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OZET

Mide Kanseri Dokularinda Hedeflenmemis Metabolomiks Teknolojileri

Yardimyla Alternatif Tam1 Ve Yontemlerin Gelistirilmesi

Amag. Bu calismada, kanser kaynakli 6liimlerde ikinci sirada yer alan mide kanserinin
tan1 ve tedavisinde ayrica bu kanser tiiriiniin mekanizmalarinin aydinlatilmasinda etkili bir alan
olan metabolomiks caligmalar1 ile potansiyel biyobelirteclerin kesfi ve metabolik yolaklarin
karakterize edilmesi amaglanmaktadir.

Materyal ve Metot. Alinan doku 6rnekleri siv1 azot igerisinde dondurularak -80 ° C'de
sakland1. Ekstraksiyon islemi i¢in ¢ikarilan doku 6rneklerinin tartimi yapildiktan sonra elektrik
homojenizatdrde parcalandi. Santriflij sonrasi toplanan siipernatantlar1 vakumlu konsantratorde
tamamen kuruyuncaya kadar ugurma iglemi gergeklestirildi. Doku 6rnekleri mobil faz igerisinde
¢oziildiikten sonra Q-TOF LC/MS cihaz ile pozitif iyon modunda analiz edildi. Analiz sonuglari
coklu degiskenli veri analiz yontemleri kullanilarak degerlendirildi.

Bulgular. LC/QTOF-MS ile analiz edilen kanserli ve kontrol gruplarmin sonuglari
karsilastirildi ve istatistiksel olarak anlamli 31 metabolit tanimlandi. Metabolitlerin iliskili oldugu
yolaklar analiz edildiginde aminoagil t-RNA biyosentezi, alanine, aspartat, glutamat
metabolizmasi, glisin, serin, treonin metabolizmasi ve valin, 16sin, izoldsin biyosentezi ve yag
asidi biyosenteziyle anlamli derecede iligkili oldugu goriildii.

Sonu¢. Tanmmlanan 31 tane anlamli metabolitin timorli dokulardaki glutamin
seviyesindeki degisiklikler, l-alanin, l-asparajin, I-16sin, l-valin, glisin, 1-treonin, gibi amino
asitlerin seviyelerindeki degisiklikler, glukoz konsantrasyonunda meydana gelen degisiklikler,
miristik asit, palmitik asit, oleik asit gibi yag metabolizmasinda etkili olan degisiklikler ve C16
sfingan seviyesindeki artigin ileri donemde yapilacak arastirmalara yol gosterecegi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler. Adenokarsinom, biyobelirteg, , metabolomiks, metabolik yolak,

omiks teknolojisi, Q-TOF LC/MS



ABSTRACT

Development Of Alternative Diagnosis And Methods With The Assistance Of
Metabolomics Technologies In Stomach Cancer Tissues
AIM. The aim of this study is to identify the potential biomarkers and metabolic pathways
in the diagnosis and treatment of gastric cancer which is the second most common cause of

cancer-related deaths.

Materials and Methods. Tissue samples were frozen in liquid nitrogen and stored at -80
° C. After weighing the extracted tissue samples for the extraction process, the electricity was
disintegrated in the homogenizer. After centrifugation, the supernatants were collected in the
vacuum concentrator until complete drying. Tissue samples were analyzed in the positive ion
mode with the Q-TOF LC / MS device after dissolving in the mobile phase. Analysis results were

evaluated using multivariate data analysis methods

Results. Results of cancer and control groups analyzed by QTOF-LC/MS were
compared and 31 metabolites were identified statistically significant. When the pathways
associated with metabolites were analyzed, it was seen that aminoacyl t-RNA biosynthesis,
alanine, aspartate, glutamate metabolism, glycine, serine, threonine metabolism and valine,

leucine, isoleucine biosynthesis and fatty acid biosynthesis were significantly related.

Conclusion. Changes in glutamine levels in tumor tissues of 31 significant metabolites
identified, changes in levels of amino acids such as 1-alanine, 1-asparagine, 1-leucine, 1-valine,
glycine, 1-threonine, changes in glucose concentration, myristic acid, palmitic acid We believe
that changes in fat metabolism like oleic acid and increase in C16 sfingan level will lead to further

research.

