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OZET Metabolomik calismalar, son yillarda ortaya ¢ikan bilimsel ve
teknolojik gelismelerle beraber hastaliklarin erken teshis ve tedavisi
basta olmak tiizere ¢ok ¢esitli aragtirma alanlarinda kendine yer bul-
mustur. Metabolitler insan viicudunda meydana gelen biyokimyasal re-
aksiyonlara katilan veya bu reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan, diisiik
molekiil agirlikl kimyasal bilesenlere verilen genel addir. Viicutta bu-
lunan metabolitlerin tiimii, metabolom terimi ile ifade edilir. Metabo-
lomik ise miimkiin oldugunca fazla sayida metabolitin, ileri analitik
teknikler ile dlgiilmesidir. Tlgili sonuglar istatistiksel olarak degerlen-
dirilir ve hastalik durumu veya tedavi sekli gibi belirlenen bir degisken
iizerinden kontrol grubuyla karsilastirilir. Boylece metabolom diize-
yindeki degisim ortaya ¢ikarilir, miktart degisen metabolitler tespit edi-
lir ve hastalik durumundan etkilenen metabolik yolaklar tanimlanabilir.
Metabolomik c¢alismalar, metabolom diizeyi ile ilgili anlik bilgi sagla-
yabilmesi sayesinde genom diizeyinde aydinlatilan genotipe ek olarak
fenotipin metabolom diizeyinde incelenebilmesini saglar. Bu ¢alisma;
metabolomik ¢aligmalarin kokenleri, bugiinkii durumu ve gelecekte oy-
nayabilecegi roller lizerine hazirlanmis bir derlemedir. Gliniimiizde
metabolom diizeyinde biyobelirte¢ kesfi igin yaygin olarak gergek-
lestirilen s1vi kromatografisi-kiitle spektrometrisi (LC-MS) temelli
hedeflenmemis metabolomik ¢aligmalarda yasanan giincel problem-
ler de bu derleme kapsaminda degerlendirilmistir. Ozellikle kanser
arastirmalarinda siklikla s6z edilmeye baslanan sivi biyopsi tanimini
uygulamaya gecirmek i¢in klinik uygulamalarda metabolom diize-
yinde gergeklestirilecek caligmalar biiyiilk 6nem arz etmektedir.
Yakin gelecekte hedeflenmemis metabolomik ¢aligsmalar sonucu elde
edilen bilgi hedeflenmis ¢aligmalar ile valide edilerek metabolom dii-
zeyinde farkli hastaliklar i¢in erken tan1 ve siire¢ inceleme amaciyla
kullanilabilecek ¢ok sayida yeni biyobelirtec klinik uygulamalarda ken-
dine yer bulacaktir.

Anahtar Kelimeler: Metabolomik; metabolom; sistem biyolojisi;
biyokimyasal olaylar

ABSTRACT Along with the scientific and technological developments
that have emerged in recent years, metabolomic studies have found
themselves a place in a wide range of research fields especially includ-
ing early diagnosis and treatment of diseases. Metabolites are the gen-
eral names given to low molecular weight chemical components that
participate in biochemical reactions or occurring as a result of bio-
chemical reactions in the human body. The term metabolome is used to
refer to all the metabolites found in the system of a body. Metabolomics
is the measurement of as many metabolites as possible using advanced
analytical techniques. The relevant results are evaluated statistically and
compared with the control group over a determined variable such as dis-
ease status or treatment method. Thus, the change in the metabolome
level is clarified, the amount of metabolites that are varying are deter-
mined and the metabolic pathways affected by the disease condition can
be identified. Metabolomic research provides insight into the metabolome
level, allowing the phenotype to be examined at metabolome level in ad-
dition to the genotype illuminated at genome level. This study is about the
historical development of metabolomic studies, the current situation on
metabolomic studies and the roles it could play in future. Current prob-
lems experienced in liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS)
based untargeted metabolomic studies, which are widely performed for
biomarker discovery at metabolome level, are also evaluated within the
scope of this review. In order to put into practice, the definition of liquid
biopsy, which is frequently mentioned in cancer researches, studies con-
ducted at the level of metabolome in clinical applications are of great im-
portance. In the near future, the information obtained as a result of
untargeted metabolomic studies will be validated with targeted studies,
and many new biomarkers that can be used for early diagnosis and pro-
cess examination for different diseases at the metabolome level will find
their place in clinical applications.

Keywords: Metabolomics; metabolome; systems biology;
biochemical phenomena

I OMiK CALISMALARA GENEL BAKIS

1953 yilinda Nature dergisinde Watson ve ark. tara-
findan “Niikleik Asitlerin Molekiiler Yapisi: Deoksi-
riboz Niikleik Asit I¢in Bir Yap1” ismiyle yayimlanan

caligma sayesinde DNA’nin ¢ift sarmal yapisi hak-
kinda ilk bilgilere ulagilmistir.! 199011 y1llara gelin-
diginde baslatilan “Insan Genom Projesi” ile insan
genomunun tiim haritasi ortaya ¢ikarilmaya ¢aligil-
mis, hastaliklarin genom dizilimleriyle baglantilar
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$EKiL 1: Hucre icerisinde gerceklesen olaylar sonucu genomdan proteoma artan karmasik yapi ve hicre icerisinde ilgili molekullerin tahmini sayilari.

arastirilmaya baslanmistir.> 2003 yilinda sonlanan
projeyle “postgenomik ¢ag” denilen, genlerin tran-
slasyonu, genom-proteom iliskileri ve genom-meta-
bolom iligkilerini inceleyen yeni bir donem
acilmigtir.’ Bugiin bu ¢aligmalar sonucuyla ortaya
cikan ve “sistem biyolojisi” olarak adlandirilan ca-
ligma alaniyla birden fazla omik ¢aligma arasinda
baglantilar kurulup, anlamli sonuglara ulagilabilmek-
tedir.* Sekil 1°de, omik calismalarin ilgi alanlar1 ve
fenotiple baglantilari, ayrica omik ¢aligmalara gore
analizi hedeflenen gen, protein ve metabolit miktar:

sematize edilmistir.

