bilgiye

doniistliriilmesi ¢alismalaridir.

Genotip, genom tarafindan olusturulur ve cevresel etkenlerden bagimsizdir.
Fenotip ise gevresel etkenlere baglidir ve metabolom ile dogrudan iligkilidir. Genomik
ve transkriptomik ¢aligmalar genotip ile ilgilenir ve ‘ne olabilecegini’ sdylerken,
proteomik ve metabolomik g¢alismalar fenotip ile ilgililenirler ve ‘ne oldugunu’
soylerler (35). Anlik bilgiye ulasabilmek; belirlenen degiskenin, 6rnegin bir hastalik
durumunun, metabolizmada ne gibi degisikliklere yol actigini gdzlemleyebilme
olanagi saglar. Giincel 6rneklerden birisi, 2017 yilinda baslayan ve Amerikan Ulusal
Uzay Ajanst (NASA) tarafindan yiiriitiilen, ikizi olan astronotlarin diinyadaki
ikizlerinden ve uzay ortaminda bulunan ikizlerinden alinan kan 6rneklerinde proteom
ve metabolom diizeyindeki farkliliklar1 arastiran calismadir. Ikizlerin genotipleri

aynmidir, ancak fenotipleri farklidir. Calisma sonucunda arastirmacilar, uzay ortaminin



fenotipleri ne kadar etkiledigini ve gelecekte diinya disinda insanoglunun saglikli bir

metabolizma ile yasayip yasayamayacigina dair bulgular bulmay1r ummaktadir (36).

Bir hiicredeki metabolitin miktari, onu sentezleyen tiim hiicre enzimleriyle
iliskili olarak degisebilir. Bu enzimler metabolomda meydana gelen degisiklikleri
gosterebilecegi gibi, dogrudan genom, transkriptom veya proteom ile de ilgili
olabilirler. Borodina ve Nielsen’in 2005 yilinda yayinladiklari bir arastirma,
metabolitlerin % 67’den fazlasinin sadece bir metabolit yolakta goérev aldigini
gostermistir (37). Bu durum, viicutta hastaliktan kaynakli meydana gelecek bir
degisimin, metabolomda ve metabolitlerde de 6zgiin farkliliklar doguracagini gosterir.
Teorik olarak; beslenme, yas, cinsiyet gibi fenotipten kaynakli degiskenleri
homojenize edebilecek ve iki grup arasinda sadece hastaliktan kaynakl farkliliklari
gosterebilecek bir 6rneklem olusturulabilirse, diger bir deyisle iki grup arasinda tim
degiskenler sabit tutulup, tek bir degiskene indirilebilirse, iki 6rneklem arasindaki fark
sadece bu degiskenden, yani hastaliktan kaynakli olmalidir. Metabolomik caligmalar,

bir dizi biyoinformatik ve istatistiksel doniisiim ile bu aradaki farki bulmayi amaglar.

Metabolomik ¢alismalarin ¢ok ¢esitli uygulama alanlari bulunmaktadir. Gida
ve beslenme aligkanliklari ile ilgili caligmalar (38), bitkiler iizerine yapilan
metabolomik arastirmalar (39), ilag arastirma ve gelistirme ile ilgili metabolomik
calismalar (40), ¢evre kirliligi aragtirmalar1 (41), toksisite arastirmalari (42) ve klinik
calismalar (43) gibi ¢ok ¢esitli alanlarda metabolomik g¢alismalara rastlanir. Klinik
aragtirmalar hastaliklarin tani, teshis, seyir ve tedavileri iizerine yapilan arastirmalarin

yanisira, kigisellestirilmis tip uygulamalarini igerir.

Kisisellestirilmis tip uygulamalari, kisinin genotip ve fenotipine 6zgii tedavi
yontemleri gelistirilmesi ve uygulanmasi ¢aligmalaridir. Bugiin kisisellestirilmis tip
uygulamalarinda karsilasilan en Onemli sorun, heniiz yeterli sayida ozgiin
biyobelirtecin bulunamamis olmasidir (44). Metabolomik calismalar, fenotipe ait
sunduklar1 anlik bilgilerle hastaligin patolojisini ve mekanizmasini aydinlatmaya

calisarak, olas1 biyobelirtec kesiflerine olanak saglar.

Metabolik calismalarin en genis kapsamlilarindan birisi, 2005 yilinda
baslatilan ‘Insan Metabolom Projesi (HUSERMET)’ ¢alismasidir (45). Bu projenin

sonuclarindan olusturulan ‘Human Metabolome Database (HMDB)’ veri bankasi en



10

gelismis metabolit veri bankalarindan birisi olarak arastirmacilara hizmet vermektedir.
Proje genis kapsamli ve uzun soluklu bir ¢calismadir ve temel hedefi insan serumunun
global metabolit profilini ¢ikartmaktir. Global metabolom profiline ulasabilmek
metabolomik c¢alismalar icin kritik bir esiktir ¢iinkii; metabolitlerin miktarindaki
sapmalar1 belirleyebilmek i¢in referans bir deger gereklidir. Metabolomik ¢alismalar
genellikle iki gruptan bir tanesini referans kabul ederek yiiriitiliir ve metabolit
miktarlarindaki degerler bu kontrol grubu ile karsilastirilir. Eger ‘normal’ olarak kabul
edilebilecek global bir referans deger ortaya konabilirse, geleneksel klinik patolojinin
aksine daha hizli ve giivenilir sonuglara ulasilabilecek yontemler gelistirilebilecek ve

bu durum da erken tan1 ve tedaviyi dnemli dl¢iide kolaylastiracaktir.
2.4. Metabolomik Calismalarda Kullanilan Analitik Yontemler

Genomik ve transkriptomik c¢alismalarda 4 niikleotit tiirtinden, proteomik
caligmalarda ise 22 amino asit tiirtinden dizilenen biyomolekiiller birbirlerine yakin
kimyasal ve fiziksel ozellikler gosterirler. Yillar igerisinde bu ¢alismalar i¢in 6zel
olarak optimum verim veren analitik yontemler gelistirilmis ve uygulanmistir.
Metabolitler ise birbirlerinden ¢ok farkli fiziksel ve kimyasal dzelliklere sahiptir (24).
Bu yiizden diger omik g¢alismalarin aksine, metabolomik c¢alismalarda kullanilan
analitik yontemlerde c¢esitlilik gozlenir. Gaz Kromatografisi (GC), Yiiksek
Performanshi Sivi Kromatografisi (HPLC), Ultra Performansli Sivi Kromatografisi
(UPLC), Kapiler Elektroforez (CE), Kiitle Spektrometrisi (MS), Niikleer Magnetik
Rezonans (NMR) yontemleri metabolomik caligmalarda yaygin olarak kullanilan
analitik tekniklerdir (46). Kullanilan yontemlerin birbirine karsi istiinlikkleri ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. NMR bazli ¢calismalar hiz ve tekrarlanabilirlik agisindan
istlinliik gosterirken, MS bazli ¢alismalar hassasiyet yoniinden daha iyi sonuglar
vermektedir. GC/MS cihazlar1 ugucu olmayan bilesikler i¢in tiirevlendirme islemine
ithtiyac duyarken, gelismis veri bankalari sayesinde metabolit tanimlama isleminde 6ne
cikarlar. LC/MS bazli sistemler ise, numunelerin tiirevlendirme gibi on islemleri
gerektirmemesi ve kimyasal bilesikler igin sagladigi daha genis 6lgekli ¢alisma araligi
ile dikkat ¢ekmektedir (46).
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Metabolomik Calismalarda LC/MS Kullanim

Metabolomik g¢aligmalarin ilk yillarinda daha ¢ok NMR temelli ¢aligmalara
rastlanmakla beraber, LC/MS cihazlar1 gelisen teknolojileri ile beraber son yillarda
metabolomik ¢alismalarda 6ne ¢ikan analitik yontem olmustur (11). Yontemin temeli
stvi kromatografisi ile kiitle spektrometresinin kombine olarak g¢alismasidir. Sivi
kromatografisi, dedeksiyon ©Oncesi aywrmmi gerceklestirir. Ozellikle klinik
caligmalarda, numune matrikslerinin girisim yapmasini engellemek i¢in kromatografik
ayirima ihtiya¢ duyulur. Ayrica ayirim kiitle spektrometresinin metabolitleri daha
hassas ve segici olarak 6l¢ebilmesini saglar. (11, 47).

Metabolomik ¢alismalar ile ilgili kaynaklarda gesitli LC/MS tiirleri ile yapilmis
caligmalara rast gelmek miimkiindiir (48-50). LC/MS sistemleri hem metabolit
profilleme basamaginda hem de MS/MS (tandem MS) yontemi ile hedeflenmis
calismalarda kullanilabilmektedir. HMDB ve METLIN gibi sik kullanilan metabolit
veri bankalari, tanimlanmis metabolitlerin MS/MS spektrumlarini da paylasarak nitel

analiz uygulamalari i¢in kullanima sunmustur.
2.5. Kromatografi

Kromatografi, karisim halindeki maddelerin hareketli faz yardimi ile sabit faz
tizerinden hareket etmesi, bu hareket siirecinde kullanilan kromatografik yonteme
bagli olarak sabit faz ile fizikokimyasal etkilesimlere girmesi ve go¢ hizlar1 farkina
dayanarak birbirinden ayristirilmasi prensibine dayanir (51).

Rus botanik¢i Mikhail Tswet, 1903 yilinda yaymladigi makalesinde bitki
pigmentlerini bilesenlerine ayirmayi basarmis ve yonteme Yunanca ‘renk yazici’
anlamina gelen ‘kromatografi’ adin1 vermistir (52). Kromatografik sistemler hareketli
faz (mobil faz) ve sabit faz adi verilen iki fazdan olusur. Analit hareketli faz yardimi
ile kolonda siiriiklenirken sabit fazla etkilesime geger. Maddeler kullanilan
kromatografik yonteme bagl olarak kendi kimyasal veya fiziksel 6zelliklerine gore
sabit faz ile daha fazla veya daha az etkilesim olustururlar. Aradaki bu fark sayesinde
maddeler birbirleri ile aynistirilir ve analiz edilir. Kromatografik yontemler, faz
tiplerine, uygulama  bi¢imlerine ve ayrilma  mekanizmalarina  gore
smiflandirilabilmektedir. Tablo 2.2.’de kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi

verilmistir.
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Tablo 2.2. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi.

Faz Tiplerine Gére T leéa:zlzmalanna Uygulama Bigcimine Gore

Sivi Kromatografisi ABEITIENET . Duzlemsel Kromatografi
Kromatografisi
Gaz Kromatografisi Partisyon Kromatografisi Kolon Kromatografisi

lyon Degistirme
Kromatografisi

Jel Filtrasyon
Kromatografisi

iyon Cifti Kromatografisi

Afinite Kromatografisi

2.5.1. Sivi Kromatografisinin Tarihsel Gelisimi

S1vi kromatografisi, hareketli fazin s1vi oldugu yontemdir ve adini buradan alir.
Sabit fazin kat1 olmasi durumunda s1vi-kati kromatografisi, sivi olmast durumunda ise
stvi-s1vi kromatografisi olarak adlandirilir. Mikhail Tswet’in ilk uygulamasi da sivi
kromatografisi yontemi ile olmustur. Tswet bir cam silindiri absorbant ile doldurmus
ve analiti ¢oziiclisti ile beraber silindire yiiklemistir. Analit yercekiminin etkisiyle
kolonda ilerlerken sabit faz ile etkileserek bilesenlerine ayrilmistir (52). Tswet ilk
uygulamasini s1v1 kromatografisi yontemi ile yapmasina ragmen, yontemin uygulama
zorlugu yiiziinden ¢ok yayginlasamamis, s1vi kromatografisinin tekrar yaygin olarak
kullanilmaya baslanmas1 1940’lar1 bulmustur. Bu yillarda s1vi kromatografisinin daha
basit bir uygulama sekli olan kagit kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi
gelistirilmistir  (53). A.J.P. Martin 1941°de yaymladigi bir caligmada, sivi
kromatografisinin gelisiminin yliksek basinca dayanikli kolon teknikleri ve bu basing
altinda ¢alisabilecek akis sistemleri gelistirilmesine bagli oldugunu séylemistir (54).
1960’larda bu amagla yola ¢ikan iki ¢alisma grubundan Amerika’da Csaba Horvath ve
Avrupa’da Josef Huber’in birbirinden bagimsiz yiiriittiigii caligmalar sonucunda, ilk

ticari ‘Yiiksek Performanshi Sivi Kromatografisi (HPLC)’ cihazlari piyasaya
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stirilmiistir (53). 1966’da Horvath’in Nature dergisinde yaymlanan makalesi,

kaynaklardaki ilk HPLC makalesi olarak goze ¢arpmaktadir (55).
2.5.2. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (HPLC) Sistemleri

Mikhail Tswet’in ilk kromatografik ¢alismasindan beri yiiz yi1ldan fazla zaman
gegmis olmasina ragmen, modern HPLC cihazlari halen ‘hareketli fazla birlikte
stiriiklenen analitin sabit fazla etkilesimi’ prensibine dayali olarak calismaktadir.
HPLC cihazlar1 bugiin kromatografik yontemlerde en yaygin olarak kullanilan analitik

cihazdir. Bir HPLC cihaz1 Sekil 2.3.”de belirtilen kisimlardan olusur.

Enjektér

Kromatogram

mAU

T Enjeksivon cAIman

baslangici

Detektor

Coziculer
Sekil 2.3. HPLC cihaz semasi.

Hareketli Faz Rezarvuarlari; Hareketli faz icin kullanilan kimyasal ve
cozeltilerin bulundugu, degazer ve 6n filtrasyon ekipmanlari da eklenebilen cihaz

kismidir.

Pompa; Kolondan gerekli akis1 saglamak icin kullanilan parg¢adir. Modern
HPLC pompalar1 farkli rezarvuarlardan farkli oranlarda ¢ozeltiyi alip, kolona akisi
saglayabilmek iizere tasarlanmaktadir. 600 bar degerindeki geri basing altinda

calisabilen pompa tiirleri vardir.
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Enjektor Sistemi; Analitin numune kabindan alinip, HPLC sistemine
aktarilmasini saglayan bolimdiir. Otomatik enjektorler fakli numune kaplarindan
farkli oranlarda alip, sisteme enjeksiyon gerceklestirebilirler.

Kolon; HPLC sisteminde kromatografik aymrimin gerceklestigi kisimdir.
Kullanilacak yonteme gore ¢ok ¢esitli partikiil boyutlarina, kolon boyutlarina ve dolgu
maddelerine sahip kolonlar kullanilabilmektedir.

Dedeksiyon Sistemi; Kolondaki kromatografik ayirimdan gelen maddeler,
sistemin dedeksiyon kismina gelirler. Kullanilacak yonteme gore dedektor tipleri
degisirken, en yaygin kullanilan “gériiniir bolge dizi diyot dedektordiir (UV-DAD)”.
Kolondan gelen akis, dedektorden kesintisiz bir gegis yapar, analit dedeksiyon bloguna
ulastiginda, konsantrasyonuna bagli olarak absorbsiyon yapar ve dedektdr bu islemin

sinyalini okur.
2.5.3. Metabolomik Calismalarda Kullanilan HPLC Kolonlar:

C18 Kolonlar: Terz faz sivi kromatografisi (RP-HPLC), sabit fazin apolar
hareketli fazin polar bilesenlerden olustugu sistemlerdir. C18 kolonlar, ters faz sivi
kromatografisinde en yaygin olarak kullanilan kolonlardir (56). Silika bazli tastyici
partikiiller lizerine tutturulan C18 ligandlar1, 6zellikle diigsiik ve orta polaritedeki
bilesiklerin ayriminda iyi sonuglar vermektedir.

C18 kolonlar hemen her boyutta ve partikiil ¢apinda ticari olarak temin
edilebilmektedir. Ters faz sivi kromatografisinde kullanilan hareketli fazlar, normal
faz sivi kromatografisine gére daha az toksik ve daha ucuzdur. Metabolomik
caligmalarda da, C18 kolonlar siklikla kullanilmaktadir (57).

Hidrofilik Etkilesimli St Kromatografisi (HILIC) Kolonlar: Normal faz sivi
kromatografisi (NP-HPLC), sabit fazin polar hareketli fazin apolar bilesenlerden
olustugu sistemlerdir. HILIC kolonlar kullanima girdikleri ilk yillarda normal faz siv1
kromatografisinin bir tiirii olarak goriilmekle beraber, ayirma mekanizmasi farkli
calismaktadir. HILIC kolonlarda, NP-HPLC sistemlerinde oldugu gibi polar sabit faz
kullanilirken, hareketli fazlar RP-HPLC sistemlerinde kullanilan kimyasallardir.
Hareketli faz sabit faz ile kolonun i¢ yiizeyinde bir katman olustururken, analit bu ikili

katman arasindan hareket eder (58).
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C18 kolonlar orta ve diisiik polaritedeki maddeler i¢in iyi sonuglar gosterirken,
yiiksek polariteye sahip, hidrofilik bilesiklerde ayni1 performansi gosteremezler (59).
Bu gibi durumlarda, ters faz kromatografi yerine, normal faz sivi kromatografisi
kullanilmas1 giindeme gelir. Ne var ki, normal faz sivi kromatografisinde kullanilan
hareketli faz c¢ozeltileri, kiitle spektrometresinde iyonlagtirma basamaginda verim
kaybina yol agar (60). HILIC kolonlarin sabit fazinin normal faz sivi kromatografisi
yapisinda olmas1 polar bilesiklerin ayirimini saglarken, hareketli fazin ters faz sivi
kromatografisi yapisinda olmasi kiitle spektrometrelerinde iyonlastirma isleminin
daha iyi olmasini saglar. HILIC kolonlarin metabolomik ¢alismalarda ilk kullanimu,
2002 yilinda yayimnlanan, bazi bitki yapraklarinda amino asit ve seker gibi polar
bilesiklerin LC/MS ile incelendigi ¢alismadir (61). Idborg ve ark. 2005 yilinda HILIC
kolonlar1 iire numunelerinde ilk kez denemistir (62). Kaynaklarda HILIC kolon
kullanilarak yapilan bir ¢ok metabolomik ¢alismaya rastlamak miimkiindiir (63-65).
HILIC ve C18 kolonlar metabolomik ¢aligmalarda siklikla tercih edilen iki kolon tiirii
olmakla birlikte hangisinin digerinden daha iyi performans gosterecegi numunede

bulunan metabolitlerin yapis1 ve deney kosullarina gére degisebilmektedir.
2.5.4. Kromatografi Parametreleri

Alitkonma Zamani; Analitin enjeksiyondan dedektore ulasana kadar gegen
zamana ‘alikonma zamani (tr)’ adi verilir. Alikonma zamani maddenin kolonla
etkilesimine gore belli olur ve kullanilan yonteme paralel olarak maddenin kimyasal

ozellikleriyle ilgilidir. Hareketli fazin alikonma zamanina 6lii hacim (to)’ denir.

Kapasite Faktorii; Denge durumunda analitin hareketli ve sabit faz arasindaki
dagilimini ifade eden orana ‘kapasite faktorii (k')” denir. Kapasite faktorii sabit veya
hareketli fazin bilesimlerinin degismesiyle artar veya azalir. Hareketli faz bilesenlerini
degistirerek kapasite faktoriinii istenen araliga getirmek miimkiindiir. Kapasite faktorii

asagidaki esitlikle (Esitlik 2.1) hesaplanir.

k'=(tr-to)/to (2.1)

Secicilik; 1ki maddenin kapasite faktorlerinin oran1 ‘secicilik (o) olarak

tanimlanir. Asagidaki (Esitlik 2.2) esitlikle hesaplanir.
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a=Kk"2/K'1=(tr2-t0) / (tr1-t0) (2.2)

Kolon Etkinligi; Kolon etkinligi, pik seklinin matematiksel ifadelerinden
birisidir. Esdeger ‘teorik tabaka sayis1 (N)’ ile ifade edilir ve asagidaki (Esitlik 2.3)
esitlikle hesaplanir. Bu esitlikte w, pikin zeminden %10 yiikseklikteki genisligini ifade
eder.

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

Ayricilik; Ayiricilik ¢oziicii ve kolon etkinliginin ortak gosterimi olarak ifade

edilir ve ‘Rs’ seklinde gosterilir. Asagidaki (Esitlik 2.4) esitlik yardimiyla hesaplanir.
Rs=2 X (tr2-tr1) / (W1+W2) (2.4)
2.6. Kiitle Spektroskopisi

Kiitle spektrometre (MS) cihazlar1 hem basli bagina bir analitik platform, hem
de kromatografik bir cihazla kombine edilerek etkili bir dedektor olarak
kullanilabilmektedir (50). 1990°l1 yillarda Niikleer Magnetik Rezonans temelli
metabolomik caligmalar agirliktayken, gelisen MS teknolojisi ile genelde tiim
biyomolekiillerin analizinde, 0zelde ise metabolomik ¢aligmalarda kiitle
spektroskopisinin agirhigini artmistir (66). Kiitle spektroskopisi temel olarak,
iyonlasan molekiillerin kiitle/yiilk oranlarmma (m/z) gore belirlenmesi prensibine
dayanmaktadir. 2000’1i yillarin basindan beri 6zellikle iyonlagsma basamag: ve kiitle
analizoriinde yasanan bilimsel ve teknolojik gelismeler sonucu, MS cihazlar1 genis

yelpazede molekiillerin analizini saglayabilir hale gelmistir.
2.6.1. Kiitle Spektrometre Cihazlarinin Genel Yapisi

Kiitle spektrometreleri, kromatografik bir ayrimdan veya direk enjeksiyon
sonucu gelen analitin, iyon kaynaginda iyonlastirilip gaz fazina gegirilen, ardindan
genellikle ytikli bir kapiler araciligiyla kiitle analizdriine tasinan, kiitle analizoriinden
de dedektore ulasan, yiiksek vakum altinda ¢alisan analitik cihazlardir. Sekil 2.4.te

bir kiitle spektrometre cihazinin sematik gosterimi bulunmaktadir.
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ORNEK GiRisi

KUTLE ANALIZORU

[ ______________ _() o

iyon _|
KAYNAGI

|
IYON LENSLERI .
DEDEKTOR—»

VERI CIKISI

Sekil 2.4. Kiitle spektrometrelerinin genel semasi.

Iyon Kaynagi: Tyon kaynagi, molekiillerin iyonlastirma islemi ile yiiklii hale
getirilerek elektrik alanda hareket etmesini saglar. Gaz kromatografisinde numune
dogrudan iyonlastirilirken, s1vi kromatografisinde hareketli faz ile beraber gelen analit

hem iyonlastirilir hem de gaz fazina gegirilir.

Elektron iyonlagtirma, kimyasal iyonlastirma, lazer iyonlastirma, sprey
iyonlastirma gibi cesitli ¢aligma prensipleri bulunan farkli iyon kaynagi tiirleri
bulunmaktadir. Boliim 2.6.2.°de incelenen elektrosprey iyonlastirma, biyomolekiil

analizlerinde en sik kullanilan iyonlastirma tiirlerindendir (67).

Kiitle Analizérii: Iyonlasan molekiillerin kiitlesinin yiike yani m/z oranlarina
gore sinyallerinin 6l¢iildiigii kisimdir. Kiitle analizorleri magnetik sektorlii, kuadropol,
ucus zamanli, iyon tuzakli gibi ¢ok cesitli ¢alisma prensipleri ve tiirleri olan bir

modiildiir (68). Kiitle analizorleri yiiksek vakum altinda (107 ile 10 arasinda) ¢alisir.

Dedektor: Kiitle analizoriinden gelen iyonlar dedektdore carparlar, bu
carpismadan dogan elektrik akimi veya iyonun ugus zaman Olgiliir. Kiitle
analizoriiniin 6l¢tiigli m/z degeri degistikce, dedektorde buna bagimli bir fonksiyonla

6l¢tim yapmis olur.
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Diger Cihaz Bilesenleri: MS cihazlar1 kullanilan yonteme gore numune
enjeksiyon sistemleri barindirirlar. Kromatografik bir cihazla kombine veya manuel
ya da otomatik enjeksiyon sistemleri bulundurabilirler. iyonlasma kaynagmin calisma
prensibine bagli olarak helyum veya azot jeneratorleri kurutucu gaz olarak
kullanilabilmektedir. MS cihazlar yliksek vakum altinda ¢alistiklari i¢in, cihaza baglh

vakum sistemleri kullanilir.
2.6.2. Elektrosprey Iyonlastirici (ESI)

Elektrosprey iyonlasma tekniginin kaynaklardaki ilk uygulamasi, Dole ve ark.
tarafindan 1960’larin sonlarma dogru polistren polimerlerini yiikli bilesikler olarak
gaz fazina transferini gergeklestirdikleri ¢alismadir (69). 1980°1i yillarda Fenn ve ark.
ise ESI bagliklar kiitle spektrometrelerine uygun hale getirerek, ESI-MS yontemini
gelistirmiglerdir (70). Elektrosprey iyonlastiricilar, tercihen polar bir ¢oziiciide
¢Oziinmiis analitin, 3-4 KV elektrik potansiyeli uygulanan kapiler bir spreyden
puskiirtiilerek iyonlastirilmasi esasina dayanir (68). Piiskiirtme isleminde analit ile
ayni anda gegirilen ve sicakligi 300 °Cile 450 °Carasinda degisen azot gazi sayesinde
¢oOziicii buharlastirilarak ortamdan uzaklastirilir. ESI-MS yontemi 6zellikle polar
bilesikler i¢in iyi sonu¢ vermekle birlikte, ¢ok genis sayida molekiil yapisinin
iyonlagsmasini gergeklestirebilmektedir. Sekil 2.5.’de ESI basliginin ¢alisma prensibi

ile ilgili gorsel sunulmustur.

Kurutucu Gaz

‘,‘@4

iyonik
Elektrik Molekiller
Potansiyeli

Sekil 2.5. Elektrosprey Iyonlastiric1 (ESI) bashig.
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2.6.3. Ucus Zamanh Kiitle Spektrometrisi (TOF)

Ugus zamanl kiitle spektrometre cihazlari, iyonlarin elektrik alan altinda
kinetik enerji ile yliklenerek, ucus siirelerinden kiitleleri arasindaki farka ulasan
sistemlerdir. Ay elektrik alan altinda ayn1 yiike sahip iyonlar, kiitlelerindeki farktan
dolayi farkli kinetik enerjilere ulasirlar. Bu kinetik enerjilerindeki fark ugus siirelerini
belirler (71). TOF cihazlar1 1950’lerden beri ticari olarak iiretilmesine karsin kullanimi
ilk yillarda olduk¢a smirli durumda kalmistir. Bunun sebebi ise o yillarda ugus
zamanini yeteri kadar hassas dlgebilecek dedeksiyon sistemlerinin bulunmamasidir.
Gelisen teknoloji ile mikrosaniye diizeyinde Ol¢ciim yapabilen TOF dedektorleri
sayesinde hassasiyeti olduk¢a artan TOF-MS cihazlari, bugiin biyoanalitik
yontemlerde siklikla kullanilmaktadir (72). Kuadrapol ile birlestirerek hibrid MS
denilen, iki kiitle analizériiniin kombine kullanildigi Q-TOF/MS cihazlar1 da
mevcuttur. Bu cihazlarda kuadrapol sistemi belirlenen m/z araliginda ¢alisarak diger
maddelerin dedektore ulagsmasini engeller, ayrica MS/MS yontemi i¢in gerekli
carpigma enerjisini kullanarak maddeleri fragmentlerine ayirir. Q-TOF/MS cihazlar
bu sayede TOF/MS cihazlara gore daha iyi secicilik ve hassasiyet sonuglari
vermektedir. Sekil 2.6. Q-TOF/MS sistemlerinin boliimlerini gostermek amaciyla

sunulmustur.