Keywords. Adenocarcinoma, biomarker, metabolomics, metabolic pathway, QTOF-

LC/MS omix technology,
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1. GIRIS

Viicudun en kiiciik canli yapitasi olan hiicrelerin temel 06zelligi boliiniip
cogalmasidir. Boliinlip c¢ogalan hiicreler dis veya i¢ faktdrlerden dolayr degisime
ugrayarak kontrolsiiz bir sekilde biiylime ve yayillma gostererek kotii huylu olarak
karakterize edilen kanser olusumuna sebep olur.! Diinya ¢apinda, ¢agin hastaligi olan 20
kanser tiirii cografi degiskenlige bagli olarak Uluslararasi Kanser Aragtirma Ajanslari
tarafindan 2018 yilinda bir durum raporu halinde sunulmustur. Bu rapora gore 18.1
milyon yeni kanser vakasi ve 9.6 milyon kanser sebebiyle 6liim olacagini ileri
sirmiiglerdir’>. Kanserin olusumu kalitsal mutasyonlar, radyasyon, yasam kosullari,
beslenme aligkanliklari, metabolizmadan kaynaklanan hormanlara baghi oldugu
bilinmektedir. Bu faktorler hizla degiskenlik gostermektedir.!-

Kanserin bir tiirii olan mide kanseri ise genellikle mide de mukoza zarinda gelisir.
Mide kanserinin %90°1 adenokarsinomdur. %10’unu ise lenfoma, karsinoid, sarkomlar,
stromal tiimorler, neuroendokrin ve midenin metastatik tiimorlerden olusturur.
Adenokarsinomlarin %50’i kadarinin yerlesme yeri antrumdur.* Diinya ¢apinda 6nemli
bir kanser olmaya devam eden mide kanseri en sik rastlanan 4. kanser tiirii olup en
oliimciil 2. kotii huylu tiimordiir. 2018°de 1.000.000’in {izerinde yeni vakaya ve kiiresel
olarak her 12 oliimde 1’e karsilik gelen 783.000 6liime sebep olmustur. Teshis edilen
kanserler cinsiyete gore degisiklik gostermektedir. Mide kanserinde erkeklerdeki oranlar
kadinlara gére 2 kat daha yiiksektir. Ulkemizde mide kanserinin epidemiyolojik
ozellikleri hakkinda genis ve giivenilir veriler bulmak zordur.?

Mide kanseri genellikle asemptomatiktir ve erken evrelerinde spesifik olmayan
semptomlara neden olur. Bu nedenle, mide kanseri genellikle daha ileri bir asamada tespit
edilir ve ilerlemis mide kanseri olan hastalarda kotii prognozlar goriilmektedir. Ileri

kanserli hastalarin prognozu, yiiksek niiks oran1 ve lenf nodu invazyonu, peritoneal



implantasyon ve karaciger metastazi gibi metastatik Ozellikleri nedeniyle hala kot
kalmaktadir.? Yani daha siddetli semptomlar ortaya ¢iktiginda genellikle viicudun diger
kisimlarina metastaz yapmis olur.* Erken evre mide kanseri i¢in yaygin olarak kullanilan
tarama yontemlerinden biri olan endoskopi, invaziv olup sonuglar kesin degildir. Erken
evre mide kanseri taramasinda noninvaziv yontemlere ve daha etkili timor
biyobelirteglerine ihtiyag vardir. Bununla birlikte, giliniimiizde erken teshis igin
onaylanmus, spesifik ve duyarli bir biyolojik belirte¢ bulunmamaktadir.* Hastaligin erken
teshis yontemlerinin iyilestirilmesinde en etkili yol, erken donemde GC karsinogenezisin
ve metastazin ongoriilmesidir bunun da dogru bir sekilde yapilmasi ve optimal tedavinin
planlanmas1 gereklidir. Dolayisiyla diagnostik tarama yontemleri igin spesifik
biyobelirteclere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Biyolojik Belirtecler (Biyobelirtegler) belli bir fizyolojik durumu kesin olarak
tanimlayan biyolojik isaretlerdir. Bu isaret, 6l¢iilen bir veya birden fazla bilesenin sayisal
veya gorsel degeri olabilmektedir. Biyobelirtecler belirli bir hastalik durumunun
taranmasi, tedavi altindaki hastalarin izlenmesi, bir hastalik durumunun tekrar niiksetme
ihtimalinin belirlenmesi ve hatta bir hastaliin olugsma riskinin yiiksek oldugu kisi
gruplarinin belirlenmesi i¢in kullanilabilir.’