I METABOLIT, METABOLOM VE
METABOLOMIiK KAVRAMLARI

Hiicre tarafindan sentezlenen veya enzimatik reaksi-
yonlar sonucu olusan, diisiik molekiil agirlikli kim-
yasal bilesiklerin her biri metabolit olarak
adlandirilir. Hiicredeki metabolitlerin tamamina ise
bir biitlin olarak metabolom denilmektedir. Yunanca
kokenli omik eki, metabolom terimine eklenerek me-
tabolomla ilgilenen anlamina gelen metabolomik te-
rimini tiiretir. Metabolomik ¢aligmalar, bir hiicre veya
dokuda bulunan metabolitlerin miktarlarinin 6lgiil-
mesi, tanimlanmasi ve ¢aligma kapsaminda belirle-
nen degiskenler iizerinden birbirleriyle
karsilastirilmasidir.’ Tani ve tedavi amagli olarak me-
tabolit analizleri, uzun siiredir uygulanmasina ragmen
metabolit profilleme ¢alismalariyla hiicre i¢inde veya
fizyolojik sivilarda var olan ¢ok sayida metabolitin
analiz edilmesi ve profillenmesi sonucu, ¢esitli has-

taliklarin molekiiler diizeyde etki mekanizmalarini
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aydinlatmaya ve dolayisiyla metabolom diizeyinde
hastalik stirecleriyle ilgili biyobelirtecleri bulmaya
yonelik ¢aligmalar yeni yeni artmaktadir.'° Biyobe-
lirteg, bilindigi lizere bir hastaligin tani, teshis ve te-
davisini takip etmeye yarayan biyomolekiillere
verilen genel addir.'" Ornek olarak BRCA, gen mu-
tasyonlar1 gogiis kanseri riskini belirlemede kullani-
lan bir genetik biyobelirtegtir.!* Glukoz metaboliti
diyabet hastaliginda, kreatinin ise bobrek fonksiyon-
larin1 6l¢mede biyobelirteg olarak kullanilan meta-
bolitlerdendir.”? Klinik metabolomik calismalarda
nihai hedef, biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek me-
tabolitlerin tespit edilmesidir.

Metabolomik ¢alismalar, en genel anlamiyla me-
tabolit profilleme ve hedeflenmis metabolomik
olmak {izere 2 ana basliga ayrilirlar. Metabolit pro-
filleme basamagi, belirlenen bir degisken (6rnegin bir
hastalik durumu) tizerinden tanimlanan gruplar ara-
sinda, metabolom diizeyindeki olasi farkliliklar1 goz-
lemlemek amaciyla yapilan ¢aligmalardir. Metabolit
profilleme basamagindan elde edilen verilerle, seci-
len metabolitleri tanimlamak, yapilarint aydinlatmak
ve miktarlarini belirlemek amaciyla hedeflenmis me-
tabolomik ¢aligmalar1 yapilir.'*

Metabolitler; oligoniikleotidler, sekerler, peptid-
ler, niikleozidler, organik asitler, ketonlar, aldehitler,
aminler, amino asitler, lipidler, steroitler, alkaloidler
ve ilaglar gibi kimyasal bilesiklerdir ve molekdil agir-
liklar1 genelikle 1500 Da’un altindadir.” Bu bilesik-
ler, metabolik yolaklar wvasitasiyla hiicresel
reaksiyonlara katilir veya iiriin olarak ¢ikarlar. Meta-

bolitler ve metabolitlerin olusturdugu metabolom ve
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genomun aksine beslenme, cinsiyet, yas ve hastalik
gibi cevresel degiskenlerden anlik olarak etkilenir.

I GUNCEL DURUM TESPITi: METABOLOMIK
CALISMALARIN TARIHSEL GELISIMi VE
INSAN METABOLOM PROJESINE GIDEN YOL

Omik bilimler ve metabolomik gorece yeni alanlar
olmasina karsin bugiin metabolit olarak tanimladigi-
miz viicuttaki baz1 kimyasal bilesiklerin ¢esitli viicut
stvilarindan analiziyle tan1 ve teshis amactyla kulla-
nilmasi eskilere dayanir.'® Modern metabolomik ¢a-
ligmalar ge¢mis birkag 10 yila bakilarak takip
edilebilirken, kokenleri ise Antik Caglara uzanan
ilkel analitik yontemlere kadar varabilmektedir. Ta-
rihte bilinen en eski érneklerden birisi, MO 2000 y1l-
larinda Antik Cin uygarliginda diyabet tanis1 koymak
amacityla uygulanan ve karincalarin idrar numunele-
rine gore degerlendirilen ilkel bir analiz teknigi ve
tan1 koyma yontemidir.'” Orta Cag déneminde Ulrich