1) iyon Girisi ’ \
2) Vakum Sistemi
3) Kuadropol Sistemi

4) Elektrik Alan

5) Dedektor
6) Kapiler

Sekil 2.6. Q-TOF/MS cihazlarin genel sematik gdsterimi.
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Pozitif ve Negatif Mod MS

Kiitle Spektrometrelerinde molekiiller iyonlasma basamaginda pozitif veya
negatif yliklii olarak iyonlasabilirler. Hangi maddenin pozitif, hangi maddenin negatif
olarak iyonlasabileceginin tam olarak bilinmesi zordur. Maddeler iyon kaynag tiiriine
gore pozitif veya negatif iyonlasabilirler. Hatta bazi maddeler hem pozitif hem negatif
olarak dahi iyonlasabilirler (73). Iyonlasan molekiiller MS sistemine yiiklii bir kapiler
araciligiyla aktarilirken, kapilerin pozitif ya da negatif yiiklii olmasina gore sistemin
icine aliirlar. Kapilerin negatif yiiklii olup, sisteme pozitif yiiklii iyonlarin alinmast
‘pozitif mod’, kapilerin pozitif yliklii olup sisteme negatif yiiklii iyonlarin alinmast

‘negatif mod’ olarak adlandirilir.
2.7. Metabolomik Cahismalar i¢cin Numune Hazirlama Yontemleri

Optimum metabolit sayisina ulasmak ic¢in ilk adim, numuneden optimum
metabolit ekstraksiyonunu saglayabilmektir. Biyolojik numunelerden metabolit
fazinin toplanmasi amaciyla kati faz ekstraksiyonu, siv1 faz ekstraksiyonu, filtrasyon
ve ¢oktiirme temelli yontemler olmak iizere bir ¢ok yontem bulunmaktadir (74). Kati
faz ekstraksiyonu temelli numune hazirlama yontemleri, 6zellikle numune matriksinin
ayrilmasinda iyi sonuglar verdiginden siklikla tercih edilen yontemlerdendir (75).
Yo6ntem, numunenin kati faz ile kimyasal etkilesimlere girip tutunmasi ve daha sonra
uygun bir ¢oziicliyle metabolit fazinin alinmasi esasina dayanir. Cok cesitli yapilarda
kat1 faz ekstraksiyon kartuslar1 ticari olarak temin edilebilmektedir. Sivi faz
ekstraksiyon yontemi, metabolit fraksiyonu eldesinde kullanilan bir baska yontemdir.
Ozellikle dokulardan metabolit eldesi yontemi i¢in kullanilir. Genel olarak, uygun bir
¢oziiciide dokuyu karistirict yardimiyla ¢alkalamak ve dokudaki metabolitlerin sivi

fraksiyona gegmesini saglamak prensibi ile galisir (76).

Bu yontemler ¢alisilacak analitik yonteme ve metabolitlerin kimyasal ve
fiziksel o6zelliklerine gore birbirine iistiinliik gdstermekte olup ¢aligmalarda standart
olmus bir prosediir bulunmamaktadir. Bu tez calismasi kapsaminda metabolomik
caligmalara gorece yeni katilan ultrafiltrasyon yontemi ile daha geleneksel bir yontem
olan metanolle ¢oktiirme yontemleri karsilastirilmistir. Boliim 2.7.1. ve 2.7.2.’de bu

yontemler incelenmistir.
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2.7.1. Ultrafiltrasyon Yontemi

Ultrafiltrasyon kartuslari, numuneyi mikrogdzenekli filtreler yardimiyla
stizerek, filtrenin boyutuna gore belirlenen molekiil agirligina bagh fraksiyonlara
ayirir. Piyasada ticari olarak 3000 ile 30000 kDa arasinda degisen boyutlarda

gozenekleri olan ultrafiltrasyon kartuslari temin edilebilmektedir.

Ultrafiltrasyon kartuslarinda, ilk olarak ornek kartusa koyulur ve santrifiij
edilir. Filtrenin tizerinde yiiksek molekiil agirlikli fraksiyonlar, altinda diisiik molekiil
agirlikll fraksiyonlar toplanir. Calismanin amacina gére numuneler vakum ortaminda
kurutularak derisik veya seyreltik hale getirilebilirler. Sekil 2.7.’de ultrafiltrasyon

kartuslarina ait gorsel sunulmustur.

Kaynaklarda ultrafiltrasyon yontemiyle yapilmig bir ¢ok metabolomik
caligmaya rastlamak mimkindir (77-79). Yontem aslinda ilk olarak proteomik
calismalar icin protein eldesi etmek amaciyla uygulanmistir, ancak zaman iginde
metabolomik ¢alismalar i¢in de kullanilmaya baglanmistir (80). Ultrafiltrasyon
yonteminin Ozellikle tekrarlanabilirlik acisindan diger yontemlere {istlinliik

gosterdigini belirten ¢alismalar yapilmistir (81).

Metabolomik galismalar
icin kullanilacak kisim
~" Molekil agirhg 3 kD" un
Daldur @ altindaki molekiiller, yani
Santrifuj metabolitler
atve ayir

Sekil 2.7. Ultrafiltrasyon kartuslari.
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2.7.2. Metanolle Coktiirme Yontemi

Metabolit konsantrasyonunun viicut sivilarinda proteinlerle yaklasik esit
miktarlarda bulundugu disiiniilmektedir (82). Bir organik ¢6ziicii yardimiyla
proteinleri ¢oktiirmek ve ¢ozeltiden metabolit fraksiyonunu elde etmek, biyoanalitik
uygulamalarda siklikla kullanilir (56). Metabolitlerin geneli viicut sivisinda serbest
halde bulunurken, bir kismi ise proteinlere baglanmis durumdadir. Proteinler

cOkerken, proteinlere bagli durumdaki metabolitler ayrilir ve serbest hale gegerler.

Organik coziiciiler ortama eklendiginde, protein yapilartyla etkilesime gecerek
¢ozinirliklerini disiiriir ve ¢okmelerine sebep olurlar (83). Asetonitril ve metanol
gibi organik ¢oziiciiler bu amagla siklikla tercih edilen kimyasallardir (56). 2006
yilinda yaymlanan bir aragtirmada metanoliin diger organik coziiciilere gére daha
efektif oldugu gosterilmistir (84). Numuneye ne kadar organik faz eklenecegine dair
kesin bir tanim olmamakla birlikte, en az bire bir oranda ¢ozelti eklenmesi gerektigi
kabul edilmektedir (85). Organik faz eklenmesiyle birlikte numune santrifiij edililir ve
cozelti ve cokelek birbirinden ayrilir. Santrifiij isleminin ardindan toplanan ¢ozelti
metabolit fraksiyonunu olusturur. Calismanin amacina gore numuneler vakum

ortaminda kurutularak derisik veya seyreltik hale getirilebilirler.
2.8. Metabolomik Calismalarda Yazilim ve Veri Bankasi Destegi

Metabolomik ¢alismalar; biyolojik temelli hipotezin deneysel verilere
donlismesi, deneysel verilerin matematiksel modellemeye cevrilmesi, matematiksel
modellemeden de biyolojik bilgiye ulasmay1 hedefler. Metabolomik deneyler yogun
data ¢iktis1 olan caligmalardir. Bu datalarin matematiksel verilere doniistiiriilmesi
isleminde, yazilim destegi kullanmak bir nevi zorunluluk haline gelmistir. Metabolit
oldugu diisiiniilen piklerin belirlenmesi, farkli numune setleriyle bu piklerin
eslestirilmesi, yogunluklarinin karsilastirilmasi, metabolitlerin ve metabolit yolaklarin
tanimlanmasi gibi islemlerde yazilim ve veri bankalar1 destegine ihtiya¢ duyulur (86).
Metabolomik calismalar i¢in ¢ok sayida ticari ve agik erisimli yazilim gelistirilmistir.
Tablo 2.3.’de metabolomik ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilan yazilim ve veri

bankalarindan bazilar1 verilmistir.
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Tablo 2.3. Metabolomik ¢alismalarda kullanilan yazilimlar.

Yazilhim Kullanim Amaci Analitik Platform
Pik belirleme, eslestirme,

XCMS (87) yogunluklarini karsilastirma, LC/MS, GC/MS
istatistiksel testler
Pik belirleme, eslestirme,

MzMine (88) yogunluklarini karsilastirma, LC/MS, GC/MS

istatistiksel testler

Istatistiksel ~ testler,  metabolit

MIgElsel @A () tanimlama, yolak analizleri

Tiim platformlar

MetaboMiner (90) Pik eslestirme, metabolit tanimlama NMR

MetPA (91) Metabolit yolak analizi Tiim platformlar

MetaboL.ights (92) Metabolit veri bankasi Tiim platformlar

METLIN (93) Metabolit veri bankasi Tiim platformlar

HMDB (94) Metabolit veri bankast Tiim platformlar
2.8.1. XCMS

XCMS metabolomik ¢alismalar icin gelistirilen, ‘R’ istatistik yazilimi tabanli,
acik kaynak kodlu bir yazilimdir. XCMS, girilen parametreler dogrultusunda ham
datayr matematiksel modellemelere g¢evirir. XCMS, piklerin belirlenmesi, 6rnek
setindeki  diger numunelerdeki piklerle eslestirilmesi, pik siddetlerinin
karsilagtirilmasi, istatistiksel testler ve ayrilmis iyon kromatogramlarini elde etmede
kullanilir (87). Sekil 2.8.’de XCMS’in ¢alisma algoritmasinin sematize hali

verilmistir.
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Pikleri filtrele
J— ve belirle
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[ analiz yap
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Sekil 2.8. XCMS caligma algoritmasi.

Ham datanin XCMS’e uygun hale getirilmesi; XCMS’te ilk adim analitik
platformdan alinan veri dosyalarint XCMS’e uygun dosya formatina doniistiirmektir.
Analitik cihazlar kendi ticari yazilimlarini kullanirlar ve bu uzantilar ‘ProteoWizard’
gibi dosya doniistiiriicii yazilimlar aracilifiyla dosya formati XCMS’e uygun hale

(.mzXML formati) getirilir.

Pikleri Belirleme ve Filtreleme; XCMS yazilimi bu basamakta kendisine
yiiklenen dosyalardaki her piki ayrilmis kiitle spektrumlar1 (EIC) seklinde ayirir ve

belirlenen giirtiltii degerinin altindaki pikleri filtreler.

Pikleri Egslestirme; Bir Onceki asamada ayristirilmis pikler, 6rnek setleri
boyunca taranir m/z ve alikonma zamanina gore birbiri ile eslestirilir. XCMS bu
basamakta ‘centwave’ ve ‘matchfilter’ adi verilen iki farkli istatistiksel modellemenin
birisini kullanir. Bu se¢im kullaniciya aittir. Pikler birbiri ile eslestirilirken m/z ve

alikonma zamanlarinin hata araliklar1 kullanici tarafindan segilir.

Pikleri Karsilagtirma; Birbiri ile eslestirilmis pikler, ayn1 maddenin pikleri
olarak farkli ornek setleri ile karsilastirilir. Bu sayede pik siddetindeki degisimler

gozlenir.

Istatistiksel Analizler; XCMS yazilimi “t testi’, “normalizasyon doniisiimleri’

gibi islemleri kullanicinin se¢imi dogrultusunda sonuglara uygular.
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Ayrilmis Iyon Kromatogramlari; XCMS belirlenen her pike ait, drnek
setindeki tiim numunelerden olusturulmus bir kromatogram verir. Sekil 2.9.’da

XCMS’in ¢iktis1 olarak 6rnek bir ayrilmis iyon kromatogrami sunulmustur.

Sonu¢ Tablosu; Tim bu islemlerin ardindan XCMS tiim ham datanin ve
istatistiksel doniisiime ugramis datanin sonuglarini excel formatinda her 6rnek grubu

i¢in ayr1 ayri verir.

Extracted lon Chromatogram: 857.32 - 657.35 m/z

Intensity
| 1 1 |
~a

10000 20000 30000 40000 50000 60000

0
|

0 50 100 150

Retention Time (seconds)

Sekil 2.9. Ornek XCMS kromatogram ciktisi.

2.9. Metabolomik Calismalarda Deney Tasariminda Uygulanan
Yaklasimlar

Sistemler Biyolojisi yaklasiminda, karsilastirilan gruplar arasinda ilgilenilen
degisken disinda kalan diger tiim degiskenleri sabit tutmay1, boylece gruplar arasinda
gozlenen farklihigin sadece ilgilenilen degiskene ait olmasi istenir (95). Gozlenen
farkliligin deneysel bir sistematik veya sistematik olmayan bir hatadan mi, yoksa
biyolojik farkliligin kendisinden mi kaynaklandigini anlamak i¢in numune
hazirlamadan baglayarak veri analizi ¢aligmalarina kadar bir dizi optimizasyon ve
kalite kontrol stratejisi uygulamalar1 bulunmaktadir. Metabolomik c¢alismalar kurulan
hipotezin deneysel ¢alismalarla biyolojik bilgiye doniismesi ve bu biyolojik bilginin
hipotez iizerinden test edilmesidir. Sekil 2.10. bir metabolomik ¢aligmada ana

hatlariyla izlenen yolu sematize etmektedir.
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Numune Numune
Deney Tasarimi Toplama ve Kimyasal Analiz
Hazirlama
Saklama

Hipotez

Veri
Degerlendirme

Sekil 2.10. Metabolomik ¢alismalarda is akis.
2.9.1. Karisim Numuneleri Kullaninm

Karisim numuneleri, bir gruptaki 6rneklerden ayn1 miktarda alinarak homojen
bir karigim olusturulmasidir. Bu karigim sayesinde ayni gruptaki drnekler arasindaki
farkliliklar minimize edilmis olur. Ozellikle klinik calismalarda ve viicut sivisi ile
calisilirken, cinsiyet, yas, beslenme aligkanliklar1 gibi fenotipe bagli degiskenler
literatiirde ‘false positive’ veya ‘false negative’ denilen pozitif veya negatif hatalara
sebep olabilir. Karigim numuneleri 6rneklemin tamamindan olusturulabilecegi gibi,
orneklemi istatistiksel olarak yansitmaya yeterli sayida, rastgele secilmis

numunelerden de olusabilir (80).
2.9.2. Kalite Kontrol Yaklasimi

Metabolomik c¢aligmalar uzun zaman periyotlarina ulasabilir, bu zaman
araliklarinda kullanilan sarf malzemelerinde veya cihazda bakim onarim sebebiyle
degisiklikler olmasi s6z konusu olabilir. Ilk biiyiik 6l¢ekli metabolomik calismalardan
olan ‘Insan Metabolom Projesi (HUSERMET)’ calismasinda metabolit profilleme
caligmalari ti¢ y1ldan fazla stirmiistiir (45). Bu uzun siireler 6zellikle kullanilan analitik
yontemin performansini takip etme gerekliligini ortaya g¢ikarmistir. Bu amagcla
olusturulan kalite kontrol numuneleri, metabolomik ¢alismalarda periyodik araliklarla
olgiilerek yoéntemin performansimi takip etmeye olanak saglar (96). Ornek vermek
gerekirse; s1vi kromatografisinde ayni analiz blogunda dahi, ilk enjeksiyon ve sonuncu
enjeksiyon arasinda alikonma zamanlar1 arasinda degisiklik gozlemlenebilir. Bu
degisiklikleri takip edebilmek, yani farkli zamanlarda, farkli numunelerden benzer

sonuclar alabilmek i¢in, yontemin ve cihazin performansindan emin olunmasi gerekir.
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Kalite kontrol numuneleri, igerigi kesin olarak bilinen 6rneklerdir. Bu 6rnekler
genellikle numuneyi kiigiik 6lg¢ekli olarak yansittigi  diisiiniilen metabolit
karisimlarindan olusturulur. Ornek bir kalite kontrol numunesi kullanimi Sekil

2.11.°de gosterilmistir.

Analiz Baslangicinda Ucg Analiz Sirasinda Her Al Analiz Sonunda Uc Kalite
Kalite Kontrol Numunesi Numunede Bir Kalite Kontrol Kontrol Numunesi
Enjeksiyonu Numunesi Enjeksiyonu Enjeksiyonu

Sekil 2.11. Kalite kontrol numunesi kullanimina ait 6rnek diagram.
2.9.3. i¢ Standart Kullanimi

I¢ standartlar, numunelere eklenen derisimi kesin olarak bilinen kimyasallardir.
Metabolomik c¢alismalarda i¢ standart 6zellikle numune hazirlama basamaginin
performansini takip etmede kullanilir. iki 6rnek arasinda sistematik veya sistematik
olmayan bir hatadan dolay:1 farklilik gozlemlenebilir. Bu hatanin kaynagi numune
hazirlama basamaginda ise, iki 6rnek arasindaki farklilik i¢ standart maddesine de
yanstyacaktir. Bu sayede numune hazirlama basamaginin performansi takip edilmis
olur (97). Ayrica i¢ standart numuneleri veri degerlendirme asamalarinda

normalizasyon referansi olarak da kullanilabilmektedir (98).
2.9.4. Diliisyon Serisi Yontemi

Diliisyon serisi yaklasimi metabolomik g¢alismalarda iki amagla kullanilir,
bunlardan birincisi kiitle spektroskopisi temelli metabolomik ¢alismalarda karsilasilan
bir problem olan giiriiltii veya kirlilikten kaynakli olabilecek piklerin metabolit piki
zannedilmesinin 6niine gegmek ve ikinci olarak da metabolit profilleme basamaginin

performansini takip etmektir.

Yontemde, numuneler bir diliisyon serisi olusturacak sekilde hazirlanir ve

analizler bu sekilde yapilir. Veri analizi basamaginda, bu serinin regresyon analizi
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yapilir ve belirlenen regresyon degerinin iizerinde olan piklerin numuneden geldigi

kabul edilir ve bu degerin altinda kalan diger pikler hesaplamalardan ¢ikarilir (99).
2.9.5. XCMS Parametrelerinin Optimizasyonu

XCMS metabolitleri eslestirirken, analizden kaynakli varyasyonlar1
diizeltebilmek amaciyla, alikonma zamani, m/z degerleri, pik genisligi, pik simetrisi
gibi degiskenleri belli aralik limitlerinde birbirleri ile eslestirir, pikler bu limitlerin
icinde kaliyorsa anlamli kabul eder. Bu araliklar1 genis tutmak kiiciik piklerin
kaybolmasina, dar tutmak ise biiyiik piklerin gézden kagmasina sebep olur (100). Bu
parametreler deney kosullarina bagimli parametrelerdir ve her ¢alisma igin 6zgiin
olarak belirlenmelidir. Bu sebeple XCMS parametrelerinin optimizasyonu, optimum
metabolit sayisina ulagsmaktaki en Onemli basamaklardandir. Asagida bu

parametrelerin isimleri ve iglevleri agiklanmistir.

peakwidth; bir pikin gegerli sayilabilmesi i¢in saniye bazinda olmasi gereken
en kiiciik ve en biiyiik araliklar ifade eder. XCMS yaziliminda varsayilan degerler en
az 5 en fazla 12 saniyedir. Buna gore bir pikin gegerli sayilabilmesi i¢in en az 5 saniye

en fazla 12 saniye araliklarinda MS dedektoriinde sinyal vermesi gerekmektedir.

ppm; yukarida anlatilan peakwidth araligina diisen her sinyalin m/z degerinin
ayn1 maddeden geldigini kabul etmesi i¢in gereken sapma araligidir. Yani dedektore
ulasan bir m/z degeri, en fazla 10 ppm diisiik veya yiiksek olmas1 halinde ayn1 madde
kabul edilir.

prefilter; bu parametre iki ayr1 parametrenin kombinasyonu olarak ¢alisr. 11k
deger, bir pikin gecerli sayilabilmesi i¢in minimum ka¢ MS taramasinda goriinmesi
gerektigini belirler. Ikinci deger ise bir sinyalin gecerli sayilabilmesi i¢in olmasi
gereken en az siddeti belirler. Yazilimin varsayilan degerleri (2, 20000)’dir yani bir
madde en az 2 MS taramasinda goriilmezse ve en az 20000 siddetinde sinyal vermezse

degerlendirmeye alinmaz.

mzdiff; iki ayri maddenin ayni alikonma zamani ile gelmesi durumunda
(overlap durumu), birbirlerinden farkli maddeler olarak kabul edebilmek i¢in gereken
en diisiik m/z degerini belirtir. Ppm parametresinden farki, bu deger i¢in maddelerin

ayni peakwidth araligina diismesi zorunlulugu bulunmamasidir.
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bw; piklerin ulasabilecegi maksimum pik genisligi degerini ifade eder.

mzwid; m/z degeri iizerinden iki maddeyi birbirinden ayirmak i¢in kullanilan
peakwidth, ppm ve mzdiff gibi parametreleri saglasa bile, mzwid parametresi bu iki
maddeyi ayn1 kabul edebilmek i¢in belirlenen iist sinir1 ifade eder. Varsayilan deger
0.025 m/z’dir ve buna gore diger tiim kosullar saglansa bir maddenin m/z degerinde

6l¢timden kaynakli 0.025 m/z degerinde bir farktan fazla olamaz.

minfrag; Bir pikin gegerli sayilabilmesi i¢in tim 6rneklemin minimum ne
kadarinda goriilmesi gerektigini belirler. Varsayilan deger 0.50’dir ve buna gore bir
pik tiim 6rneklemin en az % 50’sinde bulunmuyorsa hesaba katilmaz ve sonuglardan

cikarilir.

XCMS bu parametrelerin kombine haliyle ¢aligir. Bu parametrelerin optimum
degerini onceden kestirmek olanaksizdir. Bu degerler IPO adi verilen yardimer bir
yazilim araciligiyla belirlenir. IPO, XCMS’e eklenti yazilim olarak kurulur ve analiz
sonuglar1t XCMS ile degerlendirmeden 6nce IPO ile optimum parametreler belirlenir
(101). IPO yiiklenen dosyalari degisik degerlerde tarar ve optimum sonuglarin
aliabilecegi degerleri belirler. Tablo 2.4. bu parametrelerin varsayilan degerlerini

gostermektedir.

Tablo 2.4. XCMS varsayilan degerler.

Parametre Varsayilan Deger
peakwidth (5,12)

ppm (10)
prefilter (2, 20000)
mzdiff -

bw (5)

mzwid (0.025)

minfrag (0.5
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2.9.6. Pik Siddetlerinin Normalizasyonu

Metabolitler bulunduklar1 doku ve hiicrelerde ¢ok cesitli konsantrasyonlarda
bulunabilirler (102). Metabolomik c¢alismalar metabolit konsantrasyonlarinda
giivenilir bir artis veya azalis arama calismalaridir. Ornek vermek gerekirse; A
metabolitinin konsantrasyonundaki 10 katlik bir azalisin anlamli bir degisim olmasi
icin, bu ornekteki diger (A metaboliti disinda kalan) metabolitlerin ‘genelinde’ bu
azalisin gozlenmemesi gerekir. Bu degisimleri gozleyebilmek i¢in pik siddetleri
belirlenen degerler tizerinden istatistiksel doniisiimlere ugratilarak pikler ‘normalize’
edilir. Metabolomik ¢alismalarda kullanilan bir ¢ok normalizasyon yontemi
bulunmaktadir (103). Pik ortalamasina gore normalize etme, pik ortanca degerine gore
normalize etme, i¢ standarta gore normalize etme, standart sapmaya gore normalize
etme bu yontemlerden siklikla kullanilanlaridir. Sekil 2.12. normalizasyon isleminin
nasil bir doniisim sagladigini 6rneklemek amaciyla sunulmustur. Sol siitun
normalizasyon islemi Oncesi, sag silitun ise normalizasyon islemi sonrasi pik
yogunluklarim1 gostermektedir. Yatay siitun grafiklerin her biri, bir adet piki temsil
etmektedir. Sekilden de goriilecegi iizere, pik siddetleri arasindaki biiyiik fark,
normalizasyon islemi olmadan piklerin artma veya azalma egilimi belirlemenin ¢ok
miimkiin olmamasina sebep olur. Sag siitunda normalizasyon islemi sonrasi ayni

diizlemde bulusabilen pikler ise, karsilastirma yapmaya ¢ok daha uygun hale gelmistir.
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Sekil 2.12. Normalizasyon dncesi pik yogunluklari (sol siitun) ve normalizasyon

sonrasi pik yogunluklari (sag siitun).
2.10. Assit Sivisi ve Assit Ayirict Tani

Assit sivist karaciger, kalp, pankreas ve diger bazi hastaliklar sonucu
olusabilen, periontal boslukta toplanan patolojik siviya verilen genel addir (104). Assit
olusumu gozlenen hastalarin % 80’lik bolimii kriptojenik siroz hastalarindan
olusmaktadir (105). Assit ayirict tani ise assit olusumuna sebep olan hastaligin
belirlenmesi islemidir. Assit ayirict tami islemiyle, assit olusumuna sebep olan
hastaligin kaynagi incelenir. Rutin olarak kullanilan assit sivisindan patolojik analizler
bulunmakla beraber, tan1 ancak hastaliga 6zgii diger tam1 koyma yoOntemleriyle
kesinlestirilebilmektedir (106).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Tez Kapsaminda Gerceklestirilen Calismalar

Bu tez calismasi, 114S306 numarali ‘Assit Ayiric1 Tanisinda Assit Metabolom
Tayini’ baslikli TUBITAK 1001 projesi kapsaminda gerceklestirilmistir. Proje ‘T.C.
Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulw’
tarafindan 26 Mart 2014 tarihinde 16969557-358 sayili yaz1 ile Go 14/187 kayit
numarali ve ‘Assit Ayirici Tanisinda Assit Metabolom Tayini’ baslikli dosya ile etik

kurul izni almustir. Ilgili etik kurul onay sayfas1 Ek 1°de sunulmustur.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, malign nedene bagli assit sivisi olusumu gosteren
ve malign olmayan nedenlerden assit sivis1 olusumu gosteren hasta gruplar1 arasinda
LC/MS Q-TOF yontemi ile metabolomik ¢alismalar gergeklestirmek amaciyla yontem
gelistirme, gelistirilen yontemle metabolit profilleme ve hedeflenmis metabolomik
olmak {izere li¢ ana baglikta ¢calismalar yapilmistir. Hasta gruplari, malign nedene bagh
olmayan assit sivilart numuneleri i¢in ‘kriptojenik siroz’ tanis1 koyulmus hastalardan
(C; kontrol grubu), malign nedene bagli assit sivilari numuneleri igin ise ‘pankreas

kanseri’ tanis1 koyulmus hastalardan (T; hasta grubu) olusturulmustur.

Calismanin ilk asamasinda, yontem gelistirme basamag igin iki grupta 6’sar
numuneden esit miktarda alinarak karisim numuneleri olusturulmus, bu numuneler
6’sarl1 setler halinde 2 tekrarli olarak; metanolle ¢oktiirme ve ultrafiltrasyon olmak
tizere iki farkli numune hazirlama teknigi, HILIC ve C18 kolonlar ile iki farkli
kromatografi kolonu, pozitif ve negatif olarak iki farkli MS modu ile ayr1 ayr1 analiz
edilmis ve XCMS yazilimi ile veriler degerlendirilmistir. Bu {i¢ yonteme ait 2’ser
farkli metod denemeleri ile, her yontem igin ayr1 ayr1 olmak iizere ve toplamda 8 tane
farkl1 yontemin karsilagtirilmas: sonucunda en fazla pik sayisina ulasan yontem

belirlenerek, calismanin geri kalani i¢in kullanilacak analitik metod belirlenmistir.

Calismalarin ikinci asamasi, yontem gelistirme basamaginda belirlenen
analitik metod kullanilarak, C ve T gruplarinda metabolit profilleme ¢alismas1 yapmak
olmustur. Bu asamada hazirlanan karistm numunelerine i¢ standart eklenmis ve
numuneler ilgili boliimde anlatilan diliisyon serisi yontemine gore hazirlanmistir. Veri

degerlendirme basamaginda kullanilan XCMS yazilimmin IPO yazilimi araciligi ile
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parametreleri optimize edilmis ve ilgili bolimlerde anlatilan istatistiksel dontigiimler
sonucu miktar1 anlamli olarak degisen ve istatistiksel olarak giivenilir pikler
belirlenmistir. Bu pikler metabolit veri bankalarinda taranarak olasi metabolitler
belirlenmistir. Bu béliimde yontemin validasyon calismalari da yapilarak, sonuglarin

giivenirligi incelenmeye ¢alisilmistir.