Kanser biyobelirteglerini tanimlamak i¢in hizli ve etkili bir yontem olarak ortaya
¢ikan metabolomiks, biyo-akigskanlardan ve doku 6rneklerinden (metabolitleri <1 kDa)
binlerce kiiclik molekiiliin yiiksek verimli teknolojiler kullanilarak ayni anda tespit
edilmesini, miktarinin belirlenmesini ve tanmimlanmasii saglamaktadir.® “Omics”
aragtirmasinin nihai hedefi olarak kabul edilen metabolomik hastaligin arkasindaki olasi
mekanizmalar hakkinda derin bilgiler verir.” Farkli hastaliklarda ve kanser
aragtirmalarinda kullanilan bu uygulama yavas yavas genomik ve proteomik icin

tamamlayici bir teknik haline gelmistir. Genom projesi ile cogu insan genomu, transkripti



ve proteom verileri bilinmektedir fakat metabolomiksteki en énemli sinirlama, insan
metabolomunun heniiz ¢ok iyi karakterize edilmemis olmasidir.®8

Bir biyolojik 6rnekteki metabolitlerin (metabolik ara iirlinler, hormonlar, sinyal
molekiilleri, sekonder metabolitler) yani hiicrede bulunan diisiik molekiil agirligina sahip
mollekiillerin tiimiine metabolom denir. Metabolom terimi ilk olarak 1998 yilinda ortaya
atilmigtir. Metabolom, organizmanin genotipine, fizyolojisine ve cevresine baglidir.
Metabolik iiriinler hiicresel gen ifadesinin nihai {riinleri oldugundan, tiimdrlerin
bliylimesi ve gelismesi anormal metabolik siireclerle yakindan iliskilidir. Gen
ekspresyonundaki kiiciik degisiklikler, organizmadaki metabolitlerin miktarim1 ve
cesitliliklerini etkilemektedir. Biitiin bunlar genotip-fenotip ve genotip-¢evre arasindaki
iliskinin incelenmesi i¢in arastirmalarin kapsamini daha da genisletebilir.’

Metabolomik analiz, c¢alisma durumuna bagli olarak farkli stratejileri
kapsamaktadir. Biitiin uygulanan stratejiler hedeflenmis ve hedeflenmemis analizler
arasinda ayrim yaparak basitlestirilmektedir. Hedeflenmis metabolomiks c¢aligsmalar1 bir
metabolitin ya da daha siklikla kimyasal olarak benzer metabolitlerin kii¢iik bir grubunun
kalitatif ve kantitatif calismasini amaglayan hedef analizidir. Hedeflenmis metabolomiks
yaklasimmma en iyi Ornek diyabette kan sekerinin belirlenmesi ve koroner kalp
hastaliginda kolosterol diizeyinin dlgiilmesidir. Boylece aslinda tek tek metabolitlerin
yillardir hastalik teshisinde kullanilmis oldugu goriilmektedir. '

Hedeflenmemis metabolomiks ¢aligmalarinda ise belirli bir biyolojik sistemdeki
miimkiin olan en fazla metabolitin tespit edilmesi amaglanmaktadir. Tespit edilmesi
muhtemel metabolitler hakkinda 6nceden herhangi bir bilgi yoktur. Onemli metabolitlerin,
analizinden Once bilinmeyen tanimlar1 oldugu gibi, genellikle genis bir degiskenlik
araligimi kapsayan fiziko-kimyasal 6zellikleri oldugu sonucuna varmiglardir.!® Biitiin

bunlardan dolayr hedeflenmemis metabolomiks analizinde miimkiin olan en fazla



metabolit tanimlanir ve elde edilen veriler kullanilan algoritma programlarinin sonug
vermesiyle yorumlanir,!% !

