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«  Canlihgin en 6nemli gbstergelerinden biri dinamik bir dengeye sahip olmasidir.

- Organizmalarda farmakoterapi, beslenme, cevresel ve genetik faktorlere bagl
zamanla c¢esitli degisiklikler gorular.

« Bu degisiklikler hastaliklarin ortaya c¢ikmasina veya biyolojik sistemdeki

(hiicre, doku ve organ) dengesinin bozulmasina neden olmaktadir.



* Oldukca karmasik bir yapiya sahip olan biyolojik sistemin incelemesinde
sistemler biyolojisi (sisteomik) denilen yeni bir yaklasim ortaya ¢cikmistir.

«  Sisteomik biyolojik sistemin cesitli basamaklarindaki yapisal ve isleyise bagli
degiskenler ile biyolojik sistemler arasindaki iliskiyi inceler.

- Sisteomik terimi; genomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik

terimlerinin tamamini kapsamaktadir.
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« Metabolom; molekiler fenotipin kimyasal karsiligi olarak tanimlanmakta ve
fenotip ile genotip arasindaki bagin kurulmasina yardimci olmaktadir.

* Metabolomlar; protein, hicre duvari, RNA ve DNA gibi yapilarin yapisinda
yer alir veya metabolizmanin dizenlenmesinde gorevlidirler.

* Bu nedenle son yillarda biyokimya, farmakoloji ve toksikolojik calismalarda

metabolomik analizlerine siklikla bagvurulmaktadir.



llk érnegini antik yunan déneminde goérdiigiimiz metabolomik calismalarinin modern anlamda

yayginlagsmasi son 20 yilda gergeklesmistir.

Metabonomik ve metabolomik gibi farkli isimlendirmeler kullaniimistir. Ancak bu iki terim birbirinin

yerine kullanilabilmektedir.

Metabonomik; canh  bir organizmada
genetik faktorlere veya patofizyolojik
uyaranlara bagh ortaya ¢ikan cok faktorll
kantitatif ~ olarak

metabolik cevabin

Olculmesi olarak tanimlamistir.

Metabolomik terimini biyolojik sistem
icerisindeki tim metabolitlerin kapsamli ve

kantitatif analizi olarak tanimlamistir.




Metabolomik; biyolojik sistemlerde yer alan 1kDa-1.5kDa’dan daha
kiclUk  molekdllerin  tanimlanmasi  ve  kantitasyonu  olarak

tanimlanmaktadir.

« Genomik ve proteomikten farkli olarak insan metabolom kompozisyonu tam olarak anlasilabilmis
degildir.

- Insan metabolomlari igin kullanilan sinirli sayida veri bankasi bulunmaktadir

Human Metabolome Database-HMDB (http://.hmdb.ca)

METLIN (http://metlin.scripps.edu)

KEGG(http://www.genome.jp/kegq).
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Welcome to HMDB Version 3.6

The Human Metabolome Database (HMDB) Is a freely avallable electronic database containing detalled Iinformation about small molecule Tweets by @wishartLab
metabolites found In the human body. It IS Intéended to be used for applications In metabolomics, clinical chemistry, blomarker discovery and general
education. The database IS desis N or link three Kinds of data: 1) chemical data, 2) clinical data, and 3) molecular blology/blochemistry
data. The database conta 2.003 metabolite Jntries Including both water-soluble and lipld soluble metabolites as well as metabolites that would
be regarded as either abund sfatively rare (< 1 nM). Additionally, 5,701 protein sequences are linked to these metabolite entries
Each MetaboCard entry contains more than 110 data fields with 2/3 of the Information being devoted to chemicalclinical data and the other 1/3
devoted 1o enzymatic or blochemical data. Many data fields are hyperlinked to other databases (KEGG, PubChem, MetlaCyc, ChES!, PDB, UniProt
and GenBank) and a variety of structure and pathway viewing applets. The HMDB database supports extensive text, sequence, chemical structure
and relational query searches. Four additional databases, DrugBank, T3D8, SMPDE and FooDB are also part of the HMDB sulte of databases
DrugBank contains equivalent Information on ~1600 drug and drug metabolites, T3D8 contains Information on ~3600 common toxins and
environmental poliutants, SMPDB contains pathway diagrams for ~700 human metabolic and disease pathways, while FooDB contains equivalent
Information on ~28,000 food components and food additives
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METABOLOMIKTE FARKLI YAKLASIMLAR