Calismalarin son boliimiinde, metabolit profilleme basamaginda belirlenen
miktart anlamli olarak degisen ve istatistiksel olarak giivenilir 141 pikin yapilari
aydinlatilmaya calisilmigtir. Pikler MS/MS yontemi ile fragmentlerine ayrilmig ve veri
bankalarinda taranarak sonuglar incelenmistir. Yapisi aydinlatilabilen metabolitlerin
metabolit yolak incelemeleri ve kaynak taramalari ile hastalik ile baglantilari
arastirilmistir. Tez kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalara ait is akisini gosteren sema

Sekil 3.1.’de sunulmustur.

\

* Farkli numune hazirlama tekniklerinin karsilagtirilmasi (ultrafiltrasyon ve metanolle
goktime)

» Farkli kromatografi kolonu denemeler1 (HILIC ve C18)

» Farkli MS modu denemeleri (pozitif ve negatif mod)

/
» I¢ standart, kalite kontrol numuneleri ve diliisyon serileri hazirlanmasi. \
* Yontem gelistirme basamaginda secilen metot ile C ve T gruplarinin LC/MS Q-TOF 1le

analizi.

Metabolit * XCMS parametrelerinin optimizasyonu.

Profilleme * Verilerin 1statistiksel dontistimler.

Galismalart « Istatistiksel olarak giivenilir ve miktar1 anlamli olarak degisen piklerin belirlenmesi.
* Validasyon Caligmalar1

~
* Metabolit profilleme basamaginda belirlenen istatistiksel olarak giivenilir ve miktar1 anlamh
. olarak degisen piklern MS/MS yontemi 1le vapilarimin aydinlatilmasi.
GEdEHE""".s * Yapis1 aydmlatilan metabolitlerin, metabolit yolak incelemeleri.
etabolomik - -
Galismalari J

Sekil 3.1. Tez kapsaminda gergeklestirilen ¢aligmalar.



34

3.1.1. Tez Calismas1 Kapsaminda Kullanilan Kimyasal ve Cihazlar

Tez kapsaminda gergeklestirilen ¢aligmalarda kullanilan kimyasal, sarf ve

cihazlar Tablo 3.1. ve Tablo 3.2.”de sunulmustur.

Tablo 3.1. Tez ¢alismalar1 kapsaminda kullanilan kimyasallar.

Kimyasal
Asetonitril (LC/MS Grade)
Su (%0,1 Formik Asit)
Metanol (HPLC Grade)
Amicon Ultrafiltrasyon
Kartusu (3 kDa)
Formik Asit
(LC/MS Grade)
Amonyum Format
(LC/MS Grade)
Daidzein standarti
MS QC referans karisimi
(186006963)
G1969-85000 ESI-TOF
Tuning Mix

Marka
Sigma
Sigma
Sigma
Merck

Sigma

Sigma

Waters
Waters

Agilent

Kullanim amaci
LC/MS hareketli fazi
LC/MS hareketli faz

Metabolit ekstraksiyonu

Metabolit ekstraksiyonu

LC/MS hareketli faz
tamponu hazirlama
LC/MS hareketli faz
tamponu hazirlama
I¢ standart
Kalite kontrol numunesi
Karigimi

MS tune ¢ozeltisi
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Tablo 3.2. Tez galismalar1 kapsaminda kullanilan cihaz ve yazilimlar.

Cihaz, Yazilim ve Sarf

_ Marka Kullanim Amaci
Malzemeleri
_ Metabolit profilleme,
Q-TOF/MS Agilent 6530 _ _
hedeflenmis metabolomik
] o Metabolit profilleme,
UPLC Agilent 1260 Infinity
hedeflenmis metabolomik
) LC/MS Q-TOF kontrol
Mass Hunter Agilent
yazilimi
. Metabolit eslestirme ve
XCMS Ucretsiz Yazilim .
profilleme
. . MS dosya uzantist
ProteoWizard Ucretsiz Yazilim
doniistiiriicii
XCMS programinin
‘R’ istatistik programi Ucretsiz Yazilim calismast i¢in kullanilan
yazilim
. Labconco Refrigerated Numune ve ¢ozeltilerin
Vakum santrifiij )
CentriVap Concentrator ucurulmasi
Zorbax HILIC Plus )
_ Agilent HPLC Kolonu
(2.1 x 50 mm, 1.8-Micron)
X Select C18
Waters HPLC Kolonu

(4.6 x 100 mm, 3.5-Micron)

3.1.2. Assit Sivisi Numunelerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Numuneler TUBITAK 114S306 projesi kapsaminda, ilgili projede gorevli
Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Gastroentoloji Anabilim Dal1 dgretim iiyeleri
tarafindan steril sartlarda karin hazirlig1 yapildiktan sonra, ultrasonografi esliginde
karin sol alt kadrandan steril enjektorle en az 10 ml olacak sekilde alinmistir. 2 farkl
5 ml’lik santrifijj tlipiine toplanan numuneler 5000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendikten

sonra santrifigat alinmigtir. Assit numuneleri hastalik, yas ve cinsiyetine gore kayit
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altina alinarak numaralandirilmis ve numune hazirlama prosediirlerine gecene kadar

- 80 °C’ de 1 mL’lik kisimlar halinde ependorf tiiplerde bekletilmistir.
3.1.3. Hasta ve Kontrol Gruplar1 Olusturulmasi

Hasta ve kontrol gruplar1 assit nedeni kesinlestirilmis ve yeterli kayit
verilerinin  bulundugu assit sivist numunesinin alindigr hastalar arasindan
olusturulmustur. Kontrol grubu olarak ‘Kriptojenik Siroz’ hastalarindan olusturulan C
grubu, hasta grubu olarak ise ‘Pankreas Kanseri’ hastalarindan olusturulan T grubu
secilmistir. Tablo 3.3.’de karisim numuneleri olusturulmak amaciyla kullanilan

orneklerin listesi sunulmustur.

Tablo 3.3. Hasta ve kontrol gruplari numune listesi.

Grup Hastahk Yas Cinsiyet
C-1 Kriptojenik Siroz 51 K
C-2 Kriptojenik Siroz 60 E
C-3 Kriptojenik Siroz 62 E
C-4 Kriptojenik Siroz 55 E
C-5 Kriptojenik Siroz 69 E
C-6 Kriptojenik Siroz 66 K
T-1 Pankreas Kanseri 69 E
T-2 Pankreas Kanseri 72 K
T-3 Pankreas Kanseri 80 E
T-4 Pankreas Kanseri 78 E
T-5 Pankreas Kanseri 65 K
T-6 Pankreas Kanseri 84 E

3.1.4. LC/MS Q-TOF Analizlerinde Uygulanan Metodoloji

Analizler, Agilent 1260 Infinity Ultra Performansli Sivi Kromatografisi
(UPLC) cihaz1 ve yine Agilent 6530 Ugus Zamanli Kiitle Spektrometresi (Q-TOF/MS)
cihazinda gerceklestirilmistir. Cihaz firmanin ‘Agilent MassHunter’ isimli ticari
yazilimi araciligiyla kontrol edilmektedir. 1260 Infinity UPLC sistemi, otomatik

pompali ve otomatik enjektdrlii bir sistemdir. Kolon firin1 sicaklig1 yazilim araciligiyla
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kontrol edilebilmektedir. UPLC sistemi, kiitle spektrometre cihaz ile baglantiy1 ayni

zamanda iyonlastirici olarak ¢alisan elektrosprey iyonlastirici (ESI) basligi araciligi ile

gergeklestirir. Sistem kurutucu gaz olarak azot gazini kullanir, bu amagla cihaza bagh

bir azot jeneratorii bulunmaktadir. LC/MS Q-TOF sistemi i¢in gerekli vakum ortamini

saglayabilmek amaciyla, birisi kaba vakum denilen 6n vakum cihazi, ikinci olarak da

yiikksek vakum i¢in bir bagka vakum sistemi daha kullanilmaktadir. Sekil 3.2.°de

caligmalarda kullanilan LC/MS Q-TOF cihazina ait gorsel verilmistir.

1)

2)

3)

LC/MS Q-TOF analizleri i¢in yapilan ilk islem gerekli kimyasallar1 ve
cozeltileri hazirlamaktir. Stvi kromatografisi hareketli faz1 olarak C18 kolon
icin % 0.1 formik asit iceren asetonitril ve yine % 0.1 formik asit iceren su
tamponlar1 hazirlanmistir. Cozeltiler, 1 litre asetonitril ve 1 litre su igerisine
ayr1 ayr1 1’er mL formik asit eklenerek hazirlanmistir. HILIC kolon i¢in ise
asetonitril ve pH=5 amonyum asetat tamponu kullanilmistir. Amonyum asetat
tamponu 10 mM olarak hazirlanmistir. 77.08 mg amonyum asetat dnce bir
miktar suda ¢oziilmiis daha sonra ¢ozelti 1 litreye tamamlanmistir. Daha sonra
fosforik asit kullanilarak ¢ozeltinin pH’1 5 olarak ayarlanmistir. Q-TOF/MS
cihazi i¢in referans ve kalibrasyon cozeltileri Agilent firmasindan temin
edilmistir.

LC/MS Q-TOF cihazi her agildiginda bir saat kadar hareketli faz gegisi ile
yikamaya birakilmistir. Bir saat sonunda cihazin vakum, kurutucu gaz ve
kapiler voltaji degerleri kontrol edildikten sonra, cihazin kiitle analizoriini
kalibre ettigi ‘autotune’ islemi denilen basamaga gecilir. Cihaz autotune
isleminde firmadan temin edilen tune cozeltisine gore kendisini otomatik
olarak kalibre eder. Cihaz kalibrasyon isleminin sonunda ‘Tune Raporu’ isimli
bir dosya olusturur ve kalibrasyon isleminin degerlerini verir. Eger bu degerler
0.1 ppm’lik sapmanin altinda ise cithazin kalibrasyonunun basarili oldugu
kabul edilir.

Kalibrasyon igleminin ardindan, kullanilacak kromatografik kolona uygun
kolon ve hareketli faz takilarak, kolonun sartlanmasi amaciyla 1 saat kadar

hareketli faz gegirilmistir. Tablo 3.4.’de cihaz parametreleri sunulmustur.
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4) Kalite kontrol numuneleri, her analizin basinda ve sonunda ii¢ tekrarli ve her
alt1 numune enjeksiyonunda bir kalite kontrol numunesi enjeksiyonu olacak
sekilde yapilmistir.

5) Vialler ayn1 anda hazirlanmis ve analiz sirasindan kaynakli varyasyonlarin

engellenmesi amaciyla karigik siralamada enjeksiyonu yapilmistir.

Tablo 3.4. LC/MS Q-TOF parametreleri.

Enjeksiyon Hacmi 10 uL

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

Kapiler Voltaji 4000 V

Kolon Sicakligi 25 °C

Akis Hizi 0.2 mL/dakika

R

Sekil 3.2. Agilent 6530 LC/MS Q-TOF gorseli.
3.2. Yontem Gelistirme Calismalari

Yontem gelistirme c¢alismalar1 kapsaminda, ultrafiltrasyon ve metanolle
¢oktiirme olmak tizere iki farkli numune hazirlama teknigi, HILIC ve C18 kolonlar ile
iki farkli kromatografi kolon ve pozitif ve negatif MS modlart ile iki farkli MS ¢alisma

modu denenmistir. Calismanin bu asamasinda hedef en yiiksek pik sayisina ulasan
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yontemi belirleyerek, metabolit profilleme basamaginda kullanilacak metodolojiyi
secmektir. Sekil 3.3.’te yontem gelistirme caligsmalarinda izlenen yolu gosterebilmek
amaciyla semetize edilen gorsel sunulmustur. Sekil 3.4. ise bu ¢aligmalar kapsaminda

yapilan LC/MS enjeksiyon sayilarini ifade etmektedir.

6 Adet C grubu 6 Adet T grubu
Numunesi Numunesi
IN N XY INEN X
s sl ol s sl ol
Cve T Gruplarina Ait
Karisim Numuneleri 8

|
Y

\
Ultrafiltrasyon Yontemi | ’-.-‘

/ \ | /7 N\
c18 V HILIC KoloV/ c18 Kolon

/N /' \ / \ /\
G+ B B B G R g

Pozitifiyon Negatifiyon  Pozitifiyon Negatifiyon  Pozitifiyon  Negatifiyon  Pozitifiyon Negatif iyon
Modu Modu Modu Modu Modu Modu Modu Modu

\ ’ Metanolle Coktiirme Yontemi

»

HILIC Koloy/
-

Sekil 3.3. Yontem gelistirme basamagina dair ¢aligmalar1 gosteren sema.

CAIT TR ‘ 24 Numune l ‘96 Enjeksiyon

hazirlanan kontrol
gurubuna ait karisim » (24 adet C18 kolon

numunesi enjeksiyon) + (24
« (12 adet « 2 Tekrarli Analiz
+6'lr seri geklind det HILIC kol
Hatilandn Faita ultrafiltrasyon ! En)ekslyon)oll * (96 adet pozitif mod

MS) + (96 adet

numunesi) + (12
gurubunaait karisgim negatif mod MS)

numunesi adet metanolle
¢oktiirme numunesi) ’

[ 192

‘ 12 Numune Enjeksiyon

48 Enjeksiyon

Sekil 3.4. Yontem gelistirme basamaginda yapilan enjeksiyon sayilari.

3.2.1. Karisim Numuneleri Hazirlanmasi

Karisim numuneleri segilen 6 adet C ve 6 adet T grubu numunelerinden ayri
ayr1 olusturulmustur. Her 6rnekten 2 mL alinarak toplanmis ve karistirici yardimai ile
homojen karisim olusturulmustur. Karisim numuneleri 1 mL’lik porsiyonlar haline

getirilerek analiz edilene kadar -20 °C’de saklanmustir.
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3.2.2. Metabolitlerin Ekstraksiyonu I¢in Kullanilan Yéntemler

Ultrafiltrasyon Yontemi

Ultrafiltrasyon yontemi i¢in Merck firmasinin ticari tirlinii olan Amicon 3 kDa
ultrasantrifiij kartuslar1 kullanilmistir. Karistm numuneleri 2 grup igin 6’sar tekrarli
olarak toplam 12 kartusa, her birinde 300 pl numune olacak sekilde eklenmistir.
Kartuslar filtrasyon igsleminin tamamlanabilmesi amaciyla 16000 rpm’de 45 dakika
santrifiij edilmistir. Kartusun alt kisminda toplanan metabolit fraksiyonu vakum
santrifiij cihazinda 25 °C'de 60 dakika ugurulmus daha sonra 300 pL asetonitrilde

¢Oziilmiistiir. Sekil 3.5.’te kullanilan ultrafiltrasyon kartusunun gorseli verilmistir.

Sekil 3.5. Ultrafiltrasyon kartusu.

Metanolle Coktiirme Yontemi

Metanolle ¢oktiirme islemi i¢in, her 2 gruptan 6’sar olmak iizere toplam 12 adet
ependorf tiipe alman her biri 300 pL numune 6rneginin, iizerine eklenen 300 pL
metanol ile proteinler ¢oktiiriilmistiir. -20 °C’de 2 saat bekletilen bu ¢6zelti sonra
16000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Cozelti kism1 yeni bir ependorf tiipe
alinmis ve ¢okelti atilmistir. Alinan ¢6zelti kismi, vakum santrifiij cihazi ile 25 °C de
60 dakika isleme tabi tutulmus ve solvent kismi buharlastirilmistir. Kat1 faz 300 pL

asetonitril ile ¢ozllmiistiir.
3.2.3. Metabolitlerin Ayrim I¢cin Kullanilan Kolon Denemeleri

C18 Kolon Denemeleri

C18 kolon denemeleri Boliim 3.1.4.’de anlatilan LC/MS Q-TOF analizleri igin

uygulanan metadoloji ve Tablo 3.5.’de verilen gradient eliisyon programi kullanilarak
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gerceklestirilmistir.  Enjeksiyonlar iki tekrarli olarak yapilmigtir. C18 kolon
denemeleri tez metodolojisine uygun olarak ultrafiltrasyon ve metanolle ¢oktiirme
yontemi ile hazirlanan numunelerde, pozitif ve negatif MS modlarinda hepsi i¢in ayr1

ayr1 ¢alisilmistir.

Tablo 3.5. C18 kolon i¢in kullanilan gradient programu.

Asetonitril (% 0.1 Formik

Dakika ) Su (% 0.1 Formik asit)
asit)
1 % 10 % 90
12 % 90 % 10
13 % 90 % 10
20 % 10 % 90
25 % 10 % 90

HILIC Kolon Denemeleri

HILIC kolon denemeleri Boliim 3.1.4.’de anlatilan LC/MS Q-TOF analizleri
icin uygulanan metadoloji ve Tablo 3.6.°da verilen gradient eliisyon programi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Enjeksiyonlar iki tekrarl olarak yapilmistir. HILIC
kolon denemeleri tez metodolojisine uygun olarak ultrafiltrasyon ve metanolle
¢Oktiirme yontemi ile hazirlanan numunelerde, pozitif ve negatif MS modlarinda hepsi

icin ayr1 ayri ¢alisiimistir.

Tablo 3.6. HILIC kolon i¢in kullanilan gradient programu.

pH=5 Amonyum asetat

Dakika Asetonitril
tamponu
1 % 90 % 10
12 % 10 % 90
13 % 10 % 90
20 % 90 % 10

25 % 90 % 10
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3.2.4. Pozitif ve Negatif Mod Denemeleri

Ornekler Béliim 3.2.2. ve Boliim 3.2.3.’te anlatilan farkli ekstraksiyon ve farkli
kolon denemelerinde, pozitif ve negatif MS iyonlasma modlarinda ayr1 ayri her

yontem i¢in analiz edilmistir.
3.3. Metabolit Profilleme Calismalari

Metabolit profilleme ¢aligmalarinda Boliim 3.2.°de anlatilan metodoloji ile
gelistirilen yontem ve degerlendirilen sonuglara gore ultrafiltrasyon numune hazirlama

teknigi, HILIC kolon ve pozitif modda ¢alisilmstir.
3.3.1. Karisim Numuneleri ve I¢ Standart Eklenmesi

Karigtm numuneleri secilen 6 adet kontrol ve 6 adet hasta grubu
numunelerinden ayr1 ayr1 olusturulmustur. Her 6rnekten 2 mL alinarak toplanmis ve
karistirict yardimi ile homojen karisim olusturulmustur. Karigim numunelerine
derisimi 1 mg/mL olacak sekilde daidzein maddesi i¢ standart olarak eklenmistir.
Karisim numuneleri 1 mL’lik porsiyonlar haline getirilerek analiz edilene kadar

-20 °C’de saklanmustir.
3.3.2. Kalite Kontrol Numuneleri

Calismalarda, Waters firmasinin (186006963) kodlu LC-MS QC referans
¢ozeltisi kullanilmistir. Son derisimi 0.5 ppm olacak sekilde hareketli faz ile (70:30
Asetonitril:Su) seyreltilen kalite kontrol numuneleri, her analizin basinda 3 tekrarl
enjeksiyon, her 6 numunede bir enjeksiyon ve analiz sonunda 3 tekrarli enjeksiyon
olacak sekilde kullanilmis ve sonuglar takip edilmistir. Kullanilan kalite kontrol

numunesinin igerigi Tablo 3.7.’de sunulmustur.



Tablo 3.7. Kullanilan kalite kontrol numunesinin igerigi.

Madde Ada
Asetaminofen
Kafein
Sulfaguanidin
Sulfametoksin
Verapamil

Rezerpin

m/z Degeri
152.0712
195.0882
215.0603
311.0814
455.2910

609.2812

3.3.3. Diliisyon Serisi Hazirlama

43

Miktar (ng/mL)
10

1.5

0.2

0.6

Diliisyon serisi 6’11 setler halinde hazirlanmigtir. 6 vialden 3 tanesi

tekrarlanabilirligi 6lgebilmek i¢in ayni derisimde, kalan 3 tanesi ise regresyon analizi

icin azalan derisimlerde hazirlanmistir. Dillisyon serisi hazirlamada kullanilan yontem

Tablo 3.8.’de sunulmustur.

Tablo 3.8. Diliisyon serisi hazirlama yontemi.

via Nt
Vial 1 40 uL
Vial 2 40 uL
Vial 3 40 uL
Vial 4 30 uL
Vial 5 20 uL
Vial 6 10 uL

Hareketli Faz Miktar
(70:30 Asetonitril:Su)

40 uL
40 uL
40 uL
50 uL
60 uL

70 uL

Ornek / Toplam
miktar orami

4/8
4/8
4/8
3/8
2/8

1/8
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3.4. Veri Degerlendirme Calismalar:
3.4.1. Ham Data Dosyalarinin XCMS’e Uygun Olarak Déniistiiriilmesi

LC/MS Q-TOF analizleri sonrasi cihazdan alinan “.d ” uzantili data dosyalari
“ProteoWizard” yazilimi araciligiyla ‘. mzXML’ uzantili dosyalara doniistiirilmiistir.

Sekil 3.6. yazilimda segilen parametreleri ve yazilimin arayliziinii gostermektedir.

5= MSCaorvert (84-bit]

@ Ligt of Fies File of ik names

File: [ Browse | [ oot MsComver |
Fiters
|MS Level |
Levwets:
1
Add | | Remove
Fer Parametera
Outpt Directary

Cptians
Cuiput fomat: | maXML = | Exdension
Bnary encoding preciaion: @ 64bit A2bit

Witeindex: [¥]  Use dib comprassion:

TPP compatbilty: [V Packagein gzp: [

Use thees sattings nest tima | stat MSConven ] [ San |

Sekil 3.6. ProteoWizard yazilima.
3.4.2. XCMS Programinin Kurulumu

XCMS programi ‘R’ istatistik yaziliminin altinda calisan bir programdir. R

programi kurulduktan sonra Ek 2.’de verilen kodlar araciligi ile XCMS yazilimi

kurulmustur.
3.4.3. XCMS Parametrelerinin Optimizasyonu

XCMS yazilimi Bolim 2.9.5.°de belirtildigi tizere bir dizi parametrenin
kombinasyonu ile calismaktadir. Bu parametrelerin optimizasyonu i¢in ‘IPO’ yardimci

yazilimi kullanilir. Bu yazilim Ek 3.’de verilen kod araciligr ile XCMS yaziliminin

altina kurulmustur.
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IPO kurulumu yapildiktan sonra optimize edilecek deney verilerine ait dosyalar
secilir ve Ek 3.’de verilen kod aracilig1 ile parametreler yazilim tarafindan denenerek

optimum degerler bulunur.
3.4.4. XCMS Analizleri

Bolim 3.4.3.’te anlatilan yontemle optimize edilen XCMS parametreleri
dogrultusunda olusturulan kod kullanilarak, dosyalar her yontem i¢in ayr1 ayr1 analiz
edilmis ve ayrilmis iyon kromatogramlar1 ve sonuglar1 gosteren excel tablosu elde

edilmistir. Kullanilan XCMS kodu Ek 4.’de sunulmustur.
3.4.5. Veri Degerlendirilmesinde Kullanilan Yaklasimlar

XCMS yazilimindan sonuglar eslestirilmis piklerin m/z, alikonma zamanlari,
pik siddetlerini veren bir excel dosyasi halinde alinir. Sekil 3.7. bu ¢iktiya 6rnek olarak
excel tablosunun bir kismini igeren sekilde sunulmustur. Sekilde name kolonu; her pik
icin program tarafindan olusturulan kimligi, fold; normalizasyon Oncesi pik
siddetindeki degisimleri, t stat; t testi sonucunu, p value; t testi sonucunda bulunan p
degerini, mzmed; o pikin tim Orneklemde bulunan m/z degerlerinin ortalamasini,
mzmin; o pikin tiim 6rneklemde bulunan en kii¢lik m/z degerini, mzmax; o pikin tiim
orneklemde bulunan en biiyilk m/z degerini, rtmed; alikonma zamanlarinin
ortalamasini, rtmin; alikonma zamanlarinin en kiiclik degerini, rtmax; alikonma
zamanlarinin en biliylik degerini, npeaks; pikin tiim Orneklemin ka¢ tanesinde
gdotldiigiinii, C ve T siitunlart; pikin gruplarin i¢inde ka¢g numunede goriildiigiinii, en

sagdaki siitun ise pikin siddetini ifade etmektedir.

viname |v|fold |v|tstat |v|pvalue v mzmec v mzmin v mzmax v rtmed |v rtmin |v rtmax || RT (Mil v npeaks v |C
1 M477T221 90,91481 2849426 3,49E-12 47731 4773099 4773101 220,92 215,811 227,097 3,78495 13
2 M478T221 84,18341 213,6707 2,20E-11 478,312 478,3119 478,3121 220,946 219,902 221,421 3,69035 6
10 M5647340 122,0821 89,34493 8,31E-10 564,359 564,3589 564,359 339,602 335,048 342,994 5,716567 6
11 M205T58  3,191793 -60,7816 8,42E-10 205,0708 205,0706 2050709 57,804 57,095 58,149 0,96915 6

il v |metlin| v |assit_kf_hilicpos_1 |+
6 http://me 44371,6163
6 http://me 9738,410066
6 http://me 7777,122926
0 http://me 118579,1098

o o o o 4

Sekil 3.7. Ornek XCMS excel ¢iktisi.

- Alman ham verilerde ilk islem, hazirlanan diliisyon serisi numunelerinde
regresyon analizi islemidir. Excel kullanilarak regresyon analizi uygulanir ve

r < 0.90 degerinde olan pikler degerlendirme dis1 birakilir.
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- Analizler sirasinda, kaynag tespit edilemeyen sebeplerden dolay1 bazi pikler
bazi numunelerde goriilemeyebilir. XCMS eslestirilen pikin analiz setinin kag
tanesinde goriildiigiinti belirten bir sonu¢ kolonu verir. Veri islemde ikinci
basamak numune setlerinde % 50’sinden fazla kayip pik olan degerleri
sonuclardan ¢ikartilmigtir.

- Ornekler iki tekrarli olarak analiz edilmistir. Ugiincii basamakta tekrarl
analizlerde pik siddetlerinin ortalamasi alinmistir.

- Dordiincii islem basamaginda pikler normalizasyon islemine tabi tutulmustur.
Normalizasyon iglemi, pikin enjeksiyondaki tiim piklerin ortalamasina
boliinmesi seklinde olmustur.