Metabolik caligmalar da higbir ayirma teknigi kullanilmadan ham olarak -NMR,
MS, FT-IR Spektroskopisi ile bir¢ok veri elde edilebildigi gibi GC-MS, LC-MS,
MALDI-TOF MS Kapiller elektroforez-kiitle spektrometresi (CE-MS), Fourier
doniisiimii iyon siklotron rezonansi (FTICR) -MS, Q-TOF LC/MS gibi birbirini
tamamlayic1 analitik platformlarin bir kombinasyonu kullanilarak genis bir metabolit
yelpazesinin tespit edilmesi de saglanilabilir.!

Bilinmeyen yapilarin aydinlatilmasinda son zamanlarda siklikla kullanilan Q-TOF
LC/MS kiigiik molekiiller icin iiretilen parca iyonlari sayesinde dogru kiitle 6l¢iimiinii en
hassas seklide gerceklestirir. Coklu yiiklii iyonlarin yiik-durum tanimlamasini ve izobarik
tiirlerin daha fazla farklilagmasini saglar ve bu da veri toplama kabiliyetini artirarak daha
fazla sonucun agiga ¢ikmasinda katkida bulunur.'?

Mide kanseri teshis, tan1 ve prognozu i¢in kullanilan geleneksel yontemlerin
disinda metabolomiks alaninda yapilan ¢alismalar pratik ¢oziimler sunabilir. Yaptigimiz
calisgmada hedeflenmemis metabolomiks analizi i¢in ideal bir sekilde numunenin
toplanmasi, saklanmasi ve iyi bir numuneyi hazirlama yontemi amag¢lanmistir. Numune
miimkiin oldugunca orijinal metabolit bilesimlerini korurken, tekrarlanabilir, basit, hizli
sekilde verilen analitik platform ile uyumlu bir forma doniistiiriilmesi amaglanmistir.

Yapilan bu ¢alismada mide kanseri teshisi konulmus ve cerrahi miidahale karar
alinmis hastalardan alinan doku 6rneklerinin homojenizasyonu sonrasinda kullanilan
ekstraksiyon yontemi ile proteinleri ¢oktiiriip metabolitleri ¢ozeltiden c¢ekerek, yliksek
kiitle ¢ozme giiciinden dolay1 tamamlayici bilgiler saglayacag: diisiiniilen Q-TOF LC/MS

analitik teknigi ile Ol¢iimler yapilmistir. Kanserli ve kontrol olmak iizere 38 tane 6rnegi



istatiksel olarak karsilastirarak yeni yolaklar1 belirlenmesini ve potansiyel

biyobelirteglerin tanimlanmasi amaglamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mide ve Mide Kanseri

Mide, sindirim sisteminin kese seklinde genisledigi yemek borusu ile ince
bagirsak arasinda yer alan sistem organidir. Besinleri depolar, karistirir ve sindirir.
Diyaframin altinda, karin boglugunun sol iist bolgesinde yer alan mide kardiya, fudus,
pilor, antrum, korpus diye bolgelere ayrilir. Midenin yemek borusuyla agilan tist kismina
mide agzi1 (Kardia); midenin ince bagirsakla acilan alt kismina da mide kapisi (Pilor) denir.
Boylece mideye gecen besinler yemek borusuna tekrar gelmez veya ayni sekilde enine,
boyuna ve ¢apraz sekilde bulunan diiz kaslar vasitasiyla mekanik sindirime ve mide de
bulunan sivilar sayesinde kimyasal sindirime ugrayarak kimiis(bulamag) haline geldikten
sonra bagirsaga gonderilir ve tekrar bunlar mideye ge¢cmez yani mideye yapilan giris
cikislar kontrol altinda tutulur. Mide ile 6zofagus (yemek borusu) arasinda mide de
bulunan icerigin yukari ¢ikmasina engel olan sisteme kardiyo 6zofageal sfinkter sistem
denir. Midenin dis yiizeyi bag dokusu ve periton ad1 verilen zarla értiiliidiir. I¢ yiizeyini
ise kaplayan mukoza tabakasinda mukus ve sindirim i¢in gerekli sivilar1 salgilayan ¢ok
sayida tiip seklinde salgt bezleri bulunmaktadir. Mide mukozasinda kardiya, fundus,
korpus ve antrum olmak {iizere dort farkli bolge bulunmaktadir. Salg1 bezleri mide de
bulunan bu boliimler de farkli nitelik ve bigimlerde salgilanirlar. Midenin farkli
boliimlerinde farkl nitelik ve bigimlerde bezlerin salgiladig: sivilara mide 6z suyu denir.
Mide 6z suyunda ihtiva eden maddeler asidik bir ortam olusturarak pepsinojeni aktif hala
getiren ve bazi mikroplar1 yok eden HCL, midenin asitli ortamlardan korunmasi ve
hidroklorik asitin zararl etkisinden korumak i¢in bulunan mukus, az miktarda lap enzimi,
proteinin kimyasal sindirime ugramasini saglayan pepsinojen enzimi, organik ve
inorganik maddelerdir. Besinler agizda sindirime baslamigsken vagus siniri ile mide