=199

Pinder, “iire tekerlegi” adini1 verdigi bir renk tayfi mo-
dellemesiyle baz1 hastaliklara teshis ve tan1 koymaya
calismistir. Modern metabolomik c¢aligmalarin bas-
langict ise Williams ve ark. tarafindan 1950’11 yilla-
rin baginda gerceklestirilen ¢alisma olarak kabul
edilebilir.'® Williams bu ¢alismada, alkolikler, sizof-
reni hastalari, mental bozukluk ve daha bir¢ok hasta-
lik gruplarindan 6rnekler toplayarak 200.000’den
fazla kagit kromatografisi analizi gerceklestirmis ve
sonuglart hastalik gruplarina gore ayirarak ilk profil-

leme ¢alismasini yapmustir.

Williams’in ¢alismalar1 umut verici sonuglar
vermesine karsin, yontem ve uygulamadaki zorluk-
lar yeni caligmalar1 geciktirmis, benzer arastirmala-
rin devam etmesi 1970’1i yillar1 bulmustur. Bu
tarihlerde, gaz kromatografisinde olusan bilimsel ve
teknolojik ilerlemeler sonucu ¢aligmalar ¢esitlenmeye
ve hiz kazanmaya baglamistir.'”” 1971 yilindaki gaz
kromatografisi temelli ¢alismasinda Hornings, “me-
tabolit profilleme” terimini kaynaklarda ilk kullanan
arastirmaci olarak goze ¢arpmaktadir.® 1980°1i yil-
lardaki metabolomik ¢alismalarda 2 yeni analitik tek-
nigin kullanilmaya baslandig1 yillar olarak dikkat
¢cekmektedir. Games ve ark. tarafindan 1984 yilinda
gerceklestirilen ve karabiber bilesenlerini inceleyen
arastirma “s1vi kromatografisi-kiitle spektrometresi
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(LC-MS)” cihaziyla yapilan ilk metabolomik calis-
malardandir.?! 1989 yilinda ise Bell ve ark., viicut si-
vilarindan metabolit profilleme deneyleri yaparak,
“niikleer manyetik rezonans (NMR)” cihazin1 meta-
bolomik galismalara katan ilk grup olmuslardir.”> LC-
MS ve NMR yontemlerinin de katilimiyla beraber
1990’11 yillar her gelisen analitik ve biyoinformatik
teknolojinin metabolomik caligmalara da entegre
edilmeye baslandigi yillar olmustur. Yine 1990’11 yil-
larda “kapiller elektroforez” ve “ultra performanslh
sivi kromatografisi [ultra performance liquid chro-
matography (UPLC)]” ile yapilan profilleme arastir-
malar1 da metabolomik ¢aligmalar arasina girmeye
baglamigtir.*?* Fiehn, 2002 yilinda yayimlanan ma-
kalesinde metabolom terimini ilk kez kullanmistir.?

Insan Metabolom Projesi [Human Metabolome
Project (HMP)] ilk kez 2005 yilinda tanimlanmis ve
insan metabolomunun ortaya ¢ikarilmasi i¢in calig-
malara baglanmigtir. Diger omik alanlara gére meta-
bolomik ¢aligmalarin bu kadar yeni tarihli olmasinin
sebebi hipotezin yani hastaliklarin teshisi, tanis1 ve
tedaviye yanit siirecini incelemede viicut igerisinde
miktari artan veya azalan metabolitlerin biyobelirteg
olarak kullanilabilecegi diisiincesinin hayata gegiril-
mesinde, teknolojik olarak gerekli imkanlarin daha
onceki yillarda var olmamasidir. $6yle ki herkes ta-
rafindan bilinen kreatinin ve bilirubin yillardir biyo-
belirte¢ olarak bobrek ve karaciger fonksiyonlarini
incelemede ve hastaliklarin teshisi i¢in ve tedaviye
yanit siirecini takip etmede kullanilan 2 dnemli me-
tabolittir. Ancak viicut igerisinde giincel rakamlara
gore >15.000 endojen metabolit gezinmektedir. Bu
metabolitler, metabolik yolaklarla iliskilidir ve has-
talik durumuna bagl olarak metabolik yolaklardaki
degisimlerden etkilenmekte ve miktarlar1 saglikli bir
insana gore farklilasmaktadir. Dolayisiyla daha diin
i¢in bilim kurgu gibi goriinen bir metot olan “liquid
biopsy” yani sadece idrar, kan, omurilik sivisi, tiikii-
riik gibi biyolojik sivilar hatta nefes drnekleri alina-
rak bir kisideki metabolit diizeylerinin saglikli
kisilerle karsilastirilmasi siireci artik teknolojik ola-
rak miimkiin olabilmektedir. Bu bilgiler, kisilerin
hangi hastaliklara yakalanmis oldugunu veya hangi
hastalik siire¢lerinin basladigini ve hatta tedaviye ne
sekilde yanit verdigini, yanit verip vermedigini sap-
tayabilecek niteliktedir.
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Ocak 2005 tarihinde baslatilan ve Genome Ca-
nada tarafindan finanse edilen 7,5 milyon dolarlik
HMP’nin ana hedefleri su sekilde belirlenmistir:

1. Hastaliklarin tanimlanmasi, teshisi ve tedavi-
siyle tedaviye yanit siirecini incelemede metabolomla
hastalik arasinda metabolik yolaklar {izerinden iliski
kurulmasi,