METABOLIK PARMAK izi

CIKARILMASI (UNTARGETED)

METABOLIK PROFiL
CIKARILMASI (TARGETED)

METABOLIK AYAK iZININ
CIKARILMASI

UNTARGETED

TARGETED

Benzer fizikokimyasal
ozellige sahip veya
benzer biyokimyasal
yolaga ait ve Onceden
belirlenen  metabolitlerin
tanimlanmasi ve
dizeylerinin  belirlenmesi
amagclanmaktadir.

Targeted analizde
Onceden olusturulmus bir
hipotez mevcuttur.

Metabolit ayak izinin ¢ikariimasi ise
daha c¢ok  mikrobiyolojik  ve
biyoteknolojik caligmalarda
kargsimiza ¢ikmaktadir. Bu analizde
hicre ici metabolitlerden ¢ok
sekrete edilen metabolitler ile
ilgilenilmektedir.

SEMITARGETED

Daha 6nce tanimlanmig olan ¢ok
saylida (~ 100) metabolitin diizeyinin
tanimlanmasi veya varliginin
gosterilmesi




Belli bir biyolojik sistemdeki mimkin olan en fazla metabolitin tespit edilmesi
amaclanmaktadir.

Tespit edilmesi muhtemel metabolitler hakkinda 6énceden herhangi bir bilgi
yoktur.

Bu nedenle untargeted metabolomik analizinde mumkin olan en fazla
metabolit tanimlanmaya c¢aligilir.

Untargeted metabolomik analizleri siklikla iki grubun karsilastiriimasi igin

kullanilmaktadir ( hasta-saglikli, ayni hastaligin farkli dereceleri gibi).



Secreted metabolites
exo-metabolome

Metabolic footprinting
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Metabolic profiling

Determination of whole metabolome
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« Biyobelirtec tespitinde

Metabolik yolak analizlerinde

*  Enzim substrat iliskisinin degerlendiriimesi

- |lac aktivite calismalarinda



Metabolomlarin fizikokimyasal yapisindaki farkhlik

ve biyolojik sistemlerin kompleks yapisi nedeniyle

tek bir analitik yontemle tim metabolitlerin tespit

edilmesi mumkan degildir.

Bu nedenle untargeted metabolomik analizinde

farkli analitik teknikler kullaniimaktadir.

Bunlar;

Kutle spektrometri ile eslesmis  farkl

seperasyon teknikleri (gaz kromotografi, s:w_’ =N YAYGIN

kromotografi ve kapiller elektroforez)

Nukleer manyetik rezonans (NMR)



« NMR teknolojisinde molekulin c¢ekirdegindeki manyetik rezonans tespit
edilmektedir ve hidrojen atomu iceren tum bilesiklerin tespit edilebilmesine
olanak saglamaktadir.

« NMR teknolojisi metabolomik calismalari icin en ileri teknoloji olarak
gorulmektedir.

 Ornekler igin 6n hazirlama agsamasi icermemektedir.

« NMR teknolojisi c¢cok pahali olmasi sebebiyle yaygin olarak

kullanilamamaktadir.



«  Metabolomik ¢alismalarda en sik kullanilan tekniklerden biridir.

«  GC' nin kromatografik ayrim kapasitesi yiuksektir ancak sadece ugucu metabolitlerin
ayrimini saglar ve dolayisiyla ucucu olmayan ¢ogu biyomolekdl icin tireviendirme
gerekebilmektedir.

« GC ile kromatogorafik ayrimlarda tekrarlanabilirlik yliksektir,

*  GC-MS uygulamalari i¢in halihazirda alikonma zamani indekslerini de iceren bircok
veribankasi bulunmaktadir.