bezlerini uyarak gastrin hormonunu salgilanarak mide ¢aligir.!3



Mide ile yemek borusu arasinda mide igeriginin yukari kagmasina engel olan

fonksiyonel bir sistem vardir (kardiyo 6zofageal sfinkter sistemi).

Fundus

Yemek borusu —[—

Pilor Kanal
Onikiparmak '
bagirsadi
(duodenum)

Midenin duvar tabakalar

Korpus

Biiyuk kurvatur

Midenin mukoza
kivrimlari

Sekil 2.1. Mide Boliimlerinin Sematik Gosterimi

Hiicre insan viicudunda en kiigiik canli yapitasi olmasinin yani sira farkli gorevler
iistlenerek bu gorevleri planh bir sekilde yerine getirdigi icin fabrikaya benzetilebilir.
Tiim bu siire¢ hiicrenin merkezinde bulunan ¢ekirdek tarafindan kontrol edilir. Cekirdekte
bulunan DNA hergiin farkli etkilere maruz kalarak zarar goriir fakat viicudumuzu bu
zararlara kars1 korur ve tamir eder. Bazi i¢ ve dig faktorlerden dolayr degisime ugrayan
hiicre mekanizmast bu hasarlar1 onaramayacak hale gelir ve DNA’daki hasarlar
birikmeye baglar bunun sonucu genlerin herzaman ki 6zelliklerini yitirerek kontrolsiiz bir
seklide gogalmasiyla gagimizin 6nemli sorunu haline gelen kanser meydana gelir.'* Zarar
goren hiicredeki DNA bunu onaramazsa, gerekli hiicre i¢i sinyalleri gonderemezse ve
hiicre yaslanirsa apopitoz ad1 verilen hiicre 6liimiine gider fakat kanserli hiicreler saglikli
hiicrelere gore farkli bir mekanizmada calistiklar: i¢in kanserli hiicreler apopitozdan

kacarlar ve kontrolsiiz olarak biiyiir, boliiniir, yeni damarlar olusturur, baska dokulara



yayilmaya (metastaz) devam ederler. Kanser hiicrelerinin sayilarini artirarak biriktirmesi
sonucu hiicre gruplar1 veya bagka bir ifadeyle sagliksiz dokular1 olusturmasi tiimor olarak
adlandirilmaktadir. Tiimorler iyi ya da kotii huylu olarak bulunabilirler. Koéti huylu
(malignant) tiimorler, kan dolasimi ve lenf sistemine karigarak tiimoriin asil bulundugu
yerden uzaklagarak viicudun diger boliimlerindeki yakin dokulara ve organlara yayilip
biiyiimeye devam ederler ve bu olaya metastaz denilmektedir. Iyi huylu tiimérler ise

dokulara ve viicudun diger boliimlerine sigramazlar.'

Genetik Degisim

Normal Kanser

Hucre ¥ i otil
Hacresi Kontrolsiiz Blyime Kot Huylu
(malign)

Tammor

Sekil 2.2. Kanser Olusumunun sematik gdsterimi.