2. Tlag metabolizmasi ve toksikolojisinin deger-
lendirilmesi,

3. Insan metabolizmas1 ve insan genomu ara-
sinda bir baglanti olusturulmasi,

4. Metabolomik ¢aligmalar i¢in bir yazilim ge-
listirilmesi.

Oyle ki HMP basladiginda heniiz insan viicu-
dunda gezinen eksojen (disaridan alinan ve viicut ta-
rafindan iiretilemeyen) ve endojen (viicut tarafindan
iretilebilen) metabolitlerin ¢ogu heniiz tanimlanma-
misti. HMP araciligiyla kurulan insan Metabolom
Veri
(HMDB)], bugiin icin geliserek 4.0 siiriime yiiksel-
tilmistir (http://www.hmdb.ca). Bu siiriimle birlikte
HMDB, yeni 6zellikler kazanmasinin yaninda kayitli
metabolit sayisin1 114.100’e ylikseltmistir. Wishart
ve ark. tarafindan 2017 yilinda yayimlanan bir ¢alis-
mada HMDB’nin her bir siiriim ile birlikte ne kadar
gelistigi agikga ortaya konulmaktadir.?®

HMDB 3.0 siirtimii 2013 y1linda, HMDB 2.0 sii-
riimii ise 2009 yilinda yaymlandigima gére HMDBye
kayitli metabolit sayisinda 10 yil icerisinde
114100/6408=17,80 katlik degisim, metabolomik
calismalarin neden daha dnceki senelerde hak ettigi

Bankast1 [Human Metabolome Database

sekilde gerceklestirilemedigini gozler oniine ser-
mektedir. Ayrica giincel verilerde heniiz daha 82.274
metabolitin varliginin anlasilmis ama heniiz tanimla-
namamis olmasi son derece ilgi ¢ekicidir.

Elbette ki HMDB’nin bu derece ilerlemesinde
HMP’nin pay1 biyliktiir. Ancak tek basina HMP,
bdylesi bir ilerlemeyi saglayamazdi. Bu ilerlemenin
altinda:

m {leri analitik teknikler ve cihaz teknolojisin-
deki gelisim,

m Bilgisayar teknolojisindeki gelisim,

m Yazilim teknolojisindeki gelisim,

m Konuya ilgi duyan bilim insani sayisindaki
artis da azimsanmayacak kadar 6nem tagimaktadir.
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Biitiin bu parametreler tek tek irdelenecek
olursa, AstraZeneca firmasindan Tony Bristow tara-
findan European Pharmaceutical Review isimli po-
(Www.
europeanpharmaceuticalreview.com) 2011 yilinda

ptler bilim dergisi/web sitesinde
yayimlanan “Evolution and revolution in time-of-
flight mass spectrometry and its impact on research
within the pharmaceutical industry” isimli ¢aligmada
2008 yilindan 2011 yilina kadar gegen 3 yilda MS ci-
hazlarinin “rezoliisyon” yani ayiriciliginin 2 kat art-
t181, 2006 yilindan 2009 yilina kadar gegen 3 yilda
ise “accuracy” yani dogrulugunun 2 kat arttig1 goste-

rilmektedir.

Yiiksek performansli sivi  kromatografisi
(HPLC) cihazlarimm UPLC cihazlarina doniisiim sii-
reci de son 10 yila ait bir gelismedir. Gritti ve Gu-
iochen tarafindan 2012 yilinda yaymlanan bir
calismada, simdi neredeyse standart hale gelen 1,7
mm partikiil ¢apli kolonlarin 2006 yilinda kullanil-
maya baglandig goriilmektedir.?’

Cihaz teknolojisindeki degisimlere paralel olarak
bilgisayar teknolojisindeki degisimler de son 10 y1lda
g6z alicidir. Tlk akill telefonun 2007 yilinda piyasaya
ciktig1 digiiniiliirse son 10 yilda bilgisayar teknoloji-
sindeki degisim agikca goriilecektir. 2007 yilinda 128
MB olan ortalama bir USB bellege ait kapasite bugiin
icin neredeyse 128 GB’a (1.000 kat artig) ulagmistir.
Yeni teknoloji bir S1vi Kromatografisi-Ugus Zamanl
Kiitle Spektrometresi (Q-TOF LC/MS) cihazinda ger-
ceklestirilen metabolit profilleme ¢aligmasina ait 1 sa-
atlik bir gradient ellisyon programindan elde edilen
verinin yaklasik 0,5 GB yer kapladig: diisiiniiliirse
cihaz teknolojisindeki gelisimin, bilgisayar teknoloji-
siyle ne sekilde desteklendigi de agik¢a goriilecektir.
2007 yilinda bugiin elde edilen bir metabolomik veriyi
isleyecek bilgisayar, siiper bilgisayar olarak anilirken,
bugiin masaiistii bilgisayarlar metabolomik veriyi is-
leyebilecek diizeydedir.

1| GUNCEL DURUM TESPITI:
SIVI KROMATOGRAFISI KUTLE
SPEKTROMETRISi TEMELLI METABOLOMIK
CALISMALARDA KULLANILAN YAZILIMLAR

LC/MS ile elde edilmis bir kromatogramda metabo-
lomik veriyi isleyebilecek yazilimlarin tarihi

HMP’nin baglangicina dayanmakla birlikte geligimini
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tamamlayarak islevsel hale gelmesi 2009 yilin1 bul-
mustur. Bu yazilimlar igerisinde giincel ve en ¢ok
kullanilan yazilimlardan birisi XCMS’dir (https://
xcmsonline.scripps.edu/landing_page.php?pgcon-
tent=mainPage).