« GC-MS ile molekdl agairligi 18-350 Da arasindaki metabolitler seperasyona

ugratilabilir.



LC-MS

Ultra performans sivi kromatografisi cihazlari (UPLC) ile kromatografik ayrim

gelistirilmistir.

GC ile kiyaslandiginda en buyuk avantaji daha fazla sayida metabolitin ayrimina izin
vermesidir.

LC-MS ic¢in C18 ve HILIC kolonlarin kullanildigi protokoller kullanilabilmektedir.

LC-MS ucucu olmayan, termal olarak unstabil, genis polarite araligina sahip

metabolomlarin tespit edilebilmesi icin tercih edilmektedir.



YONTEM AVANTAJ DEZAVANTAJ
Kitle spektrometre o Yiksek sensitivite . Yiksek hacimli 6rnek gereksinimi
. Genis tespit araligi . Dusuk tekrarlanabilirlik
o Veri bankalarina kolay ulasim ve kolay | e Sicaklik ve cihaz ekipmanlari ile temas

metabolit tanimlama
Farkli  seperasyon teknikleri ile
birlestirilebilme

fazla oldugundan metabolitlerin tahrip
olma olasiligi daha fazla

Nikleer manyetik rezonans

Hizh

Metabolitlerin tahrip olma olasihgi daha
az

Ornek manipilasyonu daha az

Sistem pargalari ile temas az
Kontaminasyon riski az

Doku analizlerinde daha uygun

. Dusuk sensitivite
. Kantitasyon daha zor

Kapiller elektroforez

Dustk hacimli érneklerle ¢aligilabilir
Daha az kit veya kimyasal kullanimi

. Stabil olmayan elektroozmotik akim
akim nedeniyle migrasyon
zamanlarinda ciddi deg@isim gorulebilir.




 Untargeted metabolomik analizlerinde orneklerin farkh analitik
yontemlerle calisiilmasi tavsiye edilmektedir. Ancak bu cihazlarin
yuksek maliyeti nedeniyle tek bir laboratuvarin tim cihazlara sahip
olmasi pek mumkun degildir.

» Metabolomik analizlerinde kullanilacak yodntemin belirlenmesinde o
yontem icin hazirlanmis metabolom veri bankasinin olmasi gerekir.

« Ornegin HUSERMET serum metabolom veri bankasidir ve GC-MS, LC-
MS ve NMR i¢in verilere sahiptir.

« Calisilacak 6rnek tipide kullanilacak yontemi etkileyebilir.



» Metabolomik analizlerinde; Serum, plazma, idrar,
BOS, lenf sivisi, safra, gaita, tukurdk, hicre ve
doku gibi farkli 6rnek tipleri kullanilabilir.

- Ornekte ortaya c¢ikacak bir problem etik
problemlerde dahil olmak Uzere telafisi cok zor

sorunlarin ortaya cikmasina neden olabilir.



murine

m blood (plasma/serum)
nsaliva

m tissue extracts

= exhaled breath




Serum ve plazma birgok fizyolojik ve patofizyolojik durum hakkinda bilgi verebilir.

Venoz ve arteriel kan drnekleri metabolom igerigi yontunden farklilik gostermektedir.

Plazma ve serum metabolom igerigi yonunden farklilik gosterebilir. Bu fark 6zellikle karbonhidratlar

ve aminoasitler.

Serum hazirlanig sekli bakimindan plazmaya gére daha kolay elde edilebilen bir drnektir.
Cok merkezli calismalarda ve analizin yapilacagi yerden uzak bdlgelerde 6rnek toplama

asamasi iceriyorsa serum tercih edilmelidir.



- Plazma elde edilirken kullanilan antikoagulanlar
untargeted metabolomik analizini etkileyebilir.
* Bircok calismada antikoagulan olarak EDTA kullanilsa da

lityum heparinli tip kullanimi tavsiye edilmektedir.