Mide kanseri, Diinya ¢apinda en sik teshis edilen 4. Kanser tiirii olup kanser
Oliimlerine sebep olan 2. kanser tiiriidiir. Bu kanser tiiriiniin insidansi lilkeler arasinda
farklilik gosterse de genellikle erkeklerdeki mide kanseri kadinlara gore iki kat daha
yiiksektir. iran, Tiirkmenistan ve Kirgizistan dahil olmak iizere Bati Asya’da erkekler
arasinda c¢ok sik rastlanir ve kanser Oliimlerinin 6nde gelen nedenidir. Mogolistan,
Japonya, Kore cumhuriyeti gibi Dogu Asya iilkelerinde insidans oranlari1 belirgin bir
sekilde yiikselmektedir. Kuzey Amerika, Kuzey Avrupa ve Afrika bolgelerinde goriillme
siklig1 daha diisiik oranlardadir. Bu farkliliklarin sebebi bilinmemekle beraber c¢evresel

etkenlerin etkili oldugu diislintilmektedir. Go¢menler iizerinde yapilan ¢aligmalar mide



kanserinin cografi degiskenlige bagli olarak insidans oranlarini etkiledigini belgelemistir.
Japonya'daki ilk nesil Japon gogmenler arasinda mide kanseri goriilme orani, Japonya'da
yasayan Japonlar arasindaki oranlardan daha diisiik oldugu goriilmiistiir ve ikinci nesil
olan Hawaii dogumlu Japonlarda ise mide kanseri insidansinda bir diisiis oldugu
bildirilmistir. Ozofagel-gastrik alana bitisik bolgede ortaya ¢ikan gastrik kardia kanserleri
yani proksimal mide kanserleri yiiksek gelirli iilkelerde daha sik goriiliirken, distal mide
kanserleri daha diisiik ekonomik gelirli iilkelerde gortiliir.> '3

Dokunun olusumu ve gelisimi agisindan bakildiginda mide kanserleri iki temel
histolojik tipte siniflandirilir. Lauren’in ileri evre kanserli dokularda ¢alismis ve bagirsak
tipi 6zellikler gosterenler, yaygin infiltrasyon ve gelisim gosterenler seklinde genis olarak
simiflandirilabilecegini ileri siirmiistlir. Bu tipler sirasiyla intestinal tip karsinom yani
daha iyi farklilagmis bagirsak karsinomlari ile diffiiz tip karsinom yani farklilagmamus tip
karsinomlar olarak smiflandirmigtir. Yiisek insidansa sahip bolgelerde intestinal tip
karsinom goriillirken, diislik insidans bolgelerde diffiiz tip karsinomlar goriiliir. Mide
kanseri son 10 yilda belirgin bir sekilde azalma gdstermistir ve bu azalmada intestinal tip
karsinomlarda goriilen azalmalarin payr vardir. Mide kanserinin epidemiyolojisi ve
etyolojisinin temel bilgilerinin biiylik bir kism1 karsinomlari ilgilendirir.'® Mide kanseri
genellikle mideyi doseyen mukus iireten hiicrelerde baslar bu tip kanserlere

adenokarsinom denir ve mide karsinomlarinin biiyiik ¢ogunlugu adenokarsinomlardir.'>

2.2. Mide kanserinde Risk Faktorleri
Mide kanserinin baglamasi ve ilerlemesi yas, cinsiyet, sosyoekonomik durum,
yasanilan cografi bolge, meslek gibi bir¢ok faktorle iligkilidir ve ayni anda bir¢ok

parametreyi kontol altinda tutarak mide kanseri etyolojisini agiklamak bu nedenle zordur.