2006 yilinda R programlama dili altinda ¢aligan
bir yazilim olarak yoluna baglayan XCMS, 2012 y1-
linda online ¢aligan bir platform 2018 yilinda ise bir
enstitli haline gelmistir. (https://xcmsonline.scripps.
edu/landing_page.php?pgcontent=institute).?**

XCMS, metabolomik ¢alismalar i¢in gelistirilen,
“R” istatistik yazilimi tabanli, agik kaynak kodlu bir
yazilimdir. XCMS, girilen parametreler dogrultu-
sunda ham datay1r matematiksel modellemelere ¢evi-
rir. XCMS, piklerin belirlenmesi, érnek setindeki
diger numunelerdeki piklerle eslestirilmesi, pik sid-
detlerinin karsilastirilmasi, istatistiksel testler ve ay-
rilmis elde
kullanilir.*%3' XCMS’nin en 6nemli 6zelligi agik kay-
nak kodlu olmasidir. Yani XCMS’ye ait kaynak kod-
larin1 herhangi bir aragtirmaci, ticari amact olmadigi
takdirde serbest olarak kullanabilir. Buna en giizel
ornek Ingiltere merkezli IDEOM’dur.*? IDEOM, ku-
ruldugu dénemde XCMS’ nin kolay kullanilmasini
saglayan (R programlama dili bilmeye gerek olma-
dan) bir Excel arayiiziidiir.

iyon kromatogramlarini etmede

XCMS’ye alternatif yazilimlardan baglica olani
ise MZmine’dir.** MZmine ile XCMS’yi karsilasti-
ran yayinlar hilen yayimlanmaktadir.** Ancak te-
melde her ikisi de artik kabul gérmiis bir algoritma
olan “CentWave” algoritmasini kullanmaktadirlar.*®
CentWave algoritmasini kisaca agiklamak gerekirse;
x ekseni zaman, y ekseni intensite, z ekseni ise m/z
degeri olan bir LC/MS kromatogrami i¢in o kroma-
togramda hangileri ger¢ekten bir metabolite ait pik,
hangileri metabolite ait pik degil ortaya koymak i¢in
piklere ait baz1 parametreler iizerinden (6rnegin,en
kiigiik ve en biiyiik pik genisligi ne kadar olmali vb.)
pikleri ortaya ¢ikarmaktir.

XCMS ve MZmine haricinde farkli platformlar
da kurulmakla birlikte artik temel yaklasim XCMS
kaynak kodlarini kolay kullanilabilir hale getirme ve
yeni Ozellikler katma ¢abasidir.

Celebier tarafindan 2014 yilinda yayinlanan der-
leme caligmada metabolit profillemede XCMS’nin
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onemi su ciimleyle ortaya konulmaktadir: “2 farkli
grup i¢in (0rnek olarak hasta ve saglikli grup) beser
kez LC/MS analizi yapilan bir metabolit profilleme
calismasinda her 1 grup icin 5 adet LC/MS ve 2 grup
icin toplam 10 adet LC/MS kromatogrami olacaktir.?!
Bu gruplar i¢gin uygulanan yonteme bagli olarak ana-
liz siiresinin 30 dk ve taranacak m/z degerlerinin 50-
500 arasinda oldugu diisiintilsiin. Boyle bir caligmada
her 1 sn i¢in dedektor tarafindan taranan verinin top-
lam1 oldukga biiyiiktiir. Her 1 dk i¢in belki de onlarca
farkli metabolit kolondan elue olacak ve kiitle spekt-
rometresinde analiz edilecektir. Bu metabolitlerin de-
risimleri birbirinden oldukg¢a farkli olacagima gore
bunlara ait piklerin intensiteleri de birbirinden tama-
men farkli olacaktir.

Boyle bir ¢aligmada tekrarli analizler i¢in ayrim
teknigindeki (LC) hata payindan dolay1 metabolitler
farkli zamanlarda kolondan elue olabilecek ve de-
deksiyon teknigindeki (kiitle spektrometresi) hata pa-
ymdan dolay1 her bir metabolit icin m/z degerleri
arasinda bir miktar da olsa farklilik goriilecektir. Eger
ne aradigimizi veya neler aradigimizi biliyorsak bu
ufak varyasyon ¢ok da problem olmayabilir; ancak
ylizlerce metabolitin farkli gruplar igin profillendigi
bir ¢aligmada ufak gibi goriinen bu farkliliklar yii-
ziinden metabolitlerin tespit edilmesi ve tanimlan-
mas1 imkansiz olmamakla birlikte zaman alic1 ve zor
bir siirectir. Ozellikle diisiik derisimdeki metabolit-
ler, insan emegiyle kromatogramlarin taranmasi sira-
sindan gozden kagabilir veya zemindeki giiriiltiiyle
karistirilabilirler.

XCMS, biitiin bu sorunlarin iistesinden gelmek
ve farkli gruplar i¢in metabolit diizeyindeki farklilik-
lar1 teshis etmek amaciyla kullanilan ve “R” prog-
ramlama dili altinda ¢alisan, internet lzerinden
erisilebilen ve kar amaci tasimayan bir yardimci ya-
zilimdr.