- Kolay alinabilmesi ve invazif iglem gerektirmemesi nedeniyle tercih edilen bir
ornek taraddr.

- Daha cok spot idrar kullaniimaktadir.

* Analiz Oncesi idrar ornegindeki kreatinin ve idrar osmolalite degerleri
belirlenmelidir.

+ 24 saatlik idrar ornegin toplanmasi ve saklanmasi zor

- Spot idrar kullanimindaki en Onemli problem kisiler arasinda metabolom

dlzeyleri yoninden ciddi konsantrasyon farkhligi olmasidir.



- Tukdruk yapisinda bircok sitokin, hormon, enzim, antikor, lipid ve nikleik asit
barindirmaktadir.

*  En 6nemli avantaji girisimsel bir islem gerektirmeden daha az maliyetle hizli ve
kolay bir sekilde toplanabilmesidir.

- Ozellikle sik drnek toplanmasi gereken durumlarda, yasli ve bebeklerde tercih
edilebilir.

* Agiz, meme ve pankreas kanserleri, diyabetes mellitus ve noOrodejeneratif

hastaliklar



- Bu asamalarda yapilacak bir hata biyoinformatik analizlerde
hataya ve sonuclarin yanlis yorumlanmasina neden olabilir.

- Ornekler toplanirken mutlaka sirkadiyen ritim gibi preanalitik
faktorler g6z dninde bulundurulmalidir.

- Untargeted metabolomik calismalarinda iki grup karsilastirildigi
Icin gruplara ait kan orneklerinin ayni zaman diliminde alinmasi

onemlidir.



- Orneklerin saklanmasi asamasi metabolomlarin kimyasal ve
enzimatik yikimlarinin engellenmesi icin nemlidir.

- Ornegin toplanmasi ile analizi arasinda uzun sire bulunmasi
durumunda 1si1, 1sik, nem, cOzme dondurma siklusu nedeniyle
metabolomlar yikilabilir veya farkli bir metaboloma donusebilir.

» ATP, glukoz 6 fosfat gibi (< 1 sn) ve ketakolmainler (1-2 dk)

- Ornekler hemen calisiimayacaksa hizli bir sekilde dondurulmalidir.
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Metabolomik ¢alismalar; metabolitlerin ayrimini saglayan metabolit ayrim teknikleri (Gaz kromatografisi, sivi
kromatografisi ve kapiler elektroforez), metabolitlerin analizini saglayan dedeksiyon teknikleri (Kitle

spektroskopisi ve Nikleer manyetik rezonans spektroskopisi), metabolitlerin teshisini ve tanimlanmasini

saglayan yazilim-veribankasi kulanimi ve istatistiksel degerlendirmeden olusmaktadir




+ broader coverage

+ higher throughput
+ higher temporal/spatial resolution

Automation of epectral dala processing
« peak identification

« ion annotation

+ data management

+ network-based approaches
« stoichiometric/kinetic modeling
+ integration with other information layers

insight

Cumant Opinion i Baotechnology '

Data interpretation and hypothesis generation |

Ornegin hazirlanmasi

internal standart-kalite kontrol
orneklerin hazirlanmasi

Kortun hazirlanmasi
Kromotografi kontrol solusyonun
hazirlanmasi

Deriverizasyon (GC-MS)
Liyofilizasyon ve yeniden ¢cozme
(LC-MS)

Analiz (30 dk)

Verilerin islenmesi (piklerin
identifikasyonu

Biyoinformatik analiz
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Procedures for large-scale metabolic profiling of
serum and plasma using gas chromatography and
liquid chromatography coupled to mass spectrometry

Warwick B Dunn'?, David Broadhurst®!, Paul Begley?, Eva Zelena?, Sue Francis-McIntyre?, Nadine Anderson?,
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'Manchester Centre for Integrative Systems Biology, Manchester Interdisciplinary Biocentre, University of Manchester, Manchester, UK. “School of Chemistry, Manchester
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Mass
Spectrometry-Based
Metabolomics