- Bu asamadan Sekil 3.8.dekine benzer normalize edilmis pikler tablosu elde
edilmistir. Bu degerler C ve T gruplari segilerek birbiri ile ‘t istatistik testi’ ile
karsilastirilmis ve p < 0.05 giiven araliginda miktar iki kattan fazla degisen

pikler tespit edilmistir.

c1A- QNG - coa - [NGHA - csa - JNGA - TiA - AL oA - A - 7oA - JNNTGA -|
0,091654 0,077844 0,072492 0,078838 0,083159 0,099445 5,870553 4,750274 4,965404 4,940366 4,720197 4,788967
0,020116 0,014753 0,016334 0,017543 0,019086 0,020361 1,156012 0,941965 0,990132 0,990507 0,937306 0,956761
0,016064 0,017784 0,033374 0,081002 0,065205 0,090647 4,746151 4,003698 4,256670 4,342845 3,927942 3,991346
0,244938 0,200169 0,200054 0,21613 0,200434 0,212223 0,0513287 0,039565 0,043378 0,043355 0,042763 0,04101
0,297289 0,25537 0,250593 0,257357 0,222184 0,233366 0,03656 0,032706 0,027137 0,029445 0,022593 0,023455

Sekil 3.8. Ornek normalize pik siddetleri tablosu.
3.6. Sistem Uygunluk Testi

Sistem uygunlugu testi kapsaminda enjeksiyon tekrarlanabilirligi, kapasite
faktorti, ayiricilik ve teorik tabaka sayilari incelenmistir. Bu degerler icerigi Tablo
3.7.°de verilen kalite kontrol numunelerinin 6 tekrarli enjeksiyon sonuglarinin

ortalamalar1 alinarak hesaplanmstir.
3.7. Validasyon Cahsmalari

Gelistirilen yontemin validasyonu amaciyla 6zgiinliik, kesinlik, dogruluk ve

dogrusallik ¢aligmalari yapilmistir (107).
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3.7.1. Ozgiinliik

Ozgiinliik calismalar1 kapsaminda hareketli faz enjeksiyonu ile numune
enjeksiyonlar1 karsilastirilmistir. Hareketli faz enjeksiyonu sonuglart XCMS ile analiz

edilmis, bulunan piklerin numune sonuglarinda olup olmadig: karsilastirilmistir.
3.7.2. Dogruluk

Dogruluk calismalart kapsaminda, i¢ standart olarak kullanilan daidzein
metabolitinin, profilleme basamagindaki 24 enjeksiyonda bulunan molekiil agirlig
degerleri, daidzein molekiiliiniin teorik molekiil agirligr degerleri ile karsilastiriimas,

yiizde bagil hata hesab1 yapilarak sonuglar karsilagtirilmigtir.
3.7.3. Kesinlik

Kesinlik ¢aligmalar1 i¢in, profilleme basamaginda analiz edilen tiim
orneklemde, istatistiksel olarak anlamli ve miktar1 iki kattan fazla degisen piklerin,
bulunan m/z degerleri ve alikonma zamanlar1 arasindaki farkliliklar kargilastirilmistir.
Minimum m/z ve alikonma zamanlari, maksimum m/z ve alikonma zamanlari arasinda

standart sapma degerlerine bakilmis ve grafige gecirilmistir.
3.7.4. Dogrusallik

Dogrusallik calismalar1 i¢in, profilleme basamaginda analiz edilen tim
orneklemde istatistiksel olarak anlamli ve miktari iki kattan fazla degisen 141 adet
pikin tanimlayicilik katsayis1 (R?) degerleri hesaplanmis ve bu degerler baz alinarak
hesaplanan teorik pik yogunluklarima karsi gozlenen pik yogunluklar1 grafigi

olusturulmustur.
3.8. Hedeflenmis Metabolomik Calismalari

Hedeflenmis metabolomik c¢aligmalarinda, metabolit profilleme calismalari
sonucunda bulunan istatistiksel olarak anlamli ve miktari en az iki kat degisen 141

pikin karakterizasyonu yapilmaya ¢aligilmistir.
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Maddeler 6nce MS/MS yontemiyle 10V, 20V ve 40V’luk {i¢ farkli carpigsma
enerjisi ile fragmentlerine ayrilmis, daha sonra bu sonuclar MS/MS veri bankalarinda

taranarak metabolitler karakterize edilmeye calisilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Yontem Gelistirme Basamagina Ait Bulgulara Genel Bakis

Yontem gelistirme basamaginda ayrintilart Boliim 3.1.4.’de verilen LC/MS Q-
TOF analizlerine dair metodoloji kullanilarak, iki farkli numune hazirlama y6ntemi
(metanolle ¢oktiirme ve ultrafiltrasyon), iki farkli kromatografi kolunu (HILIC ve
C18), iki farkl1 MS ¢alisma modu (pozitif ve negatif mod) olmak iizere toplam 8 farkli

metod denenmistir.

Yontemler arasinda karsilastirma yapabilmek ve en iyi sonucu veren metodu
belirleyebilmek i¢in diger degiskenler sabit tutulup sadece yonteme ait degiskenin
takip edilmesi hedeflenmistir. Bu amagla sivi kromatografisinde ve kiitle
spektrometresinde kiitle tarama araliklari, kolon sicakligi, kurutucu gaz basinci,
kapiler voltaji degerleri tiim yoOntemlerde aynmi degerlerde kullanilmis, sadece
kromatografi kolonlar1 arasinda, kolon yapisina uygun olarak formik asit ve amonyum
asestat tamponlar1 degistirilmistir. HILIC kolon ve C18 kolon i¢in kullanilan gradient

programlar1 da birbirinin simetrigi olacak sekilde hazirlanmistir (Tablo 3.5. ve Tablo

3.6.).

Yontem gelistirme ¢aligsmalari kapsaminda denenen toplam 8 farkli yonteme

dair temel pik kromatogramlar1 Sekil 4.1. — 4.8.”de sunulmustur.
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Sekil 4.1. C ve T grubunun, ultrafiltrasyon, HILIC kolon, pozitif mod yontemi ile

yapilan enjeksiyonlarin temel pik kromatogramlari.
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Sekil 4.2. C ve T grubunun, metanolle ¢oktiirme, HILIC kolon, pozitif mod yontemi

ile yapilan enjeksiyonlarin temel pik kromatogramlari.
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Sekil 4.3. C ve T grubunun, ultrafiltrasyon, HILIC kolon, negatif mod yontemi ile

yapilan enjeksiyonlarin temel pik kromatogramlari.
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Sekil 4.4. C ve T grubunun, metanolle ¢oktiirme, HILIC kolon, negatif mod y6ntemi

ile yapilan enjeksiyonlarin temel pik kromatogramlari.
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Sekil 4.5. C ve T grubunun, ultrafiltrasyon, C18 kolon, pozitif mod yontemi ile

yapilan enjeksiyonlarin temel pik kromatogramlart.
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Sekil 4.6. C ve T grubunun, metanolle ¢oktiirme, C18 kolon, pozitif mod yontemi ile

yapilan enjeksiyonlarin temel pik kromatogramlari.
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Sekil 4.7. C ve T grubunun, ultrafiltrasyon, C18 kolon, negatif mod yontemi ile

yapilan enjeksiyonlarin temel pik kromatogramlart.
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Sekil 4.8. C ve T grubunun, metanolle ¢oktiirme, C18 kolon, negatif mod yontemi ile

yapilan enjeksiyonlarin temel pik kromatogramlari.

Tablo 4.1. yontem gelistirme ¢alismalar1 sonucunda her yontem igin bulunan
pik sayilarmi gostermektedir. Bu rakamlar alti kontrol ve alti hasta grubu

numunelerinde birbiri ile eslestirilen pik sayilarini ifade etmektedir.
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Tablo 4.1. Yontem gelistirme galismalarina ait toplu sonuglar.

Kolon HILIC C18

MS Modu  POZITIF NEGATIF POZITIF NEGATIF

Numune MeOH Ultra MeOH Ultrafilt MeOH Ultrafilt MeOH Ultrafilt

hazirlama filtrasy rasyon rasyon rasyon
yontemi on

Toplam Pik = 487 519 387 188 168 246 81 83
(XCMS ile

bulunan)

4.1.1. Numune Hazirlama Basmagina Ait Bulgular

Bolim 3.2.2.°de aynntilari ve metodolojisi verildigi tizere, metabolit
ekstraksiyonlarini elde etmede iki farkli yontem karsilastirilmistir. Toplam 8 farkli
analitik yontem denemesinden 4 tanesi ultrafiltrasyon yontemiyle, 4 tanesi metanolle
¢coktiirme yontemiyle hazirlanmistir. Tablo 4.1.’deki sonuclara gbre ultrafiltrasyon
yontemi ile hazirlanan 4 numune, metanolle ¢oktliirme yontemi ile hazirlanan diger 4

numuneden her yontemde daha fazla pik sayisi vermistir.
4.1.2. Farkh Kolon Denemelerine Ait Bulgular

Farkli kolon denemelerinde Bolim 3.2.3.”de verilen metodoloji dogrultusunda,
HILIC ve CI18 kolonlar karsilastirilmistir. Toplam 8 farkli analitik yontem
denemelerinden 4 tanesi C18 kolonla, 4 tanesi HILIC kolonla gergeklestirilmistir.
Tablo 4.1.”deki sonuglara gére HILIC kolon, C18 kolona gore tiim yontemlerde daha

fazla pik sayisina ulagilmigtir.
4.1.3. Pozitif ve Negatif MS Modlarina Ait Bulgular

Farkli MS mod denemeleri Boliim 3.2.4.’te verilen metodoloji dogrultusunda,
pozitif ve negatif MS modlarinda analizler yapilarak sonuclar karsilastirilmistir.
Toplam 8 farkli analitik yontem denemesinden 4 tanesi pozitif iyonlagsma modunda, 4

tanesi negatif iyonlagma modunda ger¢eklestirilmistir. Tablo 4.1.’deki sonuclara gore
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pozitif MS modu kullanilarak yapilan 4 enjeksiyonda, negatif MS modu kullanilarak

yapilan diger 4 enjeksiyona gore tiim yontemlerde daha fazla pik sayisina ulagilmistir.
4.2. Metabolit Profilleme Basamagina Ait Bulgular

Metabolit profilleme basamaginda yapilan islemler, deneysel ¢alismalar ve veri
degerlendirme ¢alismalar1 olmak {izere iki ana basliga ayrilir. Deneysel ¢alismalar
yontem gelistirme basamaginda belirlenen ve en c¢ok pik sayisina ulasilan
ultrafiltrasyon teknigi, HILIC kolon ve pozitif MS modlarnn kullanilarak
gergeklestirilmistir. Deneysel kisimda yontem gelistirme basamaginda kullanilmayan
kalite kontrol numuneleri ve i¢ standart maddesi yontemin performansini takip etmede

kullanilmastir.

Veri degerlendirme calismalar1 ise, XCMS optimizasyonu, profilleme islemi
icin kullanilan normalizasyon istatistik doniistimler ve bu islemlerin sonunda istatistik
olarak giivenilir ve miktar1 iki grup arasinda anlamli olarak degisen piklerin

belirlenmesi basamaklarini icermektedir.
4.2.1. XCMS Optimizasyonuna Ait Bulgular

XCMS parametreleri Boliim 3.4.3.’te anlatilan yontem kullanilarak optimize
edilmistir. Optimize degerlere gére minimum pik genisligi degeri 5 saniyeden 11.5
saniyeye maksimum pik genisligi 12 saniyeden 34 saniyeye c¢ikmistir. Pikler 34.25
ppm sapmalik degerlerle birbiri ile eslestirilmistir. Prefilter parametresi iki degerden
olusur, ilk deger bir maddenin pik sayilabilmesi i¢in minimum ka¢ MS taramasinda
goriilmesi gerektigini belirtir. Ikinci deger ise bir pikin zemin giiriiltiisiinden ayrilmasi
icin en az ne kadarlik bir pik siddetine sahip olmasi gerektigini sdyler. XCMS’in
varsayilan degerlerinde minimum tarama degeri 2 iken optimize degerlerde bu 3’e
cikmistir. En az pik siddeti degeri ise 20000°den 100’e distiriilmistiir. Mzdiff degeri,
iki maddenin ayni alikonma zamaninda gelmesi durumunda (overlap), maddeleri
birbirinden farklandirabilmek i¢in gereken en diisiik m/z degeri farkini ifade eder.
Mzwid degeri m/z degerlerinde kabul edilecek en genis araligi ifade eder. Bu deger
0.025°den 0.0186’ya diigmiistiir. Bw degeri pikin ulasabilecegi maksimum genisligi
ifade eder ve bu deger 12.4 saniye olarak belirlenmistir. Minfrag degeri ise, bir pikin

tiim setle eslestirilebilmesi i¢in, 6rneklemin ne kadarinda bulunmasi gerektigini soyler.
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0.748 degeri, bir m/z degerinin tiim Orneklemin en az %74,8’inde goriilmesi
durumunda sonuglara kabul edilecegini sdylemektedir. Tablo 4.2. XCMS
optimizasyonu sonrasi varsayilan deger ile optimize degerler arasindaki degisimleri

gostermektedir.

Tablo 4.2. Optimize XCMS degerleri tablosu.

Parametre Varsayilan Deger Optimize Deger
peakwidth (5,12) (11.5, 34)
ppm (10) (34.25)
prefilter (2, 20000) (3, 100)
mzdiff - (0.0045)
bw (5) (12.4)
mzwid (0.025) (0.0186)
minfrag (0.5) (0.748)

4.2.2. Regresyon Analizine Ait Bulgular

Regresyon analizleri Bolim 3.3.3.’de anlatilan metodoloji dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Ultrafiltrasyon numune hazirlama yontemi, HILIC kolon ve
pozitif MS modu igin varsayilan degerlerle yapilan XCMS sonuglar1 519 pik iken,
Boliim 4.2.1.”de sonuglari verilen optimizasyon sonucu yeni degerlerle yapilan XCMS
analizinde pik sayis1 1071’e ¢ikmistir. Bu say1 herhangi bir istatistiksel doniigiime
ugramadan Orneklerde birbiri ile eslestirilen toplam pik sayisini gdstermektedir. Bu
boliimde regresyon analizi ile r > 0.90 regresyon degeri olan pikler disinda kalan pikler
filtrelenmis; boylece zemin giiriiltiisiinden ayrilarak, numuneden gelen pikler
belirlenmeye calisilmistir. Regresyon analizi dncesi 1071 olan pik sayisi, regresyon
analizi sonrasi 340 pike diismiistiir. Bu 340 pik metabolit profilleme basamaginda
kullanilan, olas1 metabolitlere ait oldugu diisiiniilen numuneden gelen pik sayisini

ifade etmektedir.
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4.2.3. Kalite Kontrol Numunelerine Ait Bulgular

Kalite kontrol numuneleri Boliim 3.3.2.”de anlatilan metodoloji dogrultusunda
periyodik olarak enjekte edilmis ve sonuglar1 giinliik olarak takip edilmistir. Sonuglar
i¢cin kabul edilen sinir degerler alikonma zamani ve pik siddetleri i¢in en fazla % 5
sapma olacak sekilde belirlenmistir. Sonuglarda sinir degerden fazla sapma gosteren
enjeksiyon blogu sonucglardan ¢ikarilmig ve tekrar enjeksiyon yapilmistir. Sekil 4.9.
icerigi Tablo 3.7.°de verilen kalite kontrol numunelerinden alinan temel pik
kromatogramina ornek olarak sunulmustur. Bu kromatogram cihaz kosullar1 Tablo
3.4.°de verilen ultrafiltrasyon teknigi, HILIC kolon ve pozitif mod ydnteminde

enjeksiyonu yapilan numuneye aittir.
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Sekil 4.9. Kalite kontrol numunesine ait temel pik kromatograma.
4.2.4. i¢ Standart Sonuclarna Ait Bulgular

I¢ standart olarak kullanilan daidzein maddesi, yéntem gelistirme basamaginda
belirlenen, ultrafiltrasyon teknigi, metabolit profilleme ¢alismalarinda HILIC kolon ve
pozitif MS modlarinda yapilan 24 enjeksiyonda kullanilmustir. i¢ standart maddesine
ait ayrilmig iyon kromatogrami Sekil 4.10.” da sunulmustur. Sekil 4.11. ise yapilan 24

enjeksiyonda i¢ standarta ait pik siddetlerini ve alikonma zamanlarini1 géstermektedir.
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Enjeksiyonlar arasinda pik siddetlerinin bagil standart sapmasi 0.02178 bulunmustur.
Alikonma zamanlarmin standart sapmasi ise 0.1225 olarak bulunmustur. Grafikte

mavi siitun pik siddetlerini, turuncu stitun ise alikonma zamanlarini belirtmektedir.
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Sekil 4.10. Daidzein maddesinin ayrilmig iyon kromatograma.
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Sekil 4.11. Daidzein maddesinin enjeksiyonlar arasindaki pik siddetleri ve alikonma

zamanlari.
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4.2.5. Metabolit Profillemede Veri Degerlendirme Sonug¢larina Ait
Bulgular

Metabolit profilleme c¢aligmalar1 ultrafiltrasyon yontemi, HILIC kolon ve
pozitif MS modunda gerceklestirilmistir. LC/MS Q-TOF analizleri Bolim 3.1.4.’te
verilen metodolojiye gore gergeklestirilmistir. Numuneler 2 gruptan 6’11 seriler halinde
2 tekrarli olarak enjeksiyon edilmistir. Ham datalar optimize edilen XCMS
parametreleri ile degerlendirilmistir. Boliim 4.2.°de ayrintilar1 verilen regresyon
analizi igslemi sonrasi; 340 adet zemin giiriiltiisiinden ayrilmis, numuneden geldigi
kabul edilen piklere ulagilmigtir. Bu 340 pik metabolit profilleme ¢alismalarinin geri
kalaninda kullanilan piklerdir. Bu pikler metabolit profilleme basamaginda 6nce
normalizasyon islemine tabi tutulmus, daha sonra iki grup arasinda miktar1 en az iki
kat degisen pikler belirlenmeye caligilmistir. Sekil 4.13. metabolit profilleme
caligmalar1 asamasina gelene kadar elde edilen pik sayilarindaki degisimi

gostermektedir.

* Varsayilan
5 1 9 XCMS degerleri Tablo 4.1
ile bulunan pik o

sayist

+ Optimize edilen

1 07 1 XCMS degerleri Bolim 4.2.1.
ile bulunan pik

say1si

* 1> (.90 degerine .
3 40 sahip pik sayisi Bolim 4.2.2.

Sekil 4.12. Pik sayilarinin degisimini gosteren grafik.

Tablo 4.3. profilleme isleminde kullanilan 6 adet C ve 6 adet T grubuna ait
metabolit profilleme ¢alismalarinda kullanilan pik listelerini gostermektedir. Kayip
pik ifadesi, orneklemin genelinde goriilen ama o ornekte tespit edilemeyen pikleri
ifade etmektedir. Toplam 340 eslesmis pik metabolit profilleme isleminde

kullanilmistir.
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Tablo 4.3. Profilleme basamaginda kullanilan numuneler ve pik sayilari.

Numune adi Eslesmis Pik Sayisi Kayip Pik Sayisi
C1 336 4
C2 338 2
C3 339 1
C4 338 2
C5 339 1
C6 339 1
T1 340 0
T2 339 1
T3 339 1
T4 339 1
T5 339 1
T6 338 2

Pikler, Bolim 3.4.5.’de anlatildig1 {izere vial ortalamasina gore normalize
edilmistir. Normalizasyon islemi, elde edilen pik siddetlerinde uygulanan ilk
istatistiksel dontisiimdiir. Sekil 4.13. gergeklestirilen normalizasyon sonuglarini
gdstermek iizere sunulmustur. Ilgili sekilde sol siitun normalizasyon islemine tabi
olmadan 6nceki pik yogunluklarini, sag siitun ise normalizasyon iglemi sonucundaki
pik yogunluklarini géstermektedir. Sol stitunda normalizasyon islemi olmadan alinan
sonuglar, birbiri ile karsilastirilamayacak sekilde 10* degerinde farkliliklara ulasabilen
pik siddetleri gostermektedir. Normalizasyon islemi ile her numune, kendi
enjeksiyonundaki r > 0.90 degerine sahip 340 pikin ortalamasina gore normalize
edilmis ve sag siitinda bulunan birbiri ile karsilastirilabilir normalize degerlere

ulasilmustir.
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Sekil 4.13. Normalizasyon sonuglarini gosteren gorsel. Sol siitun normalizasyon
islemi olmadan pik yogunluklarini, sag siitun ise normalize isleminden

sonraki pik yogunluklarini géstermektedir.

Metabolit profilleme caligmalarinda yapilan ikinci islem normalize edilen
pikleri ‘Temel Bilesenler Analizi (PCA)’ matematiksel modelleme islemine tabi
tutmak olmustur. Temel bilesenler analizi, iki gruba ait m/z degerleri ve pik

siddetlerini baz alarak iki grubun birbirinden istatistiksel olarak farklilagip
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farklilasmadigini gosterir. 1ki grup arasinda miktarinda degisim gosteren pikleri

belirleyebilmek i¢in, iki grubun birbirinden istatistiksel olarak farklilagmasi gerekir.

Sekil 4.14. metabolit profilleme basamaginda kullanilan 6 C ve 6 T olmak
tizere toplam 12 karigim numunesinin temel bilesenler analizi sonuglarini
gostermektedir. Grafikte x ekseni birinci temel bileseni, y ekseni ise ikinci temel
bileseni ifade eder. Bu iki bilesen, pik siddetlerinin matematiksel modelleme
doniistimii ile ortaya ¢ikan, istatistiksel olarak iki grup arasindaki farkliligin yiizdesel
gosterimidir. Grafik iizerindeki kiimelenmeler ise, iki gruba ait numuneleri
gostermektedir. Temel bilesenler analizi sonuglarinda, iki gruba ait numunelerin
birbirinden ayr1 yerlerde kiimelenmesi gerekirken, gruplar i¢indeki numunelerin ise

kendi iclerinde yakin noktalarda olmasi istenir.
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Sekil 4.14. C ve T gruplarinin temel bilesenler analizi sonuglarini gésteren grafik.
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Metabolit profilleme ¢aligmalarinda, temel bilesenler analizi sonrasi siradaki
islem, segilen 340 pikin i¢inden istatistiksel olarak giivenilir ve miktar1 en az iki kat
degisen pikleri belirlemektir. Miktar1 en az iki kat degisen pikleri belirleyebilmek
amaciyla normalize edilmis pik siddetleri birbiri ile karsilastirilmus, istatistiksel olarak
giivenilir pikleri belirlemek amaciyla ise t testi sonucu % 95 giiven araliginda kalan
pikler belirlenmistir. Bu iki islem sonucu, metabolit profilleme basamaginda
kullanilan 340 pikten 141 tanesinin miktarinin en az iki kat degistigi ve istatistiksel

olarak giivenilir (p < 0.05) oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.16. miktar1 iki kattan fazla degisen ve t testi sonucu p < 0.05 olan
piklerin grafiksel gosterimidir. Grafigin x ekseni; piklerin gruplar arasindaki degisim
miktarmin logaritmik doniislimiinii, y ekseni ise; t testi sonucu bulunan p degerinin
logaritmik doniistimiinii ifade eder. Grafik tizerindeki kesik ¢izgiler miktar degisimi
icin belirlenen en az iki katlik farki ve p < 0.05 sinir degerlerini belirtmektedir.
Grafikte gri olan noktalar, kullanilan 340 pikten miktari anlamli olarak degismeyen
pikleri ifade ederken, pembe renkli noktalar, miktari en az iki kat degisen ve p < 0.05

olan 141 adet piki gostermektedir.
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Sekil 4.15. Miktar1 2 kattan fazla degisen ve p < 0.05 olan piklerin grafigi.
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Sekil 4.15.’de verilen istatistiksel olarak giivenilir ve miktar1 iki grup arasinda

en az iki kat farklilagsan piklerin m/z degerleri, alikonma zamanlar1 ve degisim

miktarlar1 Tablo 4.4.’de verilmistir.

Tablo 4.4. Miktar iki kattan fazla farklilasan pikler listesi.

Pik
No

© 0o N oo o B~ W NP

N NN N DN R B R R R R R R R
52 W N B O © © N o ol M W N P O

m/z
Degeri

103.0525
108.045
109.0529
110.06
114.0663
118.0865
126.0206
128.0452
134.0602
136.0752
144.0404
148.0035
152.0704
156.0769
162.0498
166.0704
166.0851
173.0808
175.1188
181.097
182.0813
190.0173
201.0217
202.216

Allkonma
Zamani

(dk)
0.77

3.25
1.19
0.77
1.18
8.82
0.74
5.32
1.13
2.15
6.34
1.54
7.01
10.39
1.52
8.18
7.37
0.98
10.43
1.88
9.02
0.98
1.22
4.46

Degisim
Miktari

2.83
6.79
8.13
11.85
38.44
8.85
43.33
20.30
4.16
31.99
11.79
22.44
22.41
2.44
20.84
51.12
2.25
7.60
2.12
14.12
433
15.38
6.87
4.12

Pik
No
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
01
92
93
94

m/z
Degeri

478.4863
487.2964
488.3046
492.1431
504.3228
515.262
517.2225
521.5189
523.5252
535.9017
541.2616
542.2651
543.2633
547.332
548.3352
549.3383
549.9172
550.3403
557.9153
561.1169
561.2488
563.3337
564.3582
564.5476

Alilkonma
Zamani

(dk)
1.8

7.23
0.99
8.24
8.72
0.99
3.7
7.41
8.24
7.39
9.09
7.76
2.43
7.77
8.24
3.62
2.14
1.05
3.78
1.05
1.05
1.08
8.14
1.09

Degisim
Miktari

42.79
2.62
45.69
5.50
2.57
2.38
2.24
24.68
9.71
4.82
11.69
11.61
5.58
13.99
5.21
4.38
12.65
3.07
14.47
4.77
2.75
211
2.16
13.90



Tablo 4.4. (Devam) Miktar1 iki kattan fazla farklilasan pikler listesi.

Pik
No
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

m/z
Degeri

205.0707
230.2472
232.0272
233.0299
233.1591
234.0255
246.0768
246.2423
258.1171
262.0115
262.0396
263.0441
274.2735
275.2768
281.1383
282.1417
285.0599
295.1186
336.0988
338.2303
348.1029
348.7225
365.1671
371.2273
387.3075
390.3566
393.087
407.1883
408.1919

Allkonma
Zamanm

(dk)
8.97

2.99
7.4
2.55
2.54
2.23
0.77
2.77
0.76
3.77
0.78
4.77
0.77
5.76
1.06
1.02
3.23
6.98
3.79
7.98
1.96
8.98
9.98
297
2.77
2.97
3.98
2.97
3.23

Degisim
Miktar
54.73
3.67
6.99
9.14
5.22
3.15
22.48
31.60
27.92
15.00
4.69
5.75
7.43
27.00
8.05
9.31
6.58
13.22
2.65
14.72
20.68
2.02
3.30
4.58
24.33
25.15
4.64
4.97
4.49

Pik
No

95

96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123

m/z
Degeri

565.3617
565.5524
566.3643
567.3666
568.3694
581.2418
582.2462
585.2877
586.2915
587.2904
596.5075
634.2521
635.2569
636.252
654.3306
655.3328
656.3347
657.3353
689.4919
689.9929
697.4401
698.4424
699.4457
703.5078
704.0089
728.5863
781.9957
803.8752
821.8863

Alilkonma
Zamani

(dk)
7.96

1.61
5.07
1.07
6.06
10.22
4.46
7.46
4.46
1.06
3.78
3.78
9.29
1.06
1.06
1.06
6.53
0.89
0.88
0.7
3.79
4.46
7.46
8.46
4.46
9.46
4.46
5.46
6.46

Degisim
Miktan
2.17
3.16
2.24
10.52
7.38
2.18
2.19
2.17
2.16
3.91
10.62
33.74
5.23
36.12
20.67
6.66
3.48
5.54
3.39
2.38
9.85
7.55
2.61
291
3.74
2.72
6.98
3.85
5.67

69



Tablo 4.4. (Devam) Miktar1 iki kattan fazla farklilasan pikler listesi.

Pik
No
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

m/z
Degeri

409.1933
412.2413
412.2841
413.2556
415.2107
416.2144
416.422
417.2175
428.2298
430.2945
432.2381
433.2426
437.1933
438.1972
448.3076
459.4531
466.3164

Allkonma
Zamanm

(dk)
2.79

2.94
4.77
2.27
6.34
2.34
9.79
9.8
2.49
5.88
2.34
6.51
2.55
2.23
3.06
1.06
7.39

Degisim
Miktar
24.77
3.91
2.00
7.82
3.64
7.08
27.92
6.87
2.48
15.01
11.93
2.73
6.16
3.60
41.13
40.62
27.44

Pik
No
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141

m/z
Degeri

822.8891
832.6338
838.9131
856.3452
857.3504
858.3457
876.6603
916.5591
917.5627
946.9007
966.5601
967.5618
1185.985
1273.599
1274.603
1290.627

1291.63
1292.633

Allkonma
Zamani
(dk)
7.47

8.7
1.06
8.05
1.02
2.32

2.3
1.02
9.02
1.56
1.06
4.05

3.3
8.61
7.81
7.81
251
7.76

Degisim
Miktar
7.75
4.27
15.05
5.96
6.07
2.85
11.09
20.60
17.59
2.72
6.74
411
16.22
2.95
23.16
2.73
25.51
19.42

70
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Istatistiksel olarak giivenilir ve miktar1 anlamli olarak degisim gosteren 141
adet pik, m/z degerleri baz alinarak HMDB metabolit veri bankasinda taranmustir.
Tarama, bulunan m/z degerleri i¢in 10 ppm hata payi igerisinde yapilmistir. Sonuglar
m/z degerleri ile eslesen biitlin metabolitleri gostermektedir. Aym1 m/z degerinde
birden fazla metabolit bulunabilmektedir ve sadece m/z degeri bu metabolitleri
karakterize etmek icin yeterli degildir. Ornek olarak 134.0602 m/z degerinde 7 adet
olas1 metabolit goriinmektedir, bu metabolitin bu 7 adaydan hangisi oldugunu tam
olarak ortaya ¢ikarabilmek ancak hedeflenmis analizlerle miimkiin olur. Tablo 4.5.
yukarda Tablo 4.4.’de sunulan pik listesinin bu ¢ercevede yapilan HMDB taramasina

ait sonuglar1 gostermektedir.