Nevedomskaya ve ark. tarafindan gerceklestiri-
len bir ¢alismada metabolit olan kreatinin (m/z
114,12+0,05) i¢in analiz sonucu go¢ zamanini goste-
ren elektroferogrami ve XCMS ile miidahale edilmis
elektroferogrami arasindaki fark, giincel yazilimlarin
hedeflenmemis ve hedeflenmis analizlerde sagladigi
fayday1 gozler oniine sermektedir.’ ilgili calismada,
farklh 6rneklerde farkli intensitelere sahip kreatin pi-
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kinin, diger metabolitler igerisinden “CentWave” al-
goritmasi ve istatistiksel bir analizle tespit edilip, go¢
zamanindaki degisimin istatistiksel sinirlar igerisinde
yorumlanip, biitiin kromatogramlar icin eslestirilmesi
insan emegiyle oldukca zordur. Kald1 ki boyle bir is-
lemi binlerce metabolit i¢in insan emegiyle gergek-
lestirmek Ongoriilemez bir zaman kaybidir. Belki
hedeflenmis bir metabolit i¢in bu islem yapilabilir
ancak hedeflenmemis bir profilleme ¢alismasinda bi-
linmeyenler igerisinde bu islemi yapmak fazlasiyla
zaman alicidir.

| GUNCEL DURUM TESPITI:
METABOLOMIK CALISMALARDA
YASANAN PROBLEMLER

Insan metabolom projesinin ortaya ¢ikisinin dolayl
sebepler haricinde nihai sebebi; hastaliklarin tanim-
lanmasi, teshisi ve tedavisiyle tedaviye yanit siirecini
incelemede metabolomla hastalik arasinda metabolik
yolaklar iizerinden iliski kurulmasr idi. Insan genom
projesi bir¢ok bagariya imza atsa da hastaliklarin
erken teshisi konusunda istenilen basariya yeterince
ulasamamistir.’”” Bunun en belirgin sebebi, insanlarin
genomunun sadece %]1’inin birbirinden farkli olusu
ve ayrica genomun statik yani duragan olusu sonucu
fenotiple ilgili yeterli bilginin elde edilememesidir.
Ornegin meme kanseri olan birgok kiside BRCA,
geni olmasa dahi hastalik niiksedebilmektedir. Bu
durum, genlerin yani sira fenotiple de iliskilidir. He-
pimizin bildigi lizere kisinin yasam tarzi, obezite, si-
gara, kullanilan ilaglar vb. bir¢ok dis faktor meme
kanseri daha dogrusu kanserle iliskilendirilmektedir.
Oysaki meme kanseriyle ilgili 2010 yilinda gergek-
lestirilen Kanada merkezli bir metabolomik c¢alis-
mada, meme kanseri ve yumurtalik kanserinin
idrardaki metabolitlerin miktarinda meydana gelen
degisiklikten yararlanilarak erken teshisin olanakli ol-
dugu ifade edilmigtir.’® Caligmada, erken teshis edi-
len meme kanserinde 5 yil igerisinde hayatta kalma
oranmin %100 oldugu belirtilerek ¢alismanin 6ne-
minden s6z edilmistir. NMR ile gerceklestirilen bu
calisma gilincel bakis agisiyla incelendiginde en dik-
kati ¢eken nokta 67 tane ne oldugunu bilinmeyen
ancak tespit etilen metabolit miktarinin, meme kan-
seriyle birlikte istatistiksel olarak anlamli derecede
degistigidir. Ilgili yillarda metabolomik ¢aligmalar,
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kromatografi agirlikli degil, NMR agirlikli ¢aligma-
lard1. Bu tiir ¢aligmalarda metabolitlerin ne oldugunu
ortaya ¢ikarilmadan diizey degisiminin istatistiksel
olarak ortaya konulmasi dahi anlaml sonug olarak
kabul edilmektedir. 2010 y1linda GC-MS ile idrardan
gercgeklestirilen bir diger metabolomik ¢alismada 5
adet metabolit miktarinin meme kanserine bagl ola-
rak idrarda miktarinin degistigi ortaya konulmustur.*
Ancak yine bu ¢aligmada ilgili metabolitlerin neler
oldugu tanimlanamamistir. Sadece m/z degerleri yani
dolayli olarak kiitleleri ve alikonma zamanlari bilin-
mektedir. Hatta arastirmaci ne oldugunu bilmedigi
metabolitlere birer kod vermis ve de bu metabolitle-
rin miktarlarindaki degisime bagli olarak meme kan-
seri tanisiyla ilgili bir tablo olusturmustur. 2010
yilinda HMDB 2.0 siiriimii igerisinde sadece 6.000
civart metabolit tanimlidir. Dolayisiyla 2 grubu, yani
saglikli ve hasta grubu birbirinden Temel Bilesenler
Analizi (PCA) ile ayirabilmek yeterli bir veri olarak
kabul gormektedir.