A Practical Guide
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Celebier M, Metabolomik Galigmalarda Yazilim ve Veribankasi Destegi: LC-MS Verilerinin Degerlendirilmesinde XCMS Kullanimi, Archives Medical Review Journal 2014; 23(2):168-185

intensite

m/z

HPLC kolonu
| hareketlifaz m !_I e Kiitle Spektrometresi

Allkonma
zamanlanini
dlizelt

]

Onemli pikler
gorlntile

I

Pikleri filtrele ve
belirle

Pikleri eslestir

Pileri karslagtir

statsiksel
analiz yap




Metabolit profileme calismalari icin elde edilen verinin bilgisayar
destekli bir 6n islemden gecirilmesi gerekir.

Calisma surecinde harcanacak zaman kaybini, yapilabilecek olasi
hatalari ve varolduklari halde gb6zden kacabilecek metabolitlerin
tespit edilememe sorunlarini en aza indirmesini saglar.

Bu amacla c¢esitli ticari veya ticari olmayan yazilimlar

bulunmaktadir.

Celebier M, Metabolomik Calismalarda Yazilim ve Veribank Destegi: LC-MS Verilerinin Degerlendirilmesinde XCMS Kullanimi, Archives Medical Review Journal 2014; 23(2):168-185



* Yuzlerce metabolitin kiitle degerlerinin tek tek taranmasi

« Tandem-kutle spektrometreisi parcalanma urdnlerinin irdelenmesi profilleme
calismalarinda zaman kaybina neden olacaktir.

* Ayrica tespit ve teshis edilen her bir metabolitle ilgili klinik bilgiye, yayinlara,
kimyasal ve fiziksel 6zelliklere ve hatta bu metaboliti katildigi metabolik yolaklarla

ilgili bilgilere tek bir kaynaktan ulasiimasi mimkin olmadigindan



* Karsilastirmali metabolomik veribankalari

* Metabolik yolak veribankalari

* Kimyasal oOzellikler ve spesifik kimyasallara ait
veribankalari

* |lac ve metabolitleri veribankalari

* Spektral veribankalari
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spektrumlarnga ilishil pik fistesi, MS piklefi listess ve metabolit defigen bilgleri vefefek detayh
fapofiama hanflanmasina yafdama ol
ht_lpj/wwv/ metaboanalyst ca/ Metabokliyvﬁa(zsmmm

Aetabodd lizinde 2 boyutlu NMR vefiefinin yals ctomatk
aldal deqeﬂudnlmesme olanak taml. 500’ e yalon meubaitm NMR verilesi ile eideki veriiefin
ve bu szyede it asina yaldsma clar™,
hﬂplmlshan.bdoqy uzlberta.ca/metaboeminer/

OpenidS MS vefilefinin anlagémasina yafdimo olmay hedefieyen ve kolay kullzum ozeliikleride dikkat
geken bil yazikmdir™.
http-/jopen-ms soufcefolge net/

SetupX BinBase isimh vefibankas ile GC-MS vefiliefinin eglegtifmesi ve metaboktlern bu sayede t2spiti
amaayla web tabank galisan bir wyguiamada®
hitp-/Hehniab. ucdavis edu/plojects/binbase _setupn

XCms LC-MS velielm analiz edefek z3mane duzeiten, pikleni yan ve
vefibankasiyia eglestifebden agk kaynak kodbs bt yanhmda™
hitp//metlin.scripps.edu/mms/




Hem biyoinformatik hem de veri bankalarinin
kullanimi1 konusunda yetismis eleman sikintisi mevcut.
Calisma gruplarinin  olusturulmasi icin iletisim
kurulacak bir platforma ihtiyac var.

 TBD bulnyesinde bu konuda sempozyum ve toplantilar

duzenlenerek calisma gruplari (preanalitik evre,
orneklerin  hazirlanmasi, orneklerin analizi, veri
bankalarinin  kullanimi  ve biyoinformatik analiz)
olusturulmasi fayda saglayabilir.



Medeniyet yolunda basari, yenilesmeye baglidir.

A,

TESEKKUR EDERIM