2.2.1. Helikobacter Pylori Enfeksiyonu

Insan midelerinde gozlenen bakteriler, 1980'lerin baslarina kadar bakteriyel asiri
iireme veya gida kirleticileri olarak kabul edildi. Tam bu sirada Warren ve Marshall, ¢igir
acici deneyleri gerceklestirdiler ve 100 hastadan 58’inde bir bakterinin tanimlanmasini
sagladilar. Bircok sekilde adlandirilmasina ragmen en son helikobakter pylori olarak
adlandirildi. Helikobakter pylor (HP)bakterisi kronik antral gastritin gelisiminde etkili
oldugu netlestirildi. Mide de sik sik ve uzun sekilde tekrarlayan iltihap olugmasi, mide ve
duedonum iilserlerinin sebebinin bu bakteri tiirii oldugu ve bu bakteri kisa siirede izole
edilip, insan da enfeksiyona neden oldugu kanitlanmistir. Enfeksiyon, ¢ogunlukla
gastritin sekli ve siddeti ile iligkili olan ¢esitli bakteriyel, konake¢1 ve ¢evresel faktorlere
baghidir.!” Diinya niifusunun yarisindan fazlasi h.pylori ile enfektedir ve eriskin niifusu
daha fazla etkilemektedir. H.pylori enfeksiyonu prevalansi gelismekte olan {ilkelerde,
diistik sosyal tabakada ve temiz olmayan yerlerde fazladir. HP ile sik sik enfekte olan
kisilerin bir kisminda aktif kronik gastrit, intestinal metaplazi ve displazi gibi fenotipik
degisiklikler goriiliir. Bu degisiklikler helikobakter pylori’ye ait genlerdeki 6zellikleri
kanser gelisimine sebebiyet verecek degisikliklere yatkin hale getirir. H.pylori bir insan
kanserojeni olarak kesinlesmesi gastrik kanser sikliginda mide karsinojenezini ve
temporal / cografi varyasyonu yorumlamak i¢in yeni bir paradigma getirmistir.'®1° Cinde
yapilan bir arastirmada mide kanserinden Oliim orani ile h.pylori enfeksiyonunun
yaygiligr arasinda anlamli bir korelasyon oldugu gosterilmistir. H.pylori enfeksiyonu
mide kanseri epidemiyolojisi kardia ve distal bolgeleri ile histolojik 6zellikler intestinal
ve diffiiz kategorilerinden biri veya bir digeri ile spesifik bir iligki i¢indedir fakat yapilan
caligmalarda h.pylori enfeksiyonu distal mide karsinomunun en 6énemli sebebi oldugunu

gostermistir. '8 19
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H.pylori’nin konak¢i genetik faktorii ve virulans faktorleri kanser riskinin
artmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. H.pylori bol miktarda iireaz enzimini ifade
eder.550 kDA agirhiginda bir molekiildiir. Ureaz enzimi ve iire transport protein dahil
olmak iizere bircok faktdr nétr pH mikro-gevre ve organizmanin hayatta kalmasini
saglamak icin anahtardir. Ureaz enzimi mide mukozasinda bazik bir ortam olusturarak
midenin asit ortamindan korunmasini saglar. H.pylori ise 6zellikle asidik kolonilesmeye
ve hayatta kalmaya uyarlanmistir.

H.Pylori ile iligkili ¢ok sayida viriilans faktorii yaninda klinik tablo ile yakin iligki
gosteren Cag A ve Vac A geni olan iki lokiis saptanmistir. Epitel hiicre i¢ine enjekte olan
ve hiicre polarizasyonunu bozan bir protein olan CagA tasiyan H.pylori, tasimayanlara
gore “intestinal” tip kanser riskine artisa yol acar. H.pylori’ye ait diger molekiil de Vac

A geninin kanser gelisimiyle iligkili oldugu bulunmustur.'

2.2.2. Beslenme Sekli

Mide kanserinin insidanst ve mortalitesinde goriilen onemli farklar farkl
sosyoekonik gruplarda ve yasanilan cografi bolgelerde beslenme seklinin etiyolojik

olarak onemli olabilecegini gostermistir.2

a) Tuz

Tuz besinlerin saklanmasi ic¢in yillar boyu kullanilmistir fakat yapilan bazi
caligmalar yiiksek tuzlu gidalarla beslenmenin mide mukozasinda actig1 hasar ile mide

kanseri riskini artirdigini diistiniilmektedir.?°

b) Meyve ve Sebze

Cok sayida yapilan ¢aligmalar, taze meyve ve sebzeye ulasimin artmasiyla mide
kanseri insidansinda azalma oldugunu gdstermistir. Taze meyve ve sebzelerde koruyucu
mikro besinler arasinda vitamin ve minerallerin 6zellikle C vitamini(askorbat) ve A
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vitamininin(beta-karoten) viicuda almmasiyla H.pylori eradikasyonu premalign
lezyonlarin regrasyonunu basarili bir sekilde artirdigi ve mide kanseri riskini azalttigi

diisiiniilmektedir.?°

b) N-Nitroso Bilesikleri;

N-nitroso bilesikleri, midede amitlerin veya aminlerin nitritlerle nitriklesmesiyle,
mide suyundaki C vitamini tarafindan inhibe edilen bir islemle yasayan dokular tizerinde
olusturulan gii¢lii karsinojenlerdir. Bu giiclii karsinojenler, tiitsiilenmis et, tiitsiilenmis

balik, kizarmis veya 1zgara edilmis gidalarda bulunur.?