Yukarida s6z edilen Kim ve ark. gerceklestirdigi
calismada belki de miktar1 artan ve azalan ancak ta-
nimlanamayan metabolitler kanserle iligkili ¢ok
onemli bir metabolik yolaga ait metabolitlerdir ve de
meme kanseri olusumu sirasinda bu metabolik yolak
etkilendiginde ilgili metabolitlerin miktarlarinda de-
gisimler gézlenmektedir.* Ancak o yillarda tanimla-
namamis olan bu metabolitler glinimiizde HMDB
vb. veri bankalar1 araciligiyla tespit edilebilmektedir.
Burada da en temel problem, bir metabolit pikinin Q-
TOF LC/MS gibi <1,0 ppm dogruluga sahip bir ci-
hazla tespitinde dahi, ilgili metabolite ait m/z degeri
ve dolayistyla kiitle degerinin birden fazla metabo-
litle eslesebiliyor olmasidir. Bunu somut bir drnek
iizerinden agiklamak gerekirse fenilketoniiri hastali-
ginin, kandaki fenilalanin diizeyiyle iligkisinin heniiz
bilinmedigini hayali bir ortamda gerceklestirilen he-
deflenmemis metabolomik ¢alismada Q-TOF LC/MS
gibi hassas bir cihazla galisildiginda kan plazmasinda
molekiil agirligr 165,1891 olan bir pikin miktarmnin
hastalarda artmis oldugu goriilecektir. Bu kiitle de-
geri, fenilalaninin kiitlesine esittir. Fakat, cihazin hata
pay1 ve rastgele hatalar dolayisiyla m/z degeri, dola-
yistyla kiitle degeri 10 farkli hasta ve 10 farkli saglikli
birey i¢in 165,1886-165,1912 araliginda okunabile-
cektir. Ayrica ilgili pike ait alikonma zamanlar1 da
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12,67-12,72 araliginda dagilim gosterebilecektir. Bu-
rada birinci sorun hem kiitle hem alikonma zamani
hem de hastaliga bagli diizeydeki degisim sonucu
olusan varyasyonun binlerce pik arasindan ilgili pik
i¢in nasil tespit edilecegidir. Kisaca “Alikonma za-
mani 12,67 dk olan ve kiitle degeri 165,1786 olan pik
ile alikonama zaman 12,72 olan ve kiitle degeri
165,2264 olan pik ayn1 m1?” sorusuna yanit bulun-
mas1 gerekecektir. Bu sorunun iistesinden XCMS ge-
lebilmektedir. XCMS, sirayla pikleri bulma,
eslestirme ve o pike ait varyasyonu ortaya koyabilme
kapasitesine sahip algoritmalar igerir. XCMS ile il-
gili pikin %95 giiven seviyesinde her bir numune i¢in
ayn1 metabolite ait oldugu bilgisini edinilebilecektir.
Bundan sonra yapilacak ilk is ilgili pikin hangi me-
tabolite ait oldugunun veri bankalar1 araciligi ile ta-
ramasidir. Ancak HMDB ile ilgili aralik girildiginde
fenilalanin de dahil olmak iizere 13 adet metabolitin
ilgili pikle eslestigi goriilecektir. Benzokain vb. ek-
sojen metabolitler listeden elense dahi endojenler ara-
sinda da ilgili metabolitin fenilalanin olduguna ait net
bir kanit yoktur. Dolayisiyla hedeflenmis caligmalara
gecilmeden hedeflenmemis ¢aligmalar {izerinden me-
tabolom diizeyinde biyobelirte¢ dnerebilmek olduk¢a
zordur ancak hedeflenmemis ¢alismalar olmadan da
yeni biyobelirteglerin tanimlanabilmesi siireci zaman
alicidir.

| GALISMADA ADI GEGEN YAZILIM
VE VERI BANKALARI ILE ILGIL|
OZET BILGILENDIRME

Kiitle spektrometresi verilerinin istatistiksel analizi
icin tasarlanmig biyoinformatik yazilimlardir. Hedef-
lenmemis metabolomik verileri, istatistiksel olarak
islemek iizerine odaklanmis, clde edilen sonuglari
gorsellestirebilen agik kaynak kodlu mimariye sahip-
tirler.

CENTWAVE

XCMS uygulamalarinda ham veri igerisinde var olan
metabolit piklerinin farkli gruplar i¢in eslestirilmesi,
istatistiksel olarak degerlendirilmesi ve 6zet bir tablo
halinde sunulmasi i¢in kullanilan bir algoritmadir.
XCMS igerisine gdmiilii vaziyettedir. Bir sinyalin pik
olup olmadigin1 matematiksek olarak ortaya koymay1
saglar. XCMS’ye girilen parametreler 1s181nda meta-
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bolit piki oldugunu varsaydig: tiim sinyalleri kullani-
ciya Ozet bir tablo ve gorsel olarak iletebilir. Hatali
pozitif sonuglar vermeye de sebep olabilen bu algo-
ritmanin sonuglarinin tek tek kontrol edilmesi
ve/veya cesitli istatistiksel analizlere tabi tutulmasiyla
hatali pozitif sonuglardan miimkiin oldugunca kurtu-
labilmek miimkiindiir.

IDEOM

Hedeflenmemis metabolomik ¢alismalarda ham ve-
riyi igleyebilmek {izere programlanmig, MS Excel al-
tinda ¢alisan bir arayiizdiir. Alikonma zamani indeksi
gibi farkli 6zellikleriyle igerisinde barindirdig ka-
yith veri ile ham verinin iglenme siirecine yardimda
bulunur.