Tablo 4.5. HMDB taramasi sonucu olast metabolitler listesi.

Aranan m/z . Kegg” Kimyasal Molekiil
Degeri Metabolit Ad1 Numarasi Formiilii Agirhs
103.0525 Cycloserine C08057 C3HsN20> 102.04
3-amino-2-
103.0525 Oxazolidinone - CsHsN202 102.04
108.045 alpha-fluoro-peta- 1660y cENO, | 107.04
Alanine
1-methyl-2-
110.06 oyrrolecarboxaldehyde - CsH7NO 109.05
110.06 2-acetylpyrrole - CeH7NO 109.05
110.06 4-aminophenol C02372 CeH7NO 109.05
114.0662 Creatinine C00791 CsH7N30 113.05
118.0863 N-Methyl-a- - oo0n01 GoHuNO,  117.07
aminoisobutyric acid
118.0863 Betaine C00719 CsH11NO2 117.07
126.0206 Taurine C00245  CoH/NOsS 125.01
128.0452 LUEm 2 C16621  CuHsNsO»  127.04
nitroimidazole
134.0602 Oksindole C12312 CsH7NO 133.05
134.0602 (R)-Mandelonitrile C00561 CsH7NO 133.05
134.0602 5-Hydroxyindole - CgH7NO 133.05
4-
134.0602 Hydroxyphenylacetonitr ~ C03766 CgH7NO 133.05
ile
134.0602 2-Methyl-4,5- : CeHNO 13305
benzoxazole
134.0602 Indoxyl C05658 CsH7NO 133.05
134.0602 Mandelonitrile - CgH7NO 133.05

* Kegg veri bankasina ait metabolit numarasi


http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C00791

Tablo 4.5. (Devam) HMDB taramas1 sonucu olas1 metabolitler listesi.

Aranan m/z . Kegg” Kimyasal Molekiil
Degeri Metabolit Ad Numarasi Formiilii Agirhg
136.0752 S-acetyl-2- : CsHNO 13507
methylpyridine
136.0752 N-acetylarylamine C07565 CgHoNO 135.07
136.0752 2-phenylacetamide C02505 CgH9NO 135.07
136.0752 2-acetyl-4- : CsHNO 13507
methylpyridine
136.0752 d-acetyl-2- : CsHNO 13507
methylpyridine
136.0752 2-acetyl-5- - CsHoNO 135.07
methylpyridine
1360752 | L (&-Methylpyridin-4- i CsHNO 135,07
yl)ethanone
136.0752 2-Acetyl-6- : CoHNO 13507
methylpyridine
136.0752 2-Aminoacetophenone - CgHoNO 135.07
136.0752 2'-Aminoacetophenone - CgHoNO 135.07
136.0752 SHAZ ISR i CoHNO  135.07
' dihydro-2H-pyrrole '
2,3-dihydro-1H-
136.0752 Pyrrolizine-5- - CsHyNO 135.07
carboxaldehyde
152.0704 Leukoaminochrome C17756 CsHgNO> 151.06
3alpha,4,7,7alpha-
152.0704 tetrahydro-1H- - CgHoNO> 151.06
Isoindole-1,3(2H)-dione
2-
152.0704 (methylamino)Benzoic ~ C03005 CgHoNO> 151.06
acid
152.0704 Ethyl nicotinate - CgHyNO- 151.06
152.0704 Methyl 2- - CsHoNO, 15106
aminobenzoate
152.0704 Dopamine quinone C17755 CgHoNO> 151.06
152.0704 2-phenylglycine - CsHyNO- 151.06
2-amino-3-
152.0704 Methylbenzoate C16571 CsHoNO> 151.06
152.0704 Oxime-, methoxy- i CsHoNO; 15106
phenyl
152.0704 2-Acetamidophenol - CsHyNO- 151.06
152.0704 Acetaminophen C06804 CsHyNO- 151.06
1530739 2 (hydroxymethyl)- i CsH1205 152.07

1,2,3,4-butanetetrol

" Kegg veri bankasina ait metabolit numarasi



Tablo 4.5. (Devam) HMDB taramas1 sonucu olas1 metabolitler listesi.

Aranan m/z
Degeri
153.0739
153.0739
153.0739
153.0739
156.0768
166.0704
166.0704
166.0704
166.0704
166.0863
166.0863
173.0808
173.0808

173.0808
173.0808

173.0808

173.0808

174.1117
174.1117

181.097
181.097

181.097

181.097

181.097
181.097
182.0813
182.0813

182.0813

182.0813
182.0813

Metabolit Ad1

D-xylitol
L-arabitol
D-arabitol
Ribitol
L-Histidine
N2-methylguanine
1-methylguanine
3-methylguanine
7-methylguanine
DL-Phenylalanine
Norsalsolinol
2-octenedioic acid
Cis-4-octenedioic acid
Ethyl 2,4-
dioxohexanoate
Diethyl fumarate
3-
Isopropenylpentanedioic
acid
Trans-3-octenedioic
acid
L-Arginine
D-Arginine
3-
Hydroxykynurenamine
5-hydroxykynurenamine
(s)-3-
ethylidenehexahydropyr
rolo[1,2-a]pyrazine-1,4-
dione
2-amino-3-(4-
Aminophenyl)propanoic
acid
(4-Ethoxyphenyl)urea
Tyrosinamide
L-tyrosine
Meta-tyrosine
4-hydroxy-4-(3-
pyridyl)-butanoic acid
L-threo-3-phenylserine
Beta-tyrosine

* Kegg veri bankasina ait metabolit numarasi

Kegg”
Numarasi

C00379
C00532
C01904
C00474
C00135
C04153
C04152
C02230
C02242
C00079
C07527

C00062
C00792

C05636
C05638

C19415

C00082

C19579

C04368

Kimyasal
Formiilii
CsH120s
CsH120s
CsH120s
CsH120s
C6HION302
CeH7Ns0
CeH7NsO
CeH7NsO
CeH7NsO
CoH11NO2
CoH11NO2
CgH1204
CgH1204

CsH1204
CsH1204

CsH1204

CsH1204

CsH14N4O2
CsH14N4O2

CoH12N202
CoH12N202

CoH12N202

CoH12N202

CoH12N202
CoH12N202
C9H11NOs3
CgH11NO3

CoH11NO3

CoH11NO3
CoH11NO3

Molekiil
Agirhg
152.07
152.07
152.07
152.07
155.06
165.07
165.07
165.07
165.07
165.18
165.18
172.07
172.07

172.07
172.07

172.07

172.07

175.11
175.11

180.09
180.09

180.09

180.09

180.09
180.09
181.07
181.07

181.07

181.07
181.07

73



Tablo 4.5. (Devam) HMDB taramas1 sonucu olas1 metabolitler listesi.

Aranan m/z . Kegg” Kimyasal Molekiil
Degeri Metabolit Adu Numggasl Forli/lﬁlﬁ Agirh@
182.0813 O-tyrosine - C9H11NOs 181.07
1,2,3,4-
182.0813 Tetrahydroisoquinoline- - C9H11NO3 181.07
4,6,7-triol
190.0173 Lanthionine ketimine - CeH7NO4S 189.01
2-Aminophenyl
190.0173 oy drogenF;uI f{;{e - CeH/NO4S  189.01
201.0217 D-erythrose 4-phosphate  C00279 C4HoO7P 200.01
3,5,6-trihydroxy-5-
hydroxymethyl)-2-
205.0707 métg’oxy_%’_cyclé’h)exen_ - CsH1206 204.06
1-one
205.0707 Eupolauridine - C1aHsN2 204.07
232.0272 Paracetamol sulfate - CgHoNOsS 231.02
232.0272 SCHEMBL17318163 - CgHoNOsS 231.02
233.0299 CTK6a1480 - CgHgOs 232.02
233.0299 Chrycolide - C12Hg0sS 232.02
2331501 3-mercaptohexyl : CioHu0:S 23215
233.1591 Isoalantolactone C09484 C15H2002 232.15
1,3,11(13)-
233.1591 eudesmatrien-12-oic - C15H2002 232.15
acid
233.1591 Collybial - C15H2002 232.15
233.1591 10,11-epidioxycalamene - C15H2002 232.15
233.1591 A'pha'?é?%'gt':”amy' - CisH2002 232.15
(e)-9-(3-furanyl)-2,6-
233.1591 dimethyl-2,6-nonadien- - C15H2002 232.15
4-one
233.1591 (s)-bilobanone - C15H2002 232.15
z)-8-decene-4,6-diyn-1-
2331501  ( ))/ iy i CisHwO2 23215
1(10),11-
233.1591 eremophiladiene-2,9- - C15H2002 232.15
dione
233.1591 Turmeronol b - C15H2002 232.15
233.1591 LR SRRl - CisHz00: 232.15

1,3,5-cadinatrien-9-one

* Kegg veri bankasina ait metabolit numarasi



Tablo 4.5. (Devam) HMDB taramasi sonucu olas1 metabolitler listesi.

Aranan m/z
Degeri

233.1591

233.1591
233.1591

233.1591

233.1591
233.1591
233.1591
233.1591
233.1591
233.1591
233.1591
233.1591

258.1171
258.1171

258.1171
258.1171

262.0396

263.0441

263.0441
275.2768

275.2768

281.1383

281.1383

Metabolit Ad1

5,8a-Dimethyl-3-
methylidene-
5,6,7,8,9,9a-hexahydro-
3ah-
benzo[F][1]benzofuran-
2-one
Germacrone-13-al
Alloalantolactone
6-[(3,4-
Methylenedioxy)phenyl]
-3,3-dimethyl-1-hexene
Turmeronol a
Pterosin O
Costunolide
Furanogermenone
Furoeremophilone 1
Norfentanyl
15883-20-2
Tymazoline
4a-
hydroxytetrahydrobiopte
rin
Tetrahydroneopterin
Tolmetin
Glycerophosphocholine
Dehydrogenated
ticlopidine
4-(4-
nitrosobenzenesulfonyl)
aniline
AC1INX50I
Isodigeranyl
(62,10E)-2,6,11,15-
Tetramethylhexadeca-
2,6,10,14-tetraene
(1beta,4alpha,5alpha,6b
eta,8alpha,10b)-
1,10:4,5-diepoxy-6-
hydroxy-7(11)-
germacren-12,8-olide
Dihydromarasmone

* Kegg veri bankasina ait metabolit numarasi

Kegg”
Numarasi

C09289

C09382
C17488

C15522

C07149
C00670

Kimyasal
Formiili

C15H2002

C15H2002
C15H2002

C15H2002

C15H2002
C15H2002
C15H2002
C15H2002
C15H2002
C14H20N20
C14H20N20
C14H20N20

CoH15Ns04
CoH15N504

C1sH1sNO3
CgH2ooNOgP

C1aH12CINS

C12H10N203S

CoH14N203S2
CooH3s

CooHzs

C15H200s

C15H200s

Molekiil
Agirhg

232.15

232.15
232.15

232.15

232.15
232.15
232.15
232.15
232.15
232.16
232.16
232.16

257.11
257.11

257.11
257.10

261.04

262.04

262.04
274.27

274.27

280.13

280.13
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Tablo 4.5. (Devam) HMDB taramas1 sonucu olas1 metabolitler listesi.

Aranan m/z
Degeri
281.1383

281.1383

281.1383
281.1383
281.1383
281.1383
282.1417
282.1417
285.0599
295.1186
295.1186
295.1186
348.1029
365.1671
365.1671

365.1671

365.1671
365.1671
365.1671

365.1671

365.1671
407.1883
407.1883
407.1883
407.1883
407.1883
407.1883
407.1883
407.1883
407.1883
407.1883
407.1883
407.1883
407.1883
409.1933

Metabolit Ad1

Artabsinolide a
8-deoxy-11,13-
dihydroxygrosheimin
13-hydroxyabscisic acid
Nigellic acid
Vulgarolide
Crispolide
SCHEMBL1695354
Floribundine
THIOINOSINE
Cyclocalopin f
Distichonic acid a
Distichonic acid b
Cephalexin
Gibberellin a50
Gibberellin a72
(7r*,8r*)-3-methoxy-
3,4,7,9,9-
pentahydroxy-8,4'-
oxyneolignan
Gibberellin a49
Gibberellin a55
Gibberellin a91
heptadecane-9-
carboxylic acid
Gibberellin a76
Albanin D
Licocoumarin a
Mammea a/ab
Gancaonin q
Mammea a/bb
Kanzonol z
Mammea a/ba
Mammeisin
Rubraflavone a
Honyucitrin
Xanthohumol e
(s)-cajaflavanone
Carvedilol
3-Hydroxyglabrol

* Kegg veri bankasina ait metabolit numarasi

Kegg”
Numarasi

C06895

C09275

C06875

Kimyasal
Formiilii
C15H200s

C15H200s

C15H2005
C15H2005
C15H2005
C15H2005
C18H19NO2
C18H19NO2
C10H12N404S
C15H1806
C10H18N20s
C10H18N20s
C16H17N304S
C19H2407
C19H2407

C19H2407

C19H2407
C19H2407
C19H2407

C19H2407

C19H2407
C25H2605
C25H2605
C25H2605
C25H2605
C25H2605
C25H2605
C25H2605
C25H2605
C25H2605
C25H2605
C25H2605
C25H2605
C24H26N204
C25H2805

Molekiil
Agirhg
280.13

280.13

280.13
280.13
280.13
280.13
281.14
281.14
284.06
294.11
294.11
294.11
347.09
364.15
364.15

364.15

364.15
364.15
364.15

364.15

364.15
406.18
406.18
406.18
406.18
406.18
406.18
406.18
406.18
406.18
406.18
406.18
406.18
406.19
408.19
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Tablo 4.5. (Devam) HMDB taramas1 sonucu olas1 metabolitler listesi.

Aranan m/z
Degeri

409.1933

409.1933

409.1933

409.1933
409.1933

409.1933

409.1933

409.1933

409.1933

412.2841
413.2556

413.2556

415.2107
415.2107
415.2107

415.2107
415.2107

417.2175
417.2175

417.2175
417.2175

Metabolit Ad1

(e)-2'4,4'6'-
tetrahydroxy-3',5'-
diprenylchalcone
Kuwanol D
1-(2,4-
dihydroxyphenyl)-3-[8-
hydroxy-2-methyl-2-(4-
methyl-3-pentenyl)-2h-
1-benzopyran-5-yl]-1-
propanone
3'-geranyl-2',3,4,4'-
tetrahydroxychalcone
3'-geranyl-2',4,4'6'-
tetrahydroxychalcone
(e)-2'-geranyl-3',4',7-
trihydroxyflavanone
1-hydroxy-3,5-
dimethoxy-2,4-
diprenylxanthone
3-0-methylniveusin a
(1R,2S,8R,13R,14R,15S
,17S)-1-fluoro-8,14,17-
trihydroxy-14-(2-
hydroxyacetyl)-2,13,15-
trimethyltetracyclo
Fesoterodine
Lysopc(10:0)
Trandolapril
diketopiperazine
Eplerenone
Clausarinol
Armillaripin
2,4-dihydroxy-6-
methylbenzoate
Armillarin
Ethyl 7-epi-12-
hydroxyjasmonate
glucoside
Spironolactone
Desonide
Armillyl everninate

* Kegg veri bankasina ait metabolit numarasi

Kegg”
Numarasi

C12512

C07310

Kimyasal
Formiili

C25H280s

C25H280s

C25H280s

Cos5H280s
C25H280s

C25H280s

CosH280s

C21H280s

C22H29FOs6

CosH37NO3
C18H3gNO7P

C24H32N204

C24H3006
C24H3006
C24H3006

C24H3006
C24H3006

C20H3209
C24H3204S

C24H3206
C24H3206

Molekiil
Agirhg

408.19

408.19

408.19

408.19
408.19

408.19

408.19

408.18

408.19

411.28
412.25

412.24

414.20
414.20
414.20

414.20
414.20

416.20
416.20

416.22
416.22
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Tablo 4.5. (Devam) HMDB taramas1 sonucu olas1 metabolitler listesi.

Aranan m/z
Degeri
417.2175
417.2175
417.2175
433.2426
433.2426
437.1933

437.1933
437.1933

437.1933
466.3164

466.3164

466.3164
487.2964

504.3228
504.3228
504.3228
504.3228
504.3228

504.3228
515.262

515.262

541.2616

Metabolit Ad1

Citreoviridin D
Diasarone 2
Heterotropan
Glucosyl (2e,6e,10x)-
10,11-dihydroxy-2,6-
farnesadienoate
Buclizine
Artocarpin
2'-O-Methylcajanone
Kanzonol k

Flupenthixol

Sodium glycocholate
3a,7b,12a-
trihydroxyoxocholanyl-
glycine
Glycocholic acid
Pa(20:4(5z,8z,11z,14z)e
12:0)
Lysope(0:0/20:3(8z,11z,
147))
Lysope(0:0/20:3(11z,14
2,172))
Lysope(20:3(11z,14z,17
2)/0:0)
Lysope(20:3(8z,11z,14z
)/0:0)
Lysope(20:3(5z,8z,11z)/
0:0)
Lysope(0:0/20:3(5z,8z,1
12))
Glycinoeclepin ¢
4-(12-Acetyloxy-
4,4,10,13,14-
pentamethyl-3,7,11,15-
tetraoxo-2,5,6,12,16,17-
hexahydro-1H-
cyclopenta[a]phenanthre
n-17-yl)pentanoic acid
Tetrahydroaldosterone-
3-glucuronide

* Kegg veri bankasina ait metabolit numarasi

Kegg”
Numarasi

corrr7

C01921

Kimyasal
Formiilii
C24H3206
C24H3206
C24H3206
C21H3609
C28H33CiN2
C26H2806
C26H2806
C26H2806
Ca3H27F3N20
S
C26H43NOg
C26H43NOs

C26H43NOsg
CosH4307P

CasH16NO7P
CasHasNO7P
CasHasNO7P
CasHasNO7P
CasHasNO7P

CosH4eNO7P
C29H380s

C29H380s

C27H40011

Molekiil
Agirhg
416.22
416.22
416.22
432.24
432.23
436.19

436.19
436.19

436.18
465.31

465.31

465.31
486.27

503.30
503.30
503.30
503.30
503.30

503.30
514.26

514.26

540.26
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Tablo 4.5. (Devam) HMDB taramas1 sonucu olas1 metabolitler listesi.

Aranan m/z

. . Metabolit Ad1
Degeri
542.2651 Mandrax
543.2633 Physagulin c
561.2488 Isomorellic acid
Ceramide (d18:1/9z-
564.5476 18:1)
564.5476 Cer(d18:1/18:1(11z))
568.3694 Pe(10:0(3-0h)/12:0)
568.3694 Pe(12:0(3-0h)/10:0)
568.3694 Pe(10:0/12:0(3-0h))
568.3694 Pe(12:0/10:0(3-0h))
585.2877 Ouabain
585.2877 Glycosides
585.2877 Bilirubin
585.2877 4e,15z-bilirubin
586.2915 Amikacin
586.2915 Tigecycline
587.2904 Irinotecan
Myricanene a 5-
635.2569 [arabinosyl-(1->6)-
glucoside]
Myricanene b 5-
635.2569 [arabinosyl-(1->6)-
glucoside]
635.2569 Lactodifucotetraose
655.3328 Argenteane
(2,3-
699.4457 dihydroxypropoxy)phos
phinic acid
699.4457 Cyclopassifloside x
699.4457 Cyclopassifloside i
699.4457 Cyclopassifloside iv
728.5863 Cerp(d18:1/24:1(15z))
Glucosylceramide
728.5863 (d18:1/18:0)
Galactosylceramide
(i (d18:1/18:0)
728.5863 Cerebroside b
821.8863 lohexol
876.6603 HMDB09641
876.6603 HMDBO09770

* Kegg veri bankasina ait metabolit numarasi

Kegg”

Numarasi

C00195

C01443
C01443
C00486

C06820
C12012
C16641

C01190

C02686

Kimyasal
Formiilii
Cs3H36CIN3O
2
C30H3809
Ca3H360s

C3sHeaNO3

C3sHeoNO3
C27Hs54NOgP
C27Hs54NOgP
C27Hs54NOgP
C27Hs54NOgP

C29H44012

C29H44012
Cs3H36N406
Cs3H36N406
C22H43Ns013
C29H39N50s
Cs3H38N40s

C32H42013

C32H42013

C24H42019
Ca0H460s

Cz4He7012P

Cs7H62012

Cs7H62012

Cs7H62012
Ca2Hg2NOsP

C42Hs1NOg

C42Hg1NOg

Ca1H77NOg
C19H2613N309
Cs1HooNOsP
Cs1HooNOsgP

Molekiil
Agirhg

541.25

542.25
560.24

563.53

563.53
567.35
567.35
567.35
567.35
584.28
584.28
584.26
584.26
585.29
585.28
586.28

634.26

634.26

634.23
654.32

698.44

698.42
698.42
698.42
727.59

727.60

727.60

727.56
820.88
875.64
875.64
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Tablo 4.5. (Devam) HMDB taramas1 sonucu olas1 metabolitler listesi.

Aranan m/z
Degeri
876.6603
876.6603
876.6603
876.6603

876.6603

876.6603

917.5627
917.5627
917.5627
917.5627
917.5627

917.5627

1273.599

Metabolit Ad1

HMDB09769
HMDB09738
HMDB09706
HMDBO09674
Pc(o-
22:0/22:6(42,72,102,13z,
162,19z2))

Pc(o-
22:3(10z2,13z,162)/22:3(
10z,13z,162))
Notoginsenoside fe
Maduramicin
Gynosaponin i
Vinaginsenoside r17
Vinaginsenoside r16
Protopanaxadiol 3-
glucoside 20-
[arabinosyl-(1->2)-
glucoside]
Assamsaponin b

Kegg”
Numarasi

4.3. Hedeflenmis Metabolomik Calismalar

Kimyasal
Formiilii
Cs1HooNOgP
Cs1HooNOgP
Cs1HooNOgP
Cs1HooNOgP

Cs2HeaNO7P

Cs2HeaNO7P

Ca7HgoO17
Ca7HgoO17
Ca7HgoO17
Ca7HgoO17
Ca7HgoO17

C47Hg0O17

Ce1H92028

Molekiil
Agirhg
875.64
875.64
875.64
875.64

875.68

875.68

916.54
916.54
916.54
916.54
916.54

916.54

1,272.58
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Hedeflenmis metabolomik ¢alismalart kapsaminda Tablo 4.4.’de verilen

miktari iki kattan fazla degisen ve istatistiksel olarak giivenilir pikler listesindeki m/z

ve alikkonma zamanlar1 baz almarak metabolit karakterizasyonu yapilmaya

calisilmistir.

MS/MS yonteminde her pik, ayr1 ayr1 10V, 20V ve 40V ¢arpigma enerjileri ile

fragmentlerine ayrilmig, alinan sonuglar MS/MS veri bankalarinda taranarak

metabolitler karakterize edilmeye calisilmistir. MS/MS yontemi sonucu kimyasal

yapist aydinlatilabilen metabolitlere ait bilgiler asagida verilmistir.

* Kegg veri bankasina ait metabolit numarasi
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Tablo 4.6. ve Sekiller 4.16. - 4.19.’da 114.0665 m/z degerine ve 1.18 dakika
alikonma zamanina sahip ve miktart iki grup arasinda 38 kattan fazla degisen pikin

MS/MS calismalarina ait veriler verilmistir.

Tablo 4.6. Kreatinin metabolitine ait bilgiler.

Metabolit Ad1 Teorik m/z RT (dk) Teorik Miktar
Degeri Kiitlesi Degisim Oram
CIT
Kreatinin 114.0662 1.18 113.0589 38.44
(W g ]
HN \“
NH
0

Sekil 4.16. Kreatinin metabolitinin kimyasal yapist.

114.0659 - 114.0665 m/z

350000

250000
|

150000

Pik Siddeti

50000
1

0
|

0 50 100 150

Alikonma Zamani (Saniye)

Sekil 4.17. Kreatinin metabolitine ait ayrilmis iyon kromatograma.
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x10 5 |Cpd 18: Creatinine: +ESI Scan (rt: 1.122 min) Frag=175.0V P1_10u.d
124.0869
4l ]
3 3
=
':.% 114.0665
x 2 o
o 132.0769
1_ ‘ ‘
0 1 1 1 |I L 1 L | ! [ ? Il l ] 1 1 1 L 1
85 20 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140
m/z Degeri
Sekil 4.18. Kreatinin metabolitine ait MS spektrumu.
%10 2 |Cpd 18: +ESI Product lon (rt: 1.180 min) Frag=175.0V CID@20.0 (114.0663[z=1] -> **) P1_10u.d
1_
Deneysel Sonug
£ 0.51
=
b=}
@0
- - wa -
& Literatiirdeki sonug
0.5
-1

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
m/z Degeri

Sekil 4.19. Kreatinin metabolitine ait MS/MS spektrumu (iistte) ve Kreatinin

metabolitine ait literatiirdeki spektrum (altta)

Tablo 4.7. ve Sekiller 4.20. - 4.23.’de 166.0859 m/z degerine ve 7.36 dakika
alikonma zamanina sahip ve miktari iki grup arasinda 2.25 kat degisen pikin MS/MS

caligmalarina ait veriler verilmistir.

Tablo 4.7. DL-Fenilalanin metabolitine ait bilgiler.

. . Miktar
Metabolit Adi Teggi:;’ 2 RT(dK) IT(ect’lre::l Degiigim
g " Oram C/T

DL-Fenilalanin 166.0863 7.36 165.1886 2.25
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OH
NH>

Sekil 4.20. DL-Fenilalanin metabolitinin kimyasal yapisi.

166.0849 — 166.0860 m/z

4e+06

3e+06
1

Pik Siddeti

2e+06

1e+06

Oe+00
]

500 550 600 650

Alikonma Zamani (Saniye)

Sekil 4.21. DL-Fenilalanin metabolitine ait ayrilmis iyon kromatograma.

x10 3

P o
o W O
1 L 1

e
(&1}
L

Pik Siddeti
i

o
L= & ) R
1 L

Cpd 75: DL-Phenylalanine: +ESI Scan (rt: 7.260, 7.327, 7.394 min, 3 scans) Frag=175.0V KVH1.d
166.p859

182.0811

| | i J l | | | | ﬂ ! L | | A I ||

140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190
m/z Degeri

Sekil 4.22. DL-Fenilalanin metabolitine ait MS spektrumu.
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410 2 |Cpd 75: +ESI Product lon (rt: 7.301, 7.385, 7.436 min, 3 scans) Frag=175.0V CID@20.0 (166.085..
N 120.0803
Deneysel Sonug
E 0.5 91.0544 103.0544 136.0754
2 83.0483 ‘ ‘ | | |
o 0 | | ! | 1 1
= Literatiirdeki sonug
0.5
11

80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175
m/z Degeri

Sekil 4.23. DL-Fenilalanin metabolitine ait MS/MS spektrumu (iistte) ve DL-

Fenilalanin metabolitine ait literatiirdeki spektrum (altta)

Tablo 4. 8. ve Sekiller 4.24. - 4.27.’de 118.0865 m/z degerine ve 8.87 dakika
alikonma zamanina sahip ve miktari iki grup arasinda 8.85 kat degisen pikin MS/MS

calismalarina ait veriler verilmistir.

Tablo 4.8. Betain Metabolitine Ait Bilgiler.