d) Sigara Kullanim

Mide karsinomunun sigara ile arasindaki baglanti yani prognostik etkileri arasinda
anlamli bir iligki elde edilememistir. Sadece yapilan bazi ¢aligmalar sigara kullaniminin

CagA-pozitif H.pylori enfeksiyonunun etkisini artirdigini 6ne stirmiigtiir.?!

e) Alkol Kullanimi

Mide kanserinin alkol alimi ile iliskisinde kanserin tam mekanizmasi belirsiz
kalmistir ¢linkii etanol tek basina karsinojen degildir fakat etanoliin oksidasyonunun
metaboliti olan asetaldehitin kanserojen etkileri oldugunu gostermistir. Fazla igki

tiiketiminin mide kanserini artirdig1 yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir.?!

2.3. Mide Kanserinin Siniflandirilmasi

Mide kanseri, klinik olarak erken tani ve geg tani olarak ikiye ayrilir. Erken ya da
ge¢ karsinom siniflamast invazyon derinligine gore belirlenir ve prognoz acisindan
onemlidir. Erken mide karsinomlar1 lenf nodu metastazina bakilmaksizin mukoza ve
submukozaya sinirlanmis invaziv timorleri kapsar. Mide karsinom, mikroskobik olarak

heterojendir ve bu heterojen yap1 ¢ok sayida mikroskobik siniflandirma yontemini ileri
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stirmiistiir. Mide karsinom tipleri ve bunlarin alt tip isimlerinin ¢ok sayida olmasi mide
karsinogenezini anlamay1 giiclestirmektedir.

Differansiasyon derecesine gore: lyi differansiye, orta derecede differansiye, az
differansiye.

Tiimdr lokalizasyonuna gore: Proksimal ve distal

Ileri evre mide karsinomlar1 igin en c¢ok kullanilan simiflama olan Bormann
yontemi Polipoid (tip I), Fungal, kabarik, keskin sinirli ( tip II), iilserdz (sinirlart belli
olmayan (tip III), diffiiz infiltran (tip IV) seklinde kategorize edilirler.

Mikroskopik olarak en yaygin kullanilan siniflama olan Lauren yontemi ise
intestinal tip ve diffuse tip diye gruplandirir.

Ozefagogastrik bileske tiimérlerinin makroskopik siniflamasinda kullanilan
Siewert yonteminde; Ozefagus alt ug-barret 6zefagusu kaynakl (tip I), kardia (tip II),
subkardial-fundik (tip III) diye 3 gruba ayirir.

Namikawa mide karsinom siniflamasi; Gastrik, intstinal, kombine gastrik-
intestinal ve siniflandirilamayan olarak 4 gruba ayirir.

Mide kanserinin evreleme ve siniflamasi i¢in bunlar disinda, WHO siniflamasi,
Goseki smiflamasi, Carneiro smiflamasi, Ming smiflamast gibi bir¢ok yontem

kullanilmaktadir.

2.4. Mide Kanserinin Evrelemesi

Mide karsinom evrelemesinde en ¢ok kullanilan American Joint Committee on
Cancer” (AJCC) ve “International Union Against Cancer” (UICC) birlikteligi ile
hazirlanmis olan TNM sistemidir. AJCC-UICC evreleme sisteminde tiimor derinligi,

metastatik lenf nodu sayis1 ve uzak metastaz durumu gozoniine alinir.
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Tablo 2.1 Kanser Evreleme Sistemi; Primer TUmor

TIS Karsinoma in situ

T1 Lamina propria veya submukoza invazyonu
T2 Muskularis propria invazyonu

T3 Seroza penetrasyonu

T4 Komflu yapilarin invazyonu

Tablo 2.2 Kanser Evreleme Sistemi; Bolgesel Lenf Nodu Metastazi

NO Yok

N1 Primer tiimdriin kenarina 3 cm uzakliktaki perigastrik lenf
nodlarina metastaz

N2 Primer tiimdr kenarna 3 cm’den daha uzak perigastrik lenf nodlar»
ile beraber gastrik, kommon hepatik, splenik veya ¢