HMDB

Insan metabolome veri tabani, insan viicudunda bu-
lunan kiigiik molekiillii metabolitlerle ilgili kapsamli
bilgilere serbestge erisimi saglayan ¢evrimici bir veri
tabanidir. Genome Canada tarafindan finanse edilen
insan metabolom projesi aracilifiyla hazirlanmis-
tir. Klinik biyokimyada halihazirda kullanilan kreati-
nin, bilirubin gibi iyi bilinen metabolitlerden heniiz
yeni kesfedilen metabolitlere kadar fiziksel, kimya-
sal, biyokimyasal ve klinik bilgiye ayn1 cat1 altinda
ulagim imkani1 saglar.

0 SONUC

METABOLOMIK CALISMALAR NEREYE GiDiYOR?

Hastalik durumu ve tedaviye yanit siireci gibi du-
rumlarla iligkili biyobelirteclerin ortaya ¢ikarilma-
sina iliskin caligmalarda daimi yaklasim
hedeflenmemis c¢aligmalar yani metabolit profille-
medir. Metabolit profilleme, ne arandig1 bilinmeden
gerceklestirilen ve ilgili hipotezin sadece “2 grup
arasinda metabolom diizeyinde degisiklikler olus-
mal1” temeli lizerine dayandigi ¢alismalardir. Me-
tabolomik calismalarin bir diger tiri olan
hedeflenmis metabolomik ¢aligmalarda ise hastalik
durumuna bagli olarak miktar: degisim gosteren po-
tansiyel metabolitler (metabolit profilleme sonu-
cunda bulunan) ya da hastalik durumunda
etkilendigi diisiiniilen metabolik yolaklardaki me-
tabolitlerin miktarlari, ilgili metabolitlere ait stan-

dartlar kullanilarak tespit edilmektedir.
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Zhang ve ark. 2017 yilinda Oncotarget dergi-
sinde yayinladiklar1 “Metabolomics for biomarker
discovery in the diagnosis, prognosis, survival and
recurrence of colorectal cancer: a systematic review”
isimli c¢alismalarinda 1998 yilindan 2017 yilina
kadar kolorektal kanserle ilgili biyobelirte¢ bulma
calismalarindan elde edilmis sonuglar bir arada der-
lenmistir.*® Calismanin metabolomik ¢alismalarla il-
gili en ilging yonii kolorektal kanserle ilgili
gergeklestirilmis biitiin metabolomik ¢alismalar so-
nucu tespit edilen biyobelirtegleri bir tablo halinde
Ozet olarak sunabilmesidir. Aslinda beklenen durum,
kolorektal kansere bagli olarak plazma ve idrarda
ayn1 metabolitlerin miktarlarinda degisim gozlenmis
olmas1 ve bir kere gerceklestirilmis bir kolorektal
kanser-metabolomik c¢aligmasinin tekrarina ihtiyag
duyulmamasidir. Fakat burada dikkat edilmesi gere-
ken nokta, metabolomun dinamik olusu ve toplum-
dan topluma hatta ayni toplum ig¢inde cevresel
faktorlere bagh olarak degisim gosteriyor olmasidir.
Aslinda saglikli ve hasta diye 2’ye ayrilmis her bir
grup, metabolomik caligmalar icin kendi i¢inde on-
larca varyasyona sahip birden fazla gruptur. Dolay1-
styla kolorektal kanserle iligkili biitiin metabolomik
calismalardan elde edilen nihani ve rafine bilgi ancak
kolorektal kanserin erken teshisinde kullanilabilecek
bilgidir. Sirf bu yiizden Amerikan Gida ve Ilag Dai-
resi de heniliz metabolitlerin birgogunu hastaliklar
i¢in birer biyobelirte¢ olarak kabul etmeye karsi ¢e-
kinceyle yaklagsmaktadir.

Metabolomik ¢aligmalarda ayni hastalik i¢in bi-
yobelirte¢ olarak dnerilen metabolitlerle iliskili var-
i¢i
iliskilendirilmemelidir. Metabolitler, genler veya pro-
teinler gibi tek tip bilesikler degildir. Ortak tek 6zel-
likleri molekiil agirliklariin <1,5 kDa olusudur. Ne
kimyasal olarak ne de fiziksel olarak birbirleriyle

yasyonlar sadece grup varyasyonlarla da

baska higbir iliskileri yoktur ve sayilar1 yiiz binlerle
ifade edilmektedir. Béyle bir durumda biitiin meta-
bolomu profilleyebilecek bir analitik yontem heniiz
gelistirilememistir ve teorik olarak LC-MS bazli bir
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yontem de biitiin metabolomu tek bagina profilleye-
mez.

Sonug olarak, metabolomik c¢alismalar kisisel-
lestirilmis tip uygulamalari, hastalik tan1 ve siireg in-
celemesi, beslenme tarziyla ilgili klinik calismalar,
ilag aragtirmalar1 vb. bir¢ok alanda kendine yer bul-
maktadir. Yakin gelecekte, bir damla kan numune-
sine uygulanabilecek rutin kan testleriyle kisinin,
saglik durumuna dair metabolom diizeyinde anlik bil-
giye ulagmasini saglayabilecek bilimsel altyap1 ku-
rulmus olacaktir. Gelisen yazilim ve bilgisayar
teknolojisiyle buna paralel olarak ilerleyen analitik
cihaz teknolojisi sayesinde her giin metabolom ve
metabolitlere dair bildiklerimize yenileri eklenmek-
tedir. Metabolomik caligsmalardaki gelismelerle bir-
likte canli metabolizmasi her gegen giin daha da iyi
anlasilmaktadir.
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