Metabolit Adx m/z Degeri RT (dk) Kiitlesi Miktar
Degisim Oram
CIT
Betain 118.0863 8.87 117.0790 8.85

H3C
\ OH

e ”\

CH3
0O

Sekil 4.24. Betain metabolitinin kimyasal yapist.
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118.0859 - 118.0868 m/z

1e+05

Pik Siddeti
Be+04 Be+04
1 1

4e+04

2e+04
1

0e+00
1

450 500 550 600

Alikonma Zamani (Saniye)

Sekil 4.25. Betain metabolitine ait ayrilmis iyon kromatograma.

x10 3 |Cpd 99: Betaine: +ESI Scan (rt: 8.810, 8.877 min, 2 scans) Frag=175.0V KVH1.d
54
4
b
3 3
vh
e
& 2
14
0 1 1 ] ! ' ] ﬂ ! ] ] [ ] ]
90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145
m/z Degeri
Sekil 4.26. Betain metabolitine ait MS spekturumu.
%10 2 Cpd 99: +ESI Product lon (rt: 8.835, 8.919 min, 2 scans) Frag=175.0V CID@20.0 (118.0865[z=1]...

Deneysel Sonug

e
w
)

(=]

Pik Siddeti

Literatiirdeki sonuc

S
W

]
'y
L

45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120
m/z Degeri

Sekil 4.27. Betain metabolitine ait MS/MS spektrumu (iistte) ve Betain metabolitine

ait literatiirdeki spektrum (altta)
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Tablo 4.9. ve Sekiller 4.28. - 4.31.”de 156.0769 m/z degerine ve 10.40 dakika
alikonma zamanina sahip ve miktari iki grup arasinda 2.44 kat degisen pikin MS/MS

calismalarina ait veriler verilmistir.

Tablo 4.9. L-Histidin metabolitine ait bilgiler.

Metabolit Adi Teorik m/z RT (dk) Teorik Miktar Artis
Degeri Kiitlesi Oram C/T
L-Histidin 156.0768 10.40 155.0698 2.44
o
NH
\( / j OH
N
NH2

Sekil 4.28. L-Histidin metabolitinin kimyasal yapisi.

156.0763 — 156.0077 m/z

200000
1

150000
1

Pik Siddeti

100000

50000
1

oot

0

550 600 650 700

Alikonma Zamani (Saniye)

Sekil 4.29. L-Histidin metabolitine ait ayrilmis iyon kromatogrami.
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%10 3 |Cpd 108: L-Histidine: +ESI Scan (rt: 10.360 min) Frag=175.0V KVH1.d
1569770
34
_ 2.5
1]
B 2
uh
2 1.51
o f 19 ,
14 78.120
0.5 ‘
130 135 140 145 150 185 160 165 170 175 180
m/z Degeri
Sekil 4.30. L-Histidin metabolitine ait MS spektrumu.
<10 2 |Cpd 108: +ESI Product lon (1t: 10.401 min) Frag=175.0V CID@20.0 (156.0769[z=1] -> **) KVH1.d
. 110.0718
Deneysel Sonug
= 0.51 83.0606
s ‘ |98‘9588
& 0l Al e L1 !
= | Literatiirdeki sonug
-0.51
-1
60 70 8 S0 100 110 120 130 140 150 160
m/z Degeri

Sekil 4.31. L-Histidin metabolitine ait MS/MS spektrumu (iistte) ve L-Histidin

metabolitine ait literatiirdeki spektrum (altta)

Tablo 4.10. ve Sekiller 4.32. - 4.35.”de 175.1188 m/z degerine ve 10.43 dakika

alikonma zamanina sahip ve miktar1 iki grup arasinda 0.47 kat degisen pikin MS/MS

calismalarina ait veriler verilmistir.

Tablo 4.10. L-Arginin metabolitine ait bilgiler.

Metabolit Ad1 Teorik m/z RT (dk) Kiitlesi Miktar
Degeri Degisim Orani
CIT
L-Arginin 175.1117 10.55 174.1111 0.47



Pik Siddeti
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Sekil 4.32. L-Arginin metabolitinin kimyasal yapisi.

175.1183 -175.1196 m/z

1e+05

Pik Siddeti
4e+04  Be+04  Be+0d
1 1

2e+04
1

Oe+00
1
i
f

550 600 650 700

Alikonma Zamani (Saniye)

Sekil 4.33. L-Arginin metabolitine ait ayrilmig iyon kromatogrami.

Cpd 109: L-Arginine: +ES| Scan (rt: 10.427, 10.495, 10.562, 10.630 min, 4 scans) Frag=175.0V K.

150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200
m/z Degeri

Sekil 4.34. L-Arginin metabolitine ait MS spektrumu.
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Sekil 4.35. L-Arginin metabolitine ait MS/MS spektrumu (iistte) ve L-Arginin

metabolitine ait literatiirdeki spektrum (altta)

Tablo 4.11. ve Sekiller 4.36. - 4.39.’da 134.0602 m/z degerine ve 0.82 dakika
alikonma zamanina sahip ve miktar1 iki grup arasinda 4.16 kat degisen pikin MS/MS

calismalarina ait veriler verilmistir.

Tablo 4.11. Oksindol metabolitine ait bilgiler

Metabolit Ad1 m/z Degeri RT (dk) Kiitlesi Miktar Artis
Oram C/T
Oksindol 134.0602 0.82 133.0525 4.16
NH
o

Sekil 4.36. Oksindol metabolitinin kimyasal yapisi.
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Sekil 4.37. Oksindol metabolitine ait ayrilmig iyon kromatogrami.

Cpd 1. Oxindole: +ESI Scan (rt: 0.648-0.784 min, 5 scans) Frag=200.0V 10vt_ref.d
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Sekil 4.38. Oksindol metabolitine ait MS spektrumu.
%10 2 Cpd 1: +ESI Product lon (rt: 0.639-0.826 min, 6 scans) Frag=200.0V CID@10.0 (134.0597[z=1] -..
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Sekil 4.39. Oksindol metabolitine ait MS/MS spektrumu (iistte) ve Oksindol

metabolitine ait literatiirdeki spektrum (altta)
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4.4. Sistem Uygunluk Cahsmasi

Sistem uygunluk calismalar1 igerigi Tablo 3.7.’de verilen kalite kontrol
numunelerinin 6 tekrarli enjeksiyonu ile gergeklestirilmistir. Tablo 4.12. bu enjeksiyon
sonuglarina ait alikonma zamanlari, tekrarlanabilirlik, kapasite faktorii, ayiricilik ve

teorik tabaka sayis1 degerlerini gostermektedir.
Tablo 4.12. Sistem uygunlugu parametrelerine dair bulgular.

Sulfaguanidin = Asetominofen Kafein | Sulfametoksin =~ Verapamil = Reserpin

A"k"“‘(‘:fk)zama“' 1.43 4.01 497 688 792 9.90
Tekrarlanabilirlik” 0.55 0.17 0.19 0.05 0.34 0.26
Kapasite Faktorii 2.01 4.72 6.10 8.83 10.31 13.14
Ayrehk” - 2.06 163 377 201 294
Te”;‘;;glba"a 3216 4412 2521 4716 3541 4985

*Alikonma zamanlar arasindaki % BSS degerleri verilmistir.
** Komsu pikler arasindaki (bir 6nceki pike gore) degerlerdir.

4.5. Validasyon Calismalari
4.5.1. Ozgiinliik

Ozgiinliik ¢aligmalari kapsammda Bélim 3.7.1.°de anlatilan metodoloji
dogrultusunda kor ¢ozelti ile numune enjeksiyonlar1 karsilastirilmistir. Kor ¢ozelti
enjeksiyonu oOrneklerde kullanilan tiim kimyasallarin oldugu ancak Ornegin
eklenmedigi enjeksiyonlardir. Kor ¢ozelti enjeksiyonlar1 metabolit profilleme
basamaginda kullanilan HILIC kolon ve pozitif MS modlarinda yapilmistir. Sekil
4.40.°da kor c¢ozelti ve numune enjeksiyonlarmin temel pik kromatogramlar
verilmistir. Kromatogramda kirmizi renk kor c¢ozeltiye, mavi renk ise numune
enjeksiyonuna aittir. Sonuglar numune igin optimize edilen veri degerlendirme
yontemi ile degerlendirilerek, numuneye girisim yapan pik olup olmadigi kontrol
edilmistir. Metabolit profilleme basamaginda kullanilan 340 adet pik, kor ¢ozelti

sonuglarinda bulunmamastir.
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Sekil 4.40. Kor ¢ozelti (kirmizi) ve numune (mavi) enjeksiyonlarini gosteren temel

pik kromatogramlari.
4.5.2. Dogruluk

Dogruluk ¢alismalart kapsaminda Boliim 3.7.2.°de anlatilan metodoloji
dogrultusunda i¢ standart olarak kullanilan daidzein maddesinin veri bankasina kayitl
teorik m/z degeri ile enjeksiyonlarda bulunan m/z degeri karsilastirilarak yiizde bagil
hata degerleri bulunmustur. Tablo 4.13. bulunan yiizde bagil hata degerlerini

gostermektedir. Ilgili sonuglarda en yiiksek hata onbinde alt1 civarinda gdzlenmistir.

Tablo 4.13. I¢ standartin bulunan ve teorik m/z degerlerinin yiizde bagil hata tablosu.

Enjeksiyon Numaras1 Bulunan m/z Degeri Teorik m/z Degeri Yiizde Bagil Hata

1 255.0728 255.0729 % 0.0039
2 255.0742 255.0729 % 0.0588
3 255,0714 255.0729 % 0.0666
4 255.0730 255.0729 % 0.0078
) 255.0730 255.0729 % 0.0039
6 255.0726 255.0729 % 0.0196
7 255.0724 255.0729 % 0.0274
8 255.0728 255.0729 % 0.0039
9 255.0741 255.0729 % 0.0548
10 255.0738 255.0729 % 0.0431
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Tablo 4.13. (Devam) i¢ standartin bulunan ve teorik m/z degerlerinin yiizde bagil
hata tablosu.

Enjeksiyon Numarasi Bulunan m/z Degeri Teorik m/z Degeri Yiizde Bagil Hata

11 255.0731 255.0729 % 0.0078
12 255.0737 255.0729 % 0.0392
13 255.0732 255.0729 % 0.0156
14 255.0726 255.0729 % 0.0196
15 255.0735 255.0729 % 0.0313
16 255.0732 255.0729 % 0.0117
17 255.0742 255.0729 % 0.0627
18 255.0740 255.0729 % 0.0588
19 255.0722 255.0729 % 0.0392
20 255.0723 255.0729 % 0.0313
21 255.0733 255.0729 % 0.0196
22 255.0724 255.0729 % 0.0196
23 255.0736 255.0729 % 0.0352
24 255.0726 255.0729 % 0.0117
4.5.3. Kesinlik

Kesinlik ¢aligmalart kapsaminda Bolim 3.7.3.’de anlatilan metodoloji
dogrultusunda, metabolit profilleme basamaginda kullanilan istatistiksel olarak
glivenilir ve miktari en az iki kat farklilagan 141 pik’e ait (Tablo 4.4.) tiim 6rneklemde
bulunan en kiigiik ve en biiyiik alikonma zamanlar1 ve yine bulunan en kiigiik ve en
biiyiilk m/z degerlerinin bagil standart sapmalar1 (BSS) bulunmustur. Sekil 4.41. ve
Sekil 4.42. bu sonuglara ait grafiklerdir. Alikonma zamanlarinin bagil standart sapma
degerleri grafiginden de goriilecegi tizere, piklerin % 80.5’lik kismi1 binde bir BSS
degerinin altindadir. 21 numarali pik en fazla BSS degeriyle (0.35) en fazla sapma
gosteren pik olarak goriilmektedir. Sekil 4.42. ise, m/z degerlerinin BSS sonuclarinm
gostermektedir. Piklerin tamami binde bes BSS degerinin altindadir. Bu durum m/z
degerlerinde en fazla 5 ppm’lik bir sapmaya isaret eder ve boylece Tablo 4.5.’de
sunulan HMDB taramasina ait sonuglarda kullanilan 10 ppm’lik sapmanin deney

kosullar igerisinde olusabilecek sapmalari igine alabildigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.41. Alikonma zamanlarinin bagil standart sapmasini gosteren grafik.
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Sekil 4.42. m/z degerlerinin bagil standart sapmasini gosteren grafik.

4.5.4. Dogrusallik

Boliim 3.7.4.’te metodolojisi anlatilan regresyon analizi sonuglar1 validasyon
calismalar1 kapsaminda dogrusallik verileri olarak kullanmilmustir. Sekil 4.43. pik

siddetlerinin R? degerlerinden olusturulan, olmas1 gereken pik siddetlerine karsilik,
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gozlenen pik siddetleri grafigidir. Grafikte x ekseni her pikin regresyon analizinde
hazirlanan diliisyon serisinden elde edilen (R?) degerleri baz alinarak hesaplanan,
olmas1 beklenen pik siddetlerinini ifade eder. Y ekseni ise, bu piklerin analizde 6l¢iilen
gercek pik siddetleri degerleridir. Grafikteki kesikli ¢izgiler ise % 5 degerindeki sapma
araligini ifade etmektedir. Sekil 4.44. —4.50. hedeflenmis metabolomik ¢aligsmalarinda

tanimlanan 6 metabolite ait dogrusallik grafikleridir.
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Sekil 4.43. Pik siddetleri dogrusallik grafigi.
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Sekil 4.44. Kreatinin metabolitine ait dogrusallik grafigi.
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Sekil 4.45. DL-Fenilalanin metabolitine ait dogrusallik grafigi.
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Sekil 4.46. Betain metabolitine ait dogrusallik grafigi.
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Sekil 4.47. L-Histidin metabolitine ait dogrusallik grafigi.
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Sekil 4.48. L-Arginin metabolitine ait dogrusallik grafigi.
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Sekil 4.49. Oksindol metabolitine ait dogrusallik grafigi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Klinik metabolomik galismalar, ¢aligmanin baslangicinda kurulan hipotezler
etrafinda sekillenirler. Calismalar boyunca analitik veriler biyoinformatik verilere,
biyoinformatik veriler ise biyolojik bilgilere doniistiiriiliir. Calisma sonunda elde
edilen biyolojik bilgi sayesinde, c¢alismanin basinda kurulan hipotezin gecerliligi
degerlendirilebilir hale gelir. Bu ¢alismada baslangicta; ‘birbirinden farkl iki hastalik
durumunda, metabolizmada ger¢eklesen degisimler de farkli olmalidir. Buna paralel
olarak malign nedene bagh bir hastalik sonucu olusan assit sivisi ile malign nedene
bagli olmayan bir hastalik sonucu olusan assit sivisi arasinda metabolom diizeyinde
farkliliklar olmasi1 gerekir’ hipotezi etrafinda kurulmus ve bu farkliligi ortaya

cikarmay1 hedeflemistir.

Assit sivist hastalik sonucu olusan patolojik bir sividir. Dogrudan hastalik
sonucu olusmus olmasi sebebiyle, hastaliklarla alakali biyomolekiillerin bulunma
olasiligi fazladir. Buna ragmen klasik patolojik ve morfolojik yontemler i¢in assit
stvisinin kullanimi  sinirlidir. Assit sivisinda metabolom diizeyinde farkliliklart
gozlemlemek ve tanimlamak yeni tani, teshis ve tedavi yontemlerinin dogmasina
sebebiyet verebilecektir. Bu amagcla bu tez kapsaminda assit sivisinda metabolomik
analizler yapmak amaciyla yontem gelistirme, metabolit profilleme ve hedeflenmis

metabolomik olmak iizere {i¢ ana boliim i¢in deneysel ¢alismalar yapilmistir.
5.1. Yontem Gelistirme Calismalari

Yontem gelistirme caligsmalari, tez kapsaminda gergeklestirilen ilk deneysel
kisimdir. Bu ¢aligmalarda amag¢ miimkiin olan en ¢ok metabolit sayisina ulasabilmek
ve boylece caligmalarin diger bdliimlerinde wuygulanacak analitik ydntemi
belirlemektir. Metabolomik ¢alismalar i¢in halihazirda evrensel bir analitik prosediir
yoktur. Kaldi ki assit sivisindan LC/MS yontemi ile yapilmis bir hasta-kontrol
calismasi da kaynaklarda bulunamamistir, yani referans olarak kullanilabilecek bir
calisma bulunmamaktadir. Bu sebeple bu ¢alismanin ilk basamagi olarak optimum

verim alinabilecek bir analitik yontem gelistirilmesi hedeflenmistir.

Analitik yontem basamaginda hedef optimum verim elde edilebilecek bir

analitik yontem olusturabilmektir. Optimum verim tanimi bu tez kapsaminda yontem
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gelistirme asamast i¢in miimkiin olan en ¢ok metaboliti ayni anda analiz edebilmek
olarak tanimlanmistir. Yontem gelistirme basamaginda ultrafiltrasyon teknigi ve
metanolle ¢oktiirme olmak tizere iki farkli numune hazirlama teknigi, HILIC ve C18
olmak tizere iki farkli kromatografik kolon, pozitif ve negatif M'S modlar1 olmak tizere
iki farkli MS modu denenmistir. Y6ntemleri birbiri arasinda karsilastirirken baz alinan
veri, yontem sonunda en fazla kag pik elde edilebildigi olmustur. En fazla pik sayisi
tek basina degerli bir veri olarak goriinmeyebilir, ¢linkii bu piklerin ne kadar anlamhi
oldugu bilinmemektedir. Ayrica diisiik sayida pik veren bir yontemde, spesifik bir
metabolit i¢in en iyi yontem olabilir. Yani hastalik i¢in 6énemli olarak bulunabilecek
ve sadece o yontemle analiz edilebilecek bir metabolit, pik sayisinin azlig1 sebebiyle
gbzden kacabilir. Bunlar olast olmakla beraber, iki yontemi birbiri ile karsilagtirmak
icin de bir parametre gereklidir ve olasi en saglikli parametrenin pik sayilar1 tizerinden
olabilecegi diiglinlilmiistiir. En nihayetinde en fazla pik sayisi gosteren yontemde en
fazla metaboliti bulmak daha olasidir ve en fazla metabolitin oldugu durumda da
onemli metabolitlerin gozden kagma ihtimali azalmaktadir. Bu sebeple yontem
gelistirme basamaginin performansi temel olarak pik sayilarinin karsilastirilmasi ile

Olclilmiistiir.

Yontem gelistirme basamaginda, denenen metod disinda kalan parametreler
sabit tutulmustur. Bu sayede gozlenen degisimin sadece denenen metoda ait olmasi
hedeflenmistir. S1vi kromatografisi ve kiitle spektrometrisine ait cihaz parametreleri
degistirilmemis, sadece HILIC ve C18 kolon denemeleri i¢in gerekli tampon ¢ozeltiler
ve gradient ellisyon programi degistirilmistir. Sekiller 4.1. — 4.8. yontem gelistirme

basamagindaki metotlarin temel pik kromatogramlari olarak sunulmustur.

Ultrafiltrasyon yontemi ve metanolle ¢oktiirme yontemlerinin denendigi
numune hazirlama basamaginda, sonuglari Tablo 4.1.°den de goriilecegi iizere
ultrafiltrasyon yontemi ile hazirlanan numunelerde, metanolle ¢oktiirme yontemi ile
hazirlanan yonteme gore her iki kolon ve MS modunda da daha fazla pik sayisi
gbzlenmistir. 4 yontemin 4’linde de ultrafiltrasyon pikleri sayis1 metanolle ¢oktiirme
yontemine gore fazla iken toplamda ise ultrafiltrasyon numunelerinde 1235 pike
ulagmigtir. Metanolle ¢oktlirme yonteminde dort yontemde bulunan toplam pik sayisi
ise 924’tiir. Metabolit ekstraksiyonu i¢in denenen iki yontemden ilki olan

ultrafiltrasyon yontemi, esasinda proteomik calismalar i¢in gelistirilen ultrafiltrasyon
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kartusun, metabolomik ¢aligmalar i¢in uyarlanmasidir. Yontem geleneksel metanolle
¢coktiirme yontemine gore daha iyi sonuglar vermis ve calismanin geri kalani bu

yontem lizerinden devam etmistir.

Farklt kolon denemeleri kapsaminda HILIC kolon ve C18 kolonlar
karsilastirlmigtir. ki farkli numune hazirlama teknigi ve iki farkli MS modunda
denenen kolonlarda Tablo 4.1.’de verilen sonuglarda goriilebilecegi tlizere, HILIC
kolon 4 yontemde de C18 kolona gére daha fazla pik sayis1 gostermistir. 4 yontemin
toplaminda HILIC kolonda 1581 pik bulunurken C18 kolonda bu say1 578 te kalmustir.
Aradaki 3 kata yakinlik fark, yontemimiz i¢in HILIC kolonun daha iyi sonuglar
verdigini gostermektedir. Kromatografik kolon denemelerinde, C18 kolon ve HILIC
kolon arasindaki performans farki numunenin yapisindan kaynakli olmalidir. Bu
calismada HILIC kolonun daha iyi sonuglar vermesi, numune matriksinin HILIC

kolona daha uygun olan polar metabolitler agisindan zengin oldugunun gostergesidir.

Pozitif ve negatif MS modlarmin denendigi asamada ise Tablo 4.1.’deki
sonuclardan goriilebilecegi lizere pozitif mod MS, 4 yontemde de negatif moda
tistiinliik saglamistir. Metabolitlerin hangi yiikle iyonlasacagini g¢aligma Oncesi
kestirmek giictiir; ancak ¢ogunlugunun pozitif modda daha kolay iyonlastig
bilinmektedir. Toplamda pozitif modda bulunan pik sayis1 1420 iken, negatif modda

bulunan pik sayis1 ise 739’tur.

Bu sonuglar kapsaminda metabolit profilleme ve hedeflenmis metabolomik
calismalar1 i¢in, Tablo 4.1.°den de goriilebilecegi iizere ultrafiltrasyon numune
hazirlama yontemi, HILIC kolon ve pozitif MS modu 519 pik ile optimum pik sayisin
veren yontem olmustur. Calismanin geri kalaninda metabolit profilleme ve

hedeflenmis analizler bu yontem iizerinden yiiriitiilmiistiir.
5.2. Metabolit Profilleme Calismalari

Metabolit profilleme ¢alismalar1 Boliim 5.1.°de agiklandigr iizere gelistirilen

ultrafiltrasyon teknigi, HILIC kolon ve pozitif mod MS ¢aligmalari ile ytiriitiilmiistiir.

Metabolit profilleme caligmalarinda deneysel kisimda analitik yontemin
performansin1 takip etmek amaciyla cesitl yaklasimlarda bulunulmustur. Bu

yaklagimlardan ilki kalite kontrol numuneleri araciligi ile LC/MS cihazinin
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performansin1 ve tekrar edilebilirligini takip etmek olmustur. Icerigi Tablo 3.7.’de
verilen kalite kontrol numunelerinin her analiz blogunda, yani hazirlanip enjeksiyon
yapilmak tizere cihaza yerlestirilen her numune setinde, numune analizi bagslamadan 3
kere, ardindan her 6 numunede bir ve en son olarak da numune analizi bittiginde 3 kere
olmak iizere periyodik olarak enjeksiyonu yapilmistir. Kalite kontrol numuneleri
giinliik olarak takip edilmis ve -eger varsa- sonuglarinda tutarsizlik gdsteren kalite
kontrol numunelerinden baslayarak diger orneklerin tekrar olarak enjeksiyonu
yapilmistir. Sekil 4.9.’da kalite kontrol numunelerine ait temel pik kromatogrami
sunulmustur. Caligmalarda uygulanan ikinci yaklagim ise hazirlanan numunelere i¢
standart maddesi eklenerek, yontemin oOzellikle numune hazirlama basamaginda
sistematik olmayan bir hataya maruz kalip kalmadig1 dl¢iilmeye calisilmistir. Sekil
4.11. de grafigi verilen enjeksiyonlar arasinda pik siddetlerinin bagil standard sapmasi
0.02178 bulunmustur. Ayn1 grafikte sunulan alikonma zamanlarinin standart sapmasi
ise 0.1225 olarak bulunmustur. Boylece i¢ standart olarak kullanilan daidzein
maddesinin pik siddetleri ve alikonma zamanlar1 incelenmis ve enjeksiyonlar arasinda
anlamli bir farklilik goézlenmemistir. Yontem ayrica sistem uygunluk testi ve
validasyon c¢aligmalari ile dogruluk, kesinlik, tekrarlanabilirlik ve 6zgiinliik agisindan

incelenmistir.

Profilleme c¢aligmalarinda deneysel kismin ardindan veri degerlendirme
asamalar1 gelmektedir. Metabolomik ¢aligmalar yogun data ¢iktist olan ¢alismalardir,
sonuglarin teker teker incelenip tim Orneklemde birbiri ile eslestirilmesi ancak bu
amagla gelistirilen yazilimlar sayesinde olabilmektedir. XCMS yazilimi da bu sebeple
sonuclart degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Yazilim Boliim 2.9.5.°de aciklanan
bircok parametrenin kombinasyonu ile ¢alisir ve bu parametreler deney kosullarina
Ozgiidiir. Bu parametreler yardime1 yazilimlar kullanilarak optimize edilir ve veriler
buna gore islenir. Yontem gelistirme basamaginda optimizasyon 6ncesi 519 olan pik
sayisi, optimizasyon islemi sonucunda 1071’e ulasmistir. Bu rakam herhangi bir
istatistiksel doniisiime ugramamis ham veri degeridir. Bu asamada yapilan ilk pik
ayitklama islemi Bolim 2.9.4.°de anlatilan regresyon analizi ile olmustur. Yontem
metabolomik ¢alismalarda yeni kullanilmaya baslanmis bir yontemdir ve temelde seri
halinde seyreltilen numunelerin regresyon degerlerine bakarak giirtiltii ve kirlilik

piklerinden ayrilmasini saglamak {izerine kuruludur. Bolim 4.2.2.°de regresyon
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analizi sayesinde numuneden gelen pikler sec¢ilmis ve diger pikler sonuglardan
cikartlmistir. Bu asamada 1071 olan ham verilerdeki pik sayisi regresyon analizi ile
340’a diismiistiir. Sekil 4.12. pik sayilarindaki degisimi gostermek amaciyla

sunulmustur.

Metabolit profilleme g¢alismalarinda ikinci islem bu 340 pikin istatistiksel
olarak karsilastirilabilir hale getirilmesi ve boylece miktarlar1 arasindaki farkliliklarin
belirlenebilmesi amaciyla uygulanan doniistimler olmustur. Bu istatistiksel
dontigiimler ilk olarak pikleri normalizasyona tabi tutmak islemi ile baslamistir. Cogu
metabolit i¢in kabul edilen evrensel bir derisim aralig1 yoktur ve profilleme ¢aligsmalari
iki grubu birbiri ile karsilastiran yar1 nicel calismalar seklinde yiiriitiiliir. Metabolitler
viicutta birbirlerinden milyon kat mertebesinde farklilik gosterebilen derigimlerde
bulunabilirler. Normalizasyon islemi sayesinde, pikler ve dogal olarak bu piklerden
tespit edilecek metabolitlerin miktarlar1 birbiri ile karsilagtirilabilir hale gelir. Sekil
4.13.’de sonuglar1 sunulan normalizasyon isleminde, pikler vialdeki tiim piklerin
ortalamasina boliinerek normalize edilmistir. Bir sonraki adim profilleme isleminde
kullanilan 6 adet kontrol ve 6 adet hasta grubu numunesinin temel bilesenler analizi
ile birbirinden istatistiksel olarak ayrilip ayrilmadigini kontrol etmek olmustur. Sekil
4.14.°de gorildiigii tlizere iki grubun birbirinden ayrildigt ve kendi iclerinde
kiimelenmeler haline geldigi belirlenmistir. Metabolit profilleme caligmalarinin son
asamasl ise, istatistiksel olarak giivenilir ve miktar1 anlamli olarak degisen pikleri
belirlemektir. Istatistiksel olarak giivenilir demek, t testi sonucu p < 0.05 olan, yani %
95 giiven seviyesindeki pikleri, miktar1 anlamli olarak degisen pikler ise pik siddetleri
iki grup arasinda en az iki kat degisen pikleri ifade etmektedir. Sekil 4.15.°de
sonuglarin grafiksel gosterimi ile beraber, metabolit profilleme basamaginda
kullanilan 340 pikten, 141 tanesi istatistiksel olarak giivenilir ve miktar1 iki grup
arasinda en az iki kat degisen pikler olarak bulunmustur. Tablo 4.4.’de sunulan veri bu
141 adet pikin m/z, alikonma zamanlar1 ve iki grup arasinda miktarlarinin
degisimlerinden olusmaktadir. Bu 141 pik bu ¢caligsmanin ana hedeflerinden birisi olan
‘iki grup arasinda farklilik gdsteren olasi metabolitleri bulma’ asamasina dair ulasilan
ilk 6nemli veridir. Bu doniisiimler sayesinde analitik verinin biyoinformatik veriye
dontigiimii saglanmis olmaktadir. Bu 141 adet pik, HMDB metabolit veri bankasinda

taranmis ve olas1 metabolitleri iceren Tablo 4.5. ilgili boéliimde sunulmustur.
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5.3. Hedeflenmis Metabolomik Calismalari

Calismanin {ciincii asamasi, hedeflenmis metabolomik g¢aligmalar yaparak
profilleme basamaginda bulunan istatistiksel olarak giivenilir ve miktar1 en az iki kat
degisen 141 pikin nitel analizini yapmak, yani bu metabolitlerin kimyasal yapilarin
aydinlatmak olmustur. Bu c¢alismalar MS/MS yontemiyle 141 piki ayr1 ayn
fragmentlerine ayirmak ve MS/MS veri bankalarindan eslestirmeye ¢alismak seklinde
olmustur. Her pik 10V, 20V ve 40V olmak iizere ii¢ farkli carpisma enerjisine tabi
tutulmus ve fragmentlerine ayrilmistir. Bu MS/MS islemi ile 6 adet metabolitin yapisi
tayin edilebilmistir. Bu say1 az goriinmekle beraber metabolomik ¢aligmalarda
evrensel olarak karsilasilan bir sorundan yani metabolit veri bankalarinin heniiz yeterli
seviyede olmamasindan kaynaklidir. Heniliz insan metabolomuna ait tiim metabolitler
bile belirlenebilmis degildir ve belirlenen metabolitlerin biiyiik bir kism1 icin MS/MS
referans degerleri bulunmamaktadir. Sonuglar yine de degerlidir ¢iinkii metabolit veri
bankalar1 her gecen giin gelismektedir ve bu durum 141 pike ait elde edilmis MS/MS

verilerinin her gecen giin yeni bir metabolitle eslesme olasiligin1 gilincel tutmaktadir.

Hedeflenmis metabolomik ¢aligmalar1 kapsaminda yapilan ikinci islem tespit
edilen 6 metabolitin yolak incelemeleri olmustur. Bu metabolitlerin hastaliklarla
iligkisi arastirllmis kaynaklardaki mevcut ¢alismalarla karsilastirilmistir. Bu islem
ayrica yukarida bahsedilen biyoinformatik verinin biyolojik veriye doniistimiinii ifade

etmektedir.
5.3.1. Metabolomik Yolak incelemeleri
5.3.2. Kreatinin

Kreatinin karacigerde sentezlenen ve kaslarda en yiiksek konsantrasyonuna
ulagan bir metabolittir (108). Sekil 4.16. kreatinin maddesinin kimyasal yapisini
gostermektedir. Sekil 4.17. kreatinin maddesinin tiim Orneklerdeki ayrilmis iyon
kromatogramlarini gosteren XCMS ¢iktisidir. Sekil 4.18. maddenin MS spektrumunu,
Sekil 4.19. ise maddenin deneysel ve veri bankalarindaki MS/MS spektrumlarinin

karsilastirilmasini gostermektedir.
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Kreatinin miktarinin hastaligin tan1 ve tedavi yonteminin belirlenmesinde
kullanimina yonelik olarak caligmalar mevcuttur. P. Woitas ve ark. tarafindan
yayinlanan ¢alismasinda, kreatinin miktarmin siroza bagli assiti olan hastalarda
arttigin1 gostermistir (109). 2004 yilinda yayinlanan bir diger ¢alismada ise, kreatinin
miktarinin, karaciger rahatsizliklarinin belirlenmesinde kullanilmasi oOnerilmistir

(110).

“The Model for End-Stage Liver Disease (MELD)” puami olarak bilinen
karaciger sirozunda, prognoz tayininde kullanilmak {izere bazi skorlama sisteminde
kullanilan puan son donem karaciger hastalarinda 3 aylik hayatta kalim siiresinin
tahmin edilmesinde ve karaciger transplantasyonu yapilan hastalarin siralanmasinda
kullanilir (111). Karaciger transplantasyonu, MELD skoru 15 ve {izerinde olan
hastalarda diistiniilmektedir. MELD puan1 serum kreatinin ve biliiribin seviyeleriyle

dogrudan iligkilidir (112). Kreatinin metabolizmasi Sekil 5.1.’de sunulmustur.

Bizim ¢alismamizda da, C ve T gruplari arasinda kreatinin miktarinda yaklasik
38 katlik bir degisim gozlenmistir. Bu belirgin fark kreatinin assit ayirict tani’da
kullanimina dair kaynaklardaki ilk sonugtur. Plazma kreatinin miktari1 yani sira assit
stvist igerisinde bulunan kreatinin miktar1 da assit sivisinin kriptojenik siroz ile

iligkisini ortaya koymaktadir.

Dikkat ¢ekici bir diger veri ise pankreas kanseri ile kreatinin metabolizmasi
arasindaki iliskiye dair ¢aligmalarin son yillarda artmis olmasidir (113, 114). OuYang
ve ark. Tarafindan 2011 yilinda gergeklestirilen bir c¢alismada kreatinin serum
diizeyinin pankreas kanserli hastalarda sagliklilara gore arttigi bildirilmistir (115). Bu
artisa ragmen kriptojeniz sirozlu hastalarda pankreas kanserli hastalara goére assit
kreatinin diizeyi neredeyse 38 kat daha fazladir. Bu durum da kreatininin kriptojenik

siroz i¢in secici bir marker olduguna isaret niteligindedir.

Isin bir diger tarafi ise kreatinin metabolik yolaginda (Sekil 5.1.) goriilen L-
arginin miktarindaki bir farklilagmanin, kreatinin miktar1 {izerine etkisidir. Kreatinin
metabolik yolagindaki degisimin assit ayirici tanisindaki bir diger dayanagi ise arginin
miktarindaki degisimdir. Bu durum Bolim 5.3.6.°da daha ayrintili bir sekilde

incelenmistir.
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Sekil 5.1. Kreatinin metabolizmasi.
5.3.3. DL-Fenilalanin

DL-Fenilalanin metaboliti, proteinlerin yap1 tasi olarak viiciitta tiretilen bir
maddedir (116). Parkinson ve depresyon hastaliklar1 tedavisinde, ayrica agri kesici
etkisi lizerine ¢aligmalar yaymlanmistir (117). Sekil 4.20. DL-Fenilalanin maddesinin
kimyasal yapisim1 gostermektedir. Sekil 4.21. DL-Fenilalanin maddesinin tiim
orneklerdeki ayrilmis iyon kromatogramlarini gésteren XCMS ¢iktisidir. Sekil 4.22.
maddenin MS spektrumunu, Sekil 4.23. ise maddenin deneysel ve veri bankalarindaki

MS/MS spektrumlarinin karsilastirilmasini goéstermektedir.

2006 yilinda yayimlanan, Ranjan P. ve ark. gerceklestirdigi arastirmada
karaciger yaralanmalarinda kan serumundaki DL-Fenilalanin miktar1  saglikli
bireylerle karsilastirilmis ve karaciger yaralanmasi gegiren hastalarda DL-Fenilalanin
tespit edilirken, saglikli bireylerde tespit edilememistir (118). 2010 yilinda Tessari P.
ve ark. tarafindan yapilan arastirmada ise siroz hastalarinda DL-Fenilalanin ve Tirosin
maddesi arasindaki etkilesimler incelenmis ve DL-Fenilalanin ile Tirosin maddesinin
miktarimin korele oldugu ¢ikarimi yapilmustir (119). Sekil 5.2.’deki metabolik yolakta

da gorilecegi tizere DL-Fenilalanin  maddesi viicutta Tirosin maddesine


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tessari%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19898234
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doniismektedir. Yine 2008 yilina ait bir bagka ¢alismada DL-Fenilalanin maddesinin
siroz hastalarinda miktarmin arttig1 tespit edilmistir (120). Kaynaklarda benzer ¢ok
sayida ¢alisma mevcut olup, DL-Fenilalanin miktarini assit sivisi {izerinden birbiriyle

karsilastiran bir ¢alisma bulunamamastir.

Bizim ¢alismamizda da, kaynaklara paralel olarak, en yiikksek miktar
kriptojenik siroz hastalarinda goriilmekle birlikte, malign grubu ile 2.25 katlik bir

degisim gozlenmistir.

Ayrica eklemek gerekir ki, DL-Fenilalanin maddesi dogada yaygin olarak
bulunmaktadir ve besin yoluyla da viicuda girmektedir (120). Hastaligin evrelerine
gore artis hizinin degistigini gosteren caligmalar mevcuttur (121). Bu degiskenler de
g0z Online alinarak beslenme tiirleri ve hastalik evrelerini de inceleyen bir ¢alisma ile
bulgularin ilerletilmesi gerekmektedir.
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Sekil 5.2. DL-Fenilalanin metabolizmasi.
5.3.4. Betain

Betain metabolitinin, viiciitta ger¢eklesen trans-metilleme reaksiyonlarinda rol
aldigin1 gosteren ¢alismalar mevcuttur (116). Sekil 4.24. betain maddesinin kimyasal
yapisini gostermektedir. Sekil 4.25. betain maddesinin tiim 6rneklerdeki ayrilmis iyon
kromatogramlarini gosteren XCMS ¢iktisidir. Sekil 4.26. maddenin MS spektrumunu,
Sekil 4.27. ise maddenin deneysel ve veri bankalarindaki MS/MS spektrumlarinin

karsilastirilmasini gostermektedir.
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Kaynaklarda dikkat ¢eken c¢aligsmalardan birisi, 2010 yilinda Ji Cheng ve
arkadaglar tarafindan yayimlanan makaledir (122). Buna gore kandaki betain miktari
ile bizim ¢alismamizda da bahsedilen kreatinin miktarinin oraninin, bazi karaciger
rahatsizliklarinda belirte¢ olarak kullanilabilecegini gosteren ¢aligmadir. 2000 yilinda
yayimlanan bir bagka c¢aligmada ise betain maddesinin miktarinin karaciger

rahatsizliklar1 tedavisinde umut verici sonuglar1 gézlenmistir (123).

Bizim ¢alismamizda da hasta ve kontrol gruplari arasinda betain miktarinda 8
kattan fazla bir farklilagsma tespit edilmistir. Bu 8 kartlik fark betain maddesinin assit

ayirict tani da kullanilabilecegine dair onemli bir isarettir.

Acetylcholine Phosphocholine
\ @ MITOCHONDRION
Choline
\
PE ~ PC
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Sekil 5.3. Betain metabolizmasi.

5.3.5. L-Histidin

Histidin, dogada en yaygin olarak bulunan aminoasitlerden birisidir (124).
Histidin viicutta birden ¢ok yolakta etkilidir ve ayrica besin yoluyla disardan da
alinmaktadir. Sekil 4.28. histidin maddesinin kimyasal yapisint gostermektedir. Sekil
4.29. histidin maddesinin tiim 6rneklerdeki ayrilmis iyon kromatogramlarini gosteren

XCMS ciktisidir. Sekil 4.30. maddenin MS spektrumunu, Sekil 4.31. ise maddenin
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deneysel ve veri bankalarindaki MS/MS spektrumlarmin karsilastirilmasini

gostermektedir.

Kaynaklarda, karacigerde histidince zengin glikoproteinlerin olusumunun
artmasina paralel olarak, siroz hastalarinda histidin miktarinin azaldigini gosteren
calismalar mevcuttur (125). Bizim ¢alismamizda da bahsolunan kreatinin maddesiyle
birlikte protein olusumuna katilarak, siroz hastalarinda histidin miktarinda diisiis

oldugunu gosteren ¢alisma dikkat ¢ekicidir (126).

Kaynaklarda assit sivilarindaki histidin miktar1 {izerinden bir karsilastirma
bulunamamistir. Calismalar saglikli bireylerle karsilastirmalarin {izerinedir. Bizim
calismamizda da hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki yaklasik 2.5 kathik fark L-

Histidin maddesinin assit ayirici tan1 da kullanimi i¢in umut vadetmektedir.
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Sekil 5.4. Histidin metabolizmasi.
5.3.6. L-Arginin

Arginin dogada yaygin olarak bulunan aminoasitlerdendir ve viicutta birden
fazla yolakta aktif olarak bulunmaktadir (127). Sekil 4.32. arginin maddesinin
kimyasal yapisin1 gostermektedir. Sekil 4.33. arginin maddesinin tiim 6rneklerdeki

ayrilmis iyon kromatogramlarini gosteren XCMS ¢iktisidir. Sekil 4.34. maddenin
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MS spektrumunu, Sekil 4.35. ise maddenin deneysel ve veri bankalarindaki MS/MS

spektrumlarinin karsilagtirilmasini gostermektedir.

Arginin maddesinin karaciger hastaliklarindaki rolii iizerine yapilan bir
aragtirmada, kreatinin maddesinin miktariyla iligkili oldugunu gosteren bulgular
yayilanmistir (127). Bizim c¢alismamizda da Sekil 5.1°de verilen Kreatinin
metabolizmasinda, kreatinin tiretimine katilmaktadir. Tablo 4.10.’da verilen sonuglara
uyumlu olarak kreatinin miktarindaki artis ile arginin miktarindaki azalis birbiriyle
ilintilidir.

Kaynaklarda bu baglantiy assit s1visi numunelerinde gosteren bir yayin yoktur,
mevcut yayinlar iire veya kan serumu numunelerinde ¢alisilmistir. Bu c¢alisma bu

anlamiyla bir ilktir.
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Sekil 5.5. L-Arginin metabolizmasi.
5.3.7. Oksindol

Oksindol karacigerde iiretilen ve fazlasi kas ve tansiyon bozukluklarina sebep
olan bir metabolittir (128). Dogrudan karacigerde {iretiliyor olmasi dolayisiyla
oksindol maddesi bu ¢alismada bu anlamiyla ayr1 bir 6nem teskil etmektedir. Sekil

4.36. oksindol maddesinin kimyasal yapisini gostermektedir. Sekil 4.37. oksindol
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maddesinin tiim Orneklerdeki ayrilmis iyon kromatogramlarini gosteren XCMS
ciktisidir. Sekil 4.38. maddenin MS spektrumunu, Sekil 4.39. ise maddenin deneysel
ve veri bankalarindaki MS/MS spektrumlarinin karsilastirtlmasini gostermektedir.
1998 yilinda yayinlanan bir aragtirmada sirozlu hastalarda, saglikli bireylere gore
miktarinin arttigr tespit edilmistir (129). Yine 2010 yilinda gergeklestirilen bir
calismada benzer sonuglar vermistir (130). Bizim ¢alismamizda da oksindol miktari 4

kata kadar ulasan farklilagsma gostermistir.
5.4. Validasyon Calhismalari
5.4.1. Ozgiinliik

Ozgiinliik calismalar1 kapsaminda yapilan hareketli faz enjeksiyonu numune
hari¢ biitlin kimyasallar1 icermektedir. Bu hareketli faz enjeksiyonlar1 ‘kor ¢ozelti’
olarak kullanilmistir. Sekil 4.40. kor ¢dzelti ve numune enjeksiyonlarinin temel pik
kormatogramlarin1 gostermektedir. Hareketli faz enjeksiyonu Boliim 3.3.’de anlatilan
metabolit profilleme basamaginda ilk ii¢ ve son li¢ enjeksiyon olacacak sekilde cihaza
verilmistir. Yontemde kullanilan XCMS kodu ile bu kor ¢ozeltiler veri analizine tabi
tutulmustur. Bu sonuclar Tablo 4.4.”de verilen numune sonuglari ile karsilastiriimis ve
numune sonuglarinda olan herhangi bir pikin, kor ¢ozeltide goriilmedigi bulunmustur.
Bu sonug kor ¢ozeltiden analize girisim olmadigini ve bulunan piklerin numuneden

geldigini gostermistir.
5.4.2. Dogruluk

Gelistirilen yontemin dogrulugunu hesaplamak amaciyla, i¢ standart olarak
kullanilan daidzein metabolitinin deneysel olarak bulunan m/z degeri ile, teorik m/z
degeri birbiri ile karsilastirilmistir. Iki degerin arasinda yiizde bagil hata hesabmin
yapildig1 c¢aligmada, en yiiksek hata degeri yaklasik onbinde alti gibi bir deger
olmustur (Tablo 4.13.). Bu deger en fazla 6 ppm’lik bir sapmayla dl¢liim yapildigini
gostermektedir. Tablo 4.5.°de verilen HMDB taramasin1i 10 ppm hata pay1
cergevesinde yapilmistir ve bulunan en biiylik sapma degeri 6 ppm ile bu degerin
icindedir. Bu sonuglar yontemimizin dogruluk derecesinin, metabolomik ¢alismalar

icin yeterli oldugu sonucunu ¢ikartmaktadir.
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5.4.3. Kesinlik

Y ontemin kesinligini incelemek amactyla piklerin alikonma zamanlar1 ve m/z
degerleri olmak iizere iki farkli parametreye bakilmistir. Bu amacla, Tablo 4.4.’de
verilen, miktar1 anlamli olarak degisen pikler listesinde bulunan metabolitlerin, tiim
orneklemdeki alikonma zamanlar1 ve m/z degerleri arasindaki bagil standart sapma
sonuclart Sekil 4.41. ve 4.42.de incelenmistir. Bu sonuglar alikonma zamanlar1 igin

en yiiksek deger 0.35 ve m/z degerleri i¢in en yiiksek deger 5 ppm olarak bulunmustur.
5.4.4. Dogrusallik

Dogrusallik verileri regresyon analizi i¢in de kullanilan ve Bolim 3.3.3.’de
anlatilan diliisyon serisi yontemi ve gore azalan derisimlerde hazirlanan viallerdeki
analiz sonuglar1 baz alinarak yapilmistir. Sekil 4.43. R? degerlerinden yola ¢ikarak
olusturulan, olmasi1 gereken pik siddetlerine karsilik, gozlenen pik siddetlerinin
logaritmik dontisiim grafigidir. Dogrusallik i¢in belirlenen r > 0.90’lik deger grafikte
kesik cizgilerle ifade edilmistir. Buna gore Tablo 4.4.°de verilen ve metabolit
profilleme basamagi icin kullanilan piklerin tamami bu degerin i¢inde dogrusallik
gostermistir. Sekil 4.44 —4.50.”de hedeflenmis metabolomik basamaginda tanimlanan

6 metabolitin dogrusallik grafikleri verilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasi iki farkli hastalik grubundan alinan assit sivisindan LC/MS
yontemiyle metabolomik ¢alismalar yapilarak, assit ayirict tanida kullanilmak {izere
iki grup arasinda metabolom diizeyinde farkliliklar1 bulmay1 hedeflemistir. Yapilan
calismalar sonucunda, iki grup arasinda 141 adet pikin istatistiksel olarak giivenilir ve
miktarinda anlaml farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Bu durum, farkli hastaliklar
sonucu olusan assit sivisinda, metabolom diizeyinde farkliliklar oldugu ve bu
farkliliklarin  tez kapsaminda  gelistirilen yontemle tespit edilebilecegini

gostermektedir.

Kaynaklarda assit sivisini kullanarak farkli hastaliklar1 metabolom diizeyinde

karsilastiran bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Calisma bu acidan 6zgiin niteliktedir.

Hedeflenmis metabolomik c¢alismalari kapsaminda 6 adet metabolitin yapisi
belirlenmigtir. Kaynaklarda bu metabolitlerin saglikli bireylerle farkli viicut
sivilarindan miktarlarin1 karsilastiran ¢alismalar olmakla beraber, assit sivisindan
farkli hastaliklar tizerinden karsilastiran bir ¢alisma bulunamamustir. Kreatinin, DL-
Fenilalanin, Betain, L-Histidin, L-Arginin ve Oksindol metabolitlerinin malign
hastalik sonucu olusan assit s1visi ile malign olmayan hastalik sonucu olusum gosteren
assit sivilar1 arasindaki miktar degisimlerinin belirlenmesi ilk olarak bu g¢alisma

sonuglartyla ortaya konulmaktadir.

Yontem gelistirme ¢alismalari sirasinda farkli numune hazirlama teknikleri,
farkli kromatografi kolonu denemeleri ve farkli MS modlar1 denenmistir. Calismada
en iyi sonuglar1 veren ultrafiltrasyon, HILIC kolon ve pozitif MS modlari, numunede
bulunan metabolitlerin ¢cogunlugunun daha polar yapida metabolitler oldugu sonucunu
gostermektedir. Ultrafiltrasyon ve HILIC kolonlar polar maddelerde daha iyi
performans gostermektedir, buna karsilik metanolle ¢oktiirme ve C18 kolonlar daha
apolar maddeler i¢in uygundur, pik sayilarindaki farkliligin temel sebebi bu olmalidir.
Metabolomik analizlerde daha fazla sayida metaboliti ayn1 anda analiz edebilmek i¢in
metabolit ekstraksiyonu yontemlerinde, metabolitleri alt gruplara ayirip degisik fazlar

seklinde toplamak ve buna gore enjeksiyonlar yapmak verimi daha da arttirabilecektir.
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Calisma sonunda ulasilan sonuglar umut verici olmakla birlikte, kesin degildir.
Tanimlanan metabolitlerin 6zellikle daha genis sayili 6rneklemlerde tekrarlanabilir
sonuglar vermesi gerekir. Bu sonuglarin daha anlamli bir deger olmasi ancak degisik
yas, cinsiyet, beslenme aligkanliklarina sahip hastalardan olusacak biiyiik 6lgekli

orneklemlerde tekrarlanabilir olmasi halinde olacaktir.

Assit s1vist bagli basina hastalik sonucu olusan patolojik bir sivi olmasi
sebebiyle, referans olarak kullanilan kontrol grubu hastalar1 da sirozlu hastalardan
olusturulmustur. Aslinda bu anlamda kontrol grubu da tam anlamiyla bir kontrol grubu
degildir ve ¢alisma iki hastalik durumunu karsilastirma seklinde gerceklestirilmistir.
Assit s1visi daha birgok hastalik sonucu olusabilmektedir, ileride diger hastaliklardan
olusturulan gruplarla da bu caligmalar genisletilmeli ve diger hastalik gruplariyla

birlikte sonuglar tekrar degerlendirilmelidir.

Potansiyel biyobelirte¢ olarak belirlenen metabolitler heniiz biyobelirteg
sayilabilecek kadar saglam verilerle desteklenmemistir. Bu metabolitlerin gorev aldigi
yolaklarda bulunan metabolitlere 06zel ¢alismalarla diger metabolitlerin
miktarlarindaki degisimler de takip edilmelidir. Ayrica gerekli metabolit standartlar
temin edilerek, bu metabolitlerin assit sivisindaki kesin derisimleri hesaplanmalidir.
Bu metabolitlerin plazma, iire gibi diger viicut sivilarinda da benzer sonuclar verip

vermedigi karsilastirilabilir.

Bunun gibi bir ¢ok biyobelirte¢ testini basariyla gegebilen bir veya daha fazla
metabolit olmasi durumunda, bu metabolitlerin analizi i¢in gelistirilecek 6zel
biyosensorler gelistirilebilir. Bu sensorlerin gilinliilk kullanim amaciyla gelistirilen

kitleri ile tan1 ve teshis uygulamalar1 yapilabilir, hastaligin seyri takip edilebilir.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

115

7. KAYNAKLAR

Watson JD, Crick FH. Molecular structure of nucleic acids; a structure for
deoxyribose nucleic acid. Nature. 1953;171(4356):737-8.

Bentley DR. The Human Genome Project-an overview. Medicinal research
reviews. 2000;20(3):189-96.

Jones P. Bioinformatics in the post-genomic age. World Patent Information.
2001;23(4):349-54.

Kitano H. Systems biology: a brief overview. Science. 2002;25(5560):1662-4.

Basaran E, Aras S, Cansaran-Duman D. Genomik, Proteomik, Metabolomik
Kavramlarina Genel Bakis Ve Uygulama Alanlari. Tiirk Hijyen Ve Deneysel
Biyoloji Dergisi.85.

Griffiths W, Karu K, Hornshaw M, Woffendin G, Wang Y. Metabolomics and
metabolite profiling: past heroes and future developments. European Journal
of Mass Spectrometry. 2007;13(1):45-50.

Becker S, Kortz L, Helmschrodt C, Ceglarek U. LC—-MS-based metabolomics
in the clinical laboratory. Journal of Chromatography B. 2012;883:68-75.

Griffiths WJ, Koal T, Wang Y, Kohl M, Enot DP, Deigner HP. Targeted
metabolomics for biomarker discovery. Angewandte Chemie International
Edition. 2010;49(32):5426-45.

Venter JC. A part of the human genome sequence. Science. vol. 299, no. 5610,
2003, p. 1183

Xiao JF, Varghese RS, Zhou B, Nezami Ranjbar MR, Zhao Y, Tsai T-H, et al.
LC-MS based serum metabolomics for identification of hepatocellular
carcinoma biomarkers in Egyptian cohort. Journal of proteome research.
2012;11(12):5914-23.

Zhou B, Xiao JF, Tuli L, Ressom HW. LC-MS-based metabolomics. Molecular
BioSystems. 2012;8(2):470-81.

Strimbu K, Tavel JA. What are biomarkers? Current Opinion in HIV and
AIDS. 2010;5(6):463.

BRCA SG. A strong candidate for the breast and ovarian cancer susceptibility
gene BRCAL. Science. 1994;266:7.

Polascik TJ, Oesterling JE, Partin AW. Prostate specific antigen: a decade of
discovery-what we have learned and where we are going. The Journal of
urology. 1999;162(2):293-306.

Patti GJ, Yanes O, Siuzdak G. Metabolomics: the apogee of the omic triology.
Nature reviews Molecular cell biology. 2012;13(4):263.

Pedersen JS, Bendtsen F, Mpgller S. Management of cirrhotic ascites.
Therapeutic advances in chronic disease. 2015;6(3):124-37.

Raterink R-J, Lindenburg PW, Vreeken RJ, Ramautar R, Hankemeier T.
Recent developments in sample-pretreatment techniques for mass



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

116

spectrometry-based metabolomics. TrAC Trends in Analytical Chemistry.
2014;61:157-67.

Ressom HW, Xiao JF, Tuli L, Varghese RS, Zhou B, Tsai T-H, et al. Utilization
of metabolomics to identify serum biomarkers for hepatocellular carcinoma in
patients with liver cirrhosis. Analytica chimica acta. 2012;743:90-100.

Tokushige K, Hashimoto E, Kodama K, Tobari M, Matsushita N, Kogiso T, et
al. Serum metabolomic profile and potential biomarkers for severity of fibrosis
in nonalcoholic fatty liver disease. Journal of gastroenterology.
2013;48(12):1392-400.

Amathieu R, Nahon P, Triba M, Bouchemal N, Trinchet J-C, Beaugrand M, et
al. Metabolomic approach by 1H NMR spectroscopy of serum for the
assessment of chronic liver failure in patients with cirrhosis. Journal of
proteome research. 2011;10(7):3239-45.

Cao H, Huang H, Xu W, Chen D, Yu J, Li J, et al. Fecal metabolome profiling
of liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma patients by ultra performance
liguid chromatography—mass spectrometry. Analytica chimica acta.
2011;691(1):68-75.

Amathieu R, Triba MN, Nahon P, Bouchemal N, Kamoun W, Haouache H, et
al. Serum 1H-NMR metabolomic fingerprints of acute-on-chronic liver failure
in intensive care unit patients with alcoholic cirrhosis. PloS one.
2014;9(2):e89230.

Lederberg J. 'Ome Sweet 'Omics-- A Genealogical Treasury of Words 2001
[Accessed from: http://www.the-
scientist.com/?articles.view/articleNo/13313/title/-Ome-Sweet--Omics---A-
Genealogical-Treasury-of-Words]

Fiehn O. Metabolomics—the link between genotypes and phenotypes. Plant
molecular biology. 2002;48(1-2):155-71.

Rieder MJ, Uetrecht J, Shear NH, Cannon M, Miller M, Spielberg SP.
Diagnosis of sulfonamide hypersensitivity reactions by in-vitro rechallenge
with  hydroxylamine  metabolites. Annals of Internal Medicine.
1989;110(4):286-9.

Van der Greef J, Smilde AK. Symbiosis of chemometrics and metabolomics:
past, present, and future. Journal of Chemometrics. 2005;19(5- 7):376-86.

Institute UoTB, Research CFf. Individual Metabolic Patterns and Human
Disease: An  Exploratory Study Utilizing Predominantly Paper
Chromatographic Methods, from the Biochemical Institute and the Dept. of
Chemistry, the University of Texas, and the Clayton Foundation for Research,
Austin: University of Texas; 1951.

Gates SC, Sweeley CC. Quantitative metabolic profiling based on gas
chromatography. Clinical chemistry. 1978;24(10):1663-73.

Horning EC, Horning M-G. Metabolic profiles: gas-phase methods for analysis
of metabolites. Clinical chemistry. 1971;17(8):802-9.



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

117

Games DE, Alcock NJ, van der Greef J, Nyssen LM, Maarse H, Ten MC, et al.
Analysis of pepper and capsicum oleoresins by high-performance liquid
chromatography—mass spectrometry and field desorption mass spectrometry.
Journal of Chromatography A. 1984;294:269-79.

Bell JD, Brown JC, Sadler PJ. NMR studies of body fluids. NMR in
Biomedicine. 1989;2(5- 6):246-56.

Plumb R, Castro- Perez J, Granger J, Joncour K, Wright A. Ultra-
performance liquid chromatography coupled to quadrupole- orthogonal time-
of- flight mass spectrometry. Rapid Communications in Mass Spectrometry.
2004;18(19):2331-7.

Soga T, Heiger DN. Amino acid analysis by capillary electrophoresis
electrospray ionization mass spectrometry.  Analytical chemistry.
2000;72(6):1236-41.

Nicholson JK, Lindon JC. Systems biology: metabonomics. Nature.
2008;455(7216):1054-6.

Schmidt CW. Metabolomics: what's happening downstream of DNA.
Environmental Health Perspectives. 2004;112(7):A410.

Differential Effects on Homozygous Twin Astronauts Associated with
Differences in Exposure to Spaceflight Factors (Twins Study) 2016 [Accessed
from:

https://www.nasa.gov/mission_pages/station/research/experiments/1942.html.

]

Borodina I, Nielsen J. From genomes to in silico cells via metabolic networks.
Current Opinion in Biotechnology. 2005;16(3):350-5.

Wishart DS. Metabolomics: applications to food science and nutrition research.
Trends in Food Science & Technology. 2008;19(9):482-93.

Sumner LW, Mendes P, Dixon RA. Plant metabolomics: large-scale
phytochemistry in the functional genomics era. Phytochemistry.
2003;62(6):817-36.

Kell DB. Systems biology, metabolic modelling and metabolomics in drug
discovery and development. Drug discovery today. 2006;11(23):1085-92.

Lin CY, Viant MR, Tjeerdema RS. Metabolomics: methodologies and
applications in the environmental sciences. Journal of Pesticide Science.
2006;31(3):245-51.

Robertson DG, Watkins PB, Reily MD. Metabolomics in toxicology:
preclinical and clinical applications. Toxicological Sciences. 2010;120:S146-
S70.

Xia J, Broadhurst DI, Wilson M, Wishart DS. Translational biomarker
discovery in clinical metabolomics: an introductory tutorial. Metabolomics.
2013;9(2):280-99.

Hamburg MA, Collins FS. The path to personalized medicine. N Engl J Med.
2010;2010(363):301-4.



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

118

Cottingham K. HUSERMET researchers look to the metabolome for answers.
ACS Publications; 2008.

Zhang A, Sun H, Wang P, Han Y, Wang X. Modern analytical techniques in
metabolomics analysis. Analyst. 2012;137(2):293-300.

Trygg J, Gullberg J, Johansson Al, Jonsson P, Antti H, Marklund SL, et al.
Extraction and GC/MS analysis of the human blood plasma metabolome.
Analytical Chemistry. 2005;77(24):8086-94.

Lemire SW, Busch KL. Calibration point for liquid secondary ion mass
spectrometry tandem mass spectra measured with an hybrid mass spectrometer.
Journal of mass spectrometry. 1996;31(3):280-8.

Tolstikov VV, Lommen A, Nakanishi K, Tanaka N, Fiehn O. Monolithic silica-
based capillary reversed-phase liquid chromatography/electrospray mass
spectrometry for plant metabolomics. Analytical chemistry. 2003;75(23):6737-
40.

Dettmer K, Aronov PA, Hammock BD. Mass spectrometry- based
metabolomics. Mass spectrometry reviews. 2007;26(1):51-78.

Guiochon G, Felinger A, Shirazi DG. Fundamentals of preparative and
nonlinear chromatography: Academic Press; 2006.

Tswett M. O novoi kategorii adsorbtsionnykh yavlenii io primenenii ikh k
biokhimicheskomu analizu (On a new category of adsorption phenomena and
their application to biochemical analysis). Lecture at the March. 1903;8:20-39.

Bayer E, Jennings WG, Majors RE, Kirkland JJ, Unger KK, Engelhardt H, et
al. History and Developments in Chromatographic Column Technology and
Validation to 2001. Chromatography: A Science of Discovery. 2010:199-267.

Martin A, Synge RM. A new form of chromatogram employing two liquid
phases: A theory of chromatography. 2. Application to the micro-determination
of the higher monoamino-acids in proteins. Biochemical Journal.
1941;35(12):1358.

Horvath CG, Lipsky S. Use of liquid ion exchange chromatography for the
separation of organic compounds. Nature. 1966;211:748-9.

Theodoridis G, Gika HG, Wilson ID. LC-MS-based methodology for global
metabolite profiling in metabonomics/metabolomics. Trends in Analytical
Chemistry. 2008;27(3):251-60.

Zhang T, Creek DJ, Barrett MP, Blackburn G, Watson DG. Evaluation of
coupling reversed phase, aqueous normal phase, and hydrophilic interaction
liquid chromatography with Orbitrap mass spectrometry for metabolomic
studies of human urine. Analytical chemistry. 2012;84(4):1994-2001.

Buszewski B, Noga S. Hydrophilic interaction liquid chromatography
(HILIC)—a powerful separation technique. Analytical and bioanalytical
chemistry. 2012;402(1):231-47.



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

119

Tang DQ, Zou L, Yin XX, Ong CN. HILIC- MS for metabolomics: An
attractive and complementary approach to RPLC- MS. Mass spectrometry
reviews. 2016;35(5):574-600.

Cubbon S, Antonio C, Wilson J, Thomas- Oates J. Metabolomic applications
of HILIC-LC-MS. Mass spectrometry reviews. 2010;29(5):671-84.

Tolstikov VV, Fiehn O. Analysis of highly polar compounds of plant origin:
combination of hydrophilic interaction chromatography and electrospray ion
trap mass spectrometry. Analytical biochemistry. 2002;301(2):298-307.

Idborg H, Zamani L, Edlund P-O, Schuppe-Koistinen I, Jacobsson SP.
Metabolic fingerprinting of rat urine by LC/MS: Part 1. Analysis by
hydrophilic interaction liquid chromatography—electrospray ionization mass
spectrometry. Journal of Chromatography B. 2005;828(1):9-13.

Fei F, Bowdish DM, McCarry BE. Comprehensive and simultaneous coverage
of lipid and polar metabolites for endogenous cellular metabolomics using
HILIC-TOF-MS. Analytical and bioanalytical chemistry. 2014;406(15):3723-
33.

Arnaudguilhem C, Bierla K, Ouerdane L, Preud’homme H, Yiannikouris A,
Lobinski R. Selenium metabolomics in yeast using complementary reversed-
phase/hydrophilic ion interaction (HILIC) liquid chromatography—electrospray
hybrid quadrupole trap/Orbitrap mass spectrometry. Analytica chimica acta.
2012;757:26-38.

Contrepois K, Jiang L, Snyder M. optimized analytical procedures for the
untargeted metabolomic profiling of human urine and plasma by combining
hydrophilic interaction (hilic) and reverse-phase liquid chromatography
(RPLC)-Mass  spectrometry.  Molecular &  Cellular  Proteomics.
2015;14(6):1684-95.

Cajka T, Fiehn O. Toward merging untargeted and targeted methods in mass
spectrometry-based metabolomics and lipidomics. Analytical chemistry.
2015;88(1):524-45.

Villas- Béas SG, Mas S, Akesson M, Smedsgaard J, Nielsen J. Mass
spectrometry in metabolome analysis. Mass spectrometry reviews.
2005;24(5):613-46.

El-Aneed A, Cohen A, Banoub J. Mass spectrometry, review of the basics:
electrospray, MALDI, and commonly used mass analyzers. Applied
Spectroscopy Reviews. 2009;44(3):210-30.

Dole M, Mack L, Hines R, Mobley R, Ferguson L, Alice Md. Molecular beams
of macroions. The Journal of Chemical Physics. 1968;49(5):2240-9.

Yamashita M, Fenn JB. Electrospray ion source. Another variation on the free-
jet theme. The Journal of Physical Chemistry. 1984;88(20):4451-9.

Guilhaus M. Special feature: Tutorial. Principles and instrumentation in time-
of- flight mass spectrometry. Physical and instrumental concepts. Journal of
Mass Spectrometry. 1995;30(11):1519-32.



72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

120

Sriveena T, Srividya A, Ajitha A, Rao VUM. World Journal Of Pharmacy And
Pharmaceutical Sciences. 2278 — 4357.

Xu C-F, Lu Y, Ma J, Mohammadi M, Neubert TA. Identification of
phosphopeptides by MALDI Q-TOF MS in positive and negative ion modes
after methyl esterification. Molecular & Cellular Proteomics. 2005;4(6):809-
18.

Villas- Boas SG, Hajer- Pedersen J, Akesson M, Smedsgaard J, Nielsen J.
Global metabolite analysis of yeast: evaluation of sample preparation methods.
Yeast. 2005;22(14):1155-69.

Mitra S. Sample preparation techniques in analytical chemistry: John Wiley &
Sons; 2004:1125.

Roessner U, Wagner C, Kopka J, Trethewey RN, Willmitzer L. Simultaneous
analysis of metabolites in potato tuber by gas chromatography—mass
spectrometry. The Plant Journal. 2000;23(1):131-42.

Pesek JJ, Matyska MT, Loo JA, Fischer SM, Sana TR. Analysis of hydrophilic
metabolites in physiological fluids by HPLC- MS using a silica hydride-
based stationary phase. Journal of separation science. 2009;32(13):2200-8.

Courant F, Pinel G, Bichon E, Monteau F, Antignac J-P, Le Bizec B.
Development of a metabolomic approach based on liquid chromatography-
high resolution mass spectrometry to screen for clenbuterol abuse in calves.
Analyst. 2009;134(8):1637-46.

Myint KT, Uehara T, Aoshima K, Oda Y. Polar anionic metabolome analysis
by nano-LC/MS with a metal chelating agent. Analytical chemistry.
2009;81(18):7766-72.

Vuckovic D. Current trends and challenges in sample preparation for global
metabolomics using liquid chromatography—mass spectrometry. Analytical
and bioanalytical chemistry. 2012;403(6):1523-48.

Tiziani S, Emwas A-H, Lodi A, Ludwig C, Bunce CM, Viant MR, et al.
Optimized metabolite extraction from blood serum for 1 H nuclear magnetic
resonance spectroscopy. Analytical biochemistry. 2008;377(1):16-23.

Chang MS, Ji Q, Zhang J, El- Shourbagy TA. Historical review of sample
preparation for chromatographic bioanalysis: pros and cons. Drug
Development Research. 2007;68(3):107-33.

Hagerman AE, Butler LG. Protein precipitation method for the quantitative
determination of tannins. Journal of Agricultural and Food chemistry.
1978;26(4):809-12.

Want EJ, O'Maille G, Smith CA, Brandon TR, Uritboonthai W, Qin C, et al.
Solvent-dependent metabolite distribution, clustering, and protein extraction
for serum profiling with mass spectrometry. Analytical chemistry.
2006;78(3):743-52.

Stoop MP, Coulier L, Rosenling T, Shi S, Smolinska AM, Buydens L, et al.
Quantitative proteomics and metabolomics analysis of normal human



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

121

cerebrospinal  fluid samples. Molecular & Cellular  Proteomics.
2010;9(9):2063-75.

Celebier M. Metabolomik Calismalarda Yazilim ve Veritaban1 Destegi: LC-
MS Verilerinin Degerlendirilmesinde XCMS Kullanimi. Arsiv Kaynak
Tarama Dergisi. 2014;23(2).

Smith CA, Want EJ, O'Maille G, Abagyan R, Siuzdak G. XCMS: processing
mass spectrometry data for metabolite profiling using nonlinear peak
alignment, matching, and identification. Analytical chemistry. 2006;78(3):779-
87.

Katajamaa M, Miettinen J, Oresi¢ M. MZmine: toolbox for processing and
visualization of mass spectrometry based molecular profile data.
Bioinformatics. 2006;22(5):634-6.

Xia J, Psychogios N, Young N, Wishart DS. MetaboAnalyst: a web server for
metabolomic data analysis and interpretation. Nucleic acids research.
2009;37(suppl 2):W652-W6O.

Xia J, Bjorndahl TC, Tang P, Wishart DS. MetaboMiner—semi-automated
identification of metabolites from 2D NMR spectra of complex biofluids. BMC
bioinformatics. 2008;9(1):507.

Xia J, Wishart DS. MetPA: a web-based metabolomics tool for pathway
analysis and visualization. Bioinformatics. 2010;26(18):2342-4.

Haug K, Salek RM, Conesa P, Hastings J, de Matos P, Rijnbeek M, et al.
MetaboLights—an open-access general-purpose repository for metabolomics
studies and associated meta-data. Nucleic acids research. 2013;41(D1):D781-
D6.

Smith CA, O'Maille G, Want EJ, Qin C, Trauger SA, Brandon TR, et al.
METLIN: a metabolite mass spectral database. Therapeutic drug monitoring.
2005;27(6):747-51.

Wishart DS, Tzur D, Knox C, Eisner R, Guo AC, Young N, et al. HMDB: the
human metabolome database. Nucleic acids research. 2007;35(suppl_1):D521-
Dé6.

Draghici S, Khatri P, Tarca AL, Amin K, Done A, Voichita C, et al. A systems
biology approach for pathway level analysis. Genome research.
2007;17(10):1537-45.

Dunn WB, Broadhurst D, Begley P, Zelena E, Francis-Mclntyre S, Anderson
N, et al. Procedures for large-scale metabolic profiling of serum and plasma
using gas chromatography and liquid chromatography coupled to mass
spectrometry. Nature protocols. 2011;6(7):1060-83.

Wu L, Mashego MR, van Dam JC, Proell AM, Vinke JL, Ras C, et al.
Quantitative analysis of the microbial metabolome by isotope dilution mass
spectrometry using uniformly 13 C-labeled cell extracts as internal standards.
Analytical biochemistry. 2005;336(2):164-71.



98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.
109.

110.

111.

122

Sysi-Aho M, Katajamaa M, Yetukuri L, Oresi¢ M. Normalization method for
metabolomics data using optimal selection of multiple internal standards. BMC
bioinformatics. 2007;8(1):93.

Eliasson M, Rannar S, Madsen R, Donten MA, Marsden-Edwards E, Moritz T,
et al. Strategy for optimizing LC-MS data processing in metabolomics: a
design of experiments approach. Analytical chemistry. 2012;84(15):6869-76.

Yu T, Jones DP. Improving peak detection in high-resolution LC/MS
metabolomics data using preexisting knowledge and machine learning
approach. Bioinformatics. 2014;30(20):2941-8.

Libiseller G, Dvorzak M, Kleb U, Gander E, Eisenberg T, Madeo F, et al. IPO:
a tool for automated optimization of XCMS parameters. BMC bioinformatics.
2015;16(1):118.

Provencher SW. Estimation of metabolite concentrations from localized in
vivo proton NMR spectra. Magnetic resonance in medicine. 1993;30(6):672-9.

De Livera AM, Dias DA, De Souza D, Rupasinghe T, Pyke J, Tull D, et al.
Normalizing and integrating metabolomics data. Analytical chemistry.
2012;84(24):10768-76.

Arroyo V, Ginés P, Gerbes AL, Dudley FJ, Gentilini P, Laffi G, et al.
Definition and diagnostic criteria of refractory ascites and hepatorenal
syndrome in cirrhosis. Hepatology. 1996;23(1):164-76.

Gines A, Escorsell A, Gines P, Sal6 J, Jiménez W, Inglada L, et al. Incidence,
predictive factors, and prognosis of the hepatorenal syndrome in cirrhosis with
ascites. Gastroenterology. 1993;105(1):229-36.

Karan Ma, Araz M, Erten N, Vatansever S, Tascioglu C, Giiler K, et al. Asit
Ayirict Tanisinda Asit Sivist Fibronektin Konsantrasyonunun Yeri. Turkiye
Klinikleri Journal of Gastroenterohepatology. 1996;7(2):111-7.

Guideline IHT. Validation of analytical procedures: text and methodology. Q2
(R1). 2005;1.

Boyd E, Schmidt W. Performance Enhancing Drugs Overview.

Woitas RP, Stoffel-Wagner B, Flommersfeld S, Poege U, Schiedermaier P,
Klehr H-U, et al. Correlation of serum concentrations of cystatin C and
creatinine to inulin clearance in liver cirrhosis. Clinical chemistry.
2000;46(5):712-5.

Giannini E, Botta F, Fumagalli A, Malfatti F, Testa E, Chiarbonello B, et al.
Can inclusion of serum creatinine values improve the Child—Turcotte—Pugh
score and challenge the prognostic yield of the model for end- stage liver
disease score in the short- term prognostic assessment of cirrhotic patients?
Liver international. 2004;24(5):465-70.

Alessandria C, Ozdogan O, Guevara M, Restuccia T, Jiménez W, Arroyo V, et
al. MELD score and clinical type predict prognosis in hepatorenal syndrome:
relevance to liver transplantation. Hepatology. 2005;41(6):1282-9.



112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

123

Wiesner R, Edwards E, Freeman R, Harper A, Kim R, Kamath P, et al. Model
for end-stage liver disease (MELD) and allocation of donor livers.
Gastroenterology. 2003;124(1):91-6.

Zhang D-X, Dai Y-D, Yuan S-X, Tao L. Prognostic factors in patients with
pancreatic cancer. Experimental and therapeutic medicine. 2012;3(3):423-32.

Nguyen V, Hurton S, Ayloo S, Molinari M. Advances in Pancreatic Cancer:
The Role of Metabolomics. JOP Journal of the Pancreas. 2015;16(3):244-8.

OuYang D, Xu J, Huang H, Chen Z. Metabolomic profiling of serum from
human pancreatic cancer patients using 1H NMR spectroscopy and principal
component  analysis.  Applied  biochemistry and  biotechnology.
2011;165(1):148-54.

Knox W. Two mechanisms which increase in vivo the liver tryptophan
peroxidase activity: specific enzyme adaptation and stimulation of the
pituitary-adrenal system. British journal of experimental pathology.
1951;32(5):462.

Heller B, Fischer E, Martin R. Therapeutic action of D-phenylalanine in
Parkinson's disease. Arzneimittel-Forschung. 1976;26(4):577.

Ranjan P, Gupta A, Kumar S, Gowda N, Ajjapa G, Ranjan A, et al. Detection
of new amino acid markers of liver trauma by proton nuclear magnetic
resonance spectroscopy. Liver International. 2006;26(6):703-7.

Tessari P, Vettore M, Millioni R, Puricelli L, Orlando R. Effect of liver
cirrhosis on phenylalanine and tyrosine metabolism. Current opinion in clinical
nutrition and metabolic care. 2010;13(1):81-6.

Tessari P, Kiwanuka E, Vettore M, Barazzoni R, Zanetti M, Cecchet D, et al.
Phenylalanine and tyrosine kinetics in compensated liver cirrhosis: effects of
meal ingestion. American Journal of Physiology - Gastrointestinal and Liver
Physiology. 2008;295(3):G598-G604.

Jagenburg R, Olsson R, Regardh C-G, Rodjer S. Kinetics of intravenous
administered L-phenylalanine in patients with cirrhosis of the liver. Clinica
Chimica Acta. 1977;78(3):453-63.

Ji C, Kaplowitz N. Betaine decreases hyperhomocysteinemia, endoplasmic
reticulum stress, and liver injury in alcohol-fed mice. Gastroenterology.
2003;124(5):1488-99.

Abdelmalek MF, Angulo P, Jorgensen RA, Sylvestre PB, Lindor KD. Betaine,
a promising new agent for patients with nonalcoholic steatohepatitis: results of
a pilot study. Am J Gastroenterol. 2001;96(9):2711-7.

Fujimori K, Ohta D. Isolation and characterization of a histidine biosynthetic
gene in Arabidopsis encoding a polypeptide with two separate domains for
phosphoribosyl-ATP  pyrophosphohydrolase and  phosphoribosyl-AMP
cyclohydrolase. Plant physiology. 1998;118(1):275-83.

Saito H, Goodnough LT, Boyle JM, Heimburger N. Reduced histidine-rich
glycoprotein levels in plasma of patients with advanced liver cirrhosis: Possible



126.

127.

128.

129.

130.

124

implications for enhanced fibrinolysis. The American journal of medicine.
1982;73(2):179-82.

Zoli M, Marchesini G, Dondi C, Bianchi G, Pisi E. Myofibrillar protein
catabolic rates in cirrhotic patients with and without muscle wasting. Clinical
Science. 1982;62(6):683-6.

Wu G, Bazer FW, Davis TA, Kim SW, Li P, Rhoads JM, et al. Arginine
metabolism and nutrition in growth, health and disease. Amino acids.
2009;37(1):153-68.

Diaz GJ, Skordos KW, Yost GS, Squires EJ. Identification of phase I
metabolites of 3-methylindole produced by pig liver microsomes. Drug
metabolism and disposition. 1999;27(10):1150-6.

Moroni F, Carpenedo R, Venturini I, Baraldi M, Zeneroli ML. Oxindole in
pathogenesis of hepatic encephalopathy. The Lancet. 1998;351(9119):1861.

Riggio O, Mannaioni G, Ridola L, Angeloni S, Merli M, Carla V, et al.
Peripheral and splanchnic indole and oxindole levels in cirrhotic patients: a
study on the pathophysiology of hepatic encephalopathy. The American
journal of gastroenterology. 2010;105(6):1374-81.



8. EKLER

Ek 1. Etik Kurul Onay Sayfasi

T.C.
\,Q HACETTEPE UNiVERSITESI
- Girigimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

Say1 : 16969557 — 25§ 2 8 Mat wu

ARASTIRMA PROJESI DEGERLENDIRME RAPORU

Toplanti Tarihi +19.03.2014 CARSAMBA
Toplanti No 1 2014/05
Proje No

- GO 14/187 (Degerlendirme Tarihi 19.03.2014)
Karar No : GO 14/187 - 26

Umven:sitemiz Thp Fakaltesi I¢ Hastaliklari Anabilim Dali Gastroenteroloji Bilim Dali 6gretim
uyelerinden Prof Dr.Seyfettin KOKLU’niin sorumlu aragtirmaci  oldugu Prof Dr Sacide
ALTINOZ, DogDrlncilay SUSLU, YrdDog.DrMustafa CELEBIER, Uzm DrOmer
OZTURK, Uzm Dr.Cemil KAMILOV ve Dr.Mazhyd VEISALOV ile birlikte galisacaklart
GO 14/187 kayit numarali ve “Assit Aywricr Tamisinda Assit Metabolom Tayini” baglkl

proje onerisi arastirmanin gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis
olup, etik agidan uygun bulunmustur

1.Prof. Dr. Nurten Akarsu /7/} (Bagkan)

9 Prof. Dr. Melahat Gorduysus (Uye)
GOREVLI / GOREVLI
2Prof Dr. Nitket Ornek Buken (Uye) 10. Prof. Dr. Cansin Sackesen

3 Prof. Dr. m Sara (Uye) 11. Prof. Dr. R. Koksal Ozgiil i ;

u@l EUYC) 12. Prof. Dr. Ayse Lale Dogan /[‘ J ‘
5. Prof. Dr. Cenk S6kmensiier (Uye) 13 Dog. Dr. S. Kutay Demirkan Kt‘ p
6. Prof. Dr. Volga m (Uye) 14. Prof. Dr Leyla @ (Uye)
7. Prof. % (Uye) 15. Yrd. Dog. Dr. H. Hiisrev Turnagol

o
€5 G o

8. Prof. Dr. Yilmaz Selim Erdal (Uye) 16. Av. Meltem Onurlu‘%"yﬂ

;l;;:li(e;bn{;érsilcsi Girigimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
06100 Sihhiye-Ankara ; o
Telefon: 0 (312) 305 1082 » Faks: 0 (312) 310 0580 » E-posta: goctik@hacettepe.edu.tr

4. Prof. Dr. Sevda F.

Ayrintih Bilgi igin:

T



Ek 2. XCMS kurulumu i¢in kullanilan kod.

## try http:// if https:// URLs are not supported
source("https://bioconductor.org/biocLite.-R"™)

biocLite("xcms™)
Ek 3. IPO yazilim i¢in kullamilan kod.

# try http:// if https:// URLs are not supported
source("https://bioconductor.org/biocLite.-R"™)

biocLite("IPO™)
Ek 4. IPO optimizasyon kodu.

library (IP0)

peakpickingParameters <-

getDefaultXcmsSetStartingParams('matchedFilter')

#setting levels for step to 0.2 and 0-3 (hence O0.25 is the

center point)
peakpickingParameterssstep <- c(0.2- 0.3)
peakpickingParameterssfwhm <- c(40. 50)

#setting only one value for steps therefore this parameter

is not optimized

peakpickingParametersssteps <- 2

time.xcmsSet <- system-time({ # measuring time
resultPeakpicking <-

optimizeXcmsSet(files = datafileslI-

params = peakpickingParameters-

nSlaves = 1l



subdir = NULL)

retcorGroupParameters <=

getDefaultRetGroupStartingParams()
retcorGroupParameterssprofStep <- 1
retcorGroupParameterssgapkExtend <- 2.7

time.RetGroup <- system-time({ # measuring time
resultRetcorGroup <-

optimizeRetGroup(xset = optimizedXcmsSetObject-

params = retcorGroupParametersa

nSlaves = 1.

subdir = NULL)
writeRScript(resultPeakpicking$best_settingssparametersa-

resultRetcorGroupsbest_settings)
Ek 5. Kullamlan XCMS kodu.

xset <- xcmsSet(method="centWave™. peakwidth=c(11l.5, 34),
ppm=34.25, noise=0- snthresh=10- mzdiff=0.0045,
prefilter=c(3. 100). mzCenterFun="wMean™. integrate=l-

fitgauss=FALSE. verbose.columns=FALSE. nSlaves=Y)

xset <- retcor(xset. method="obiwarp"T.plottype="nonem-
distFunc="cor_opt™. profStep=l-. center=3. response=l-
gapInit=0.3k. gapExtend=2.13. factorDiag=2. factorGap=1l-
localAlignment=0)

xset <- group (xset . method="density"- bw=1l2.4-

mzwid=0.0L8k-. minfrac=0.748+ minsamp=l-. max=50)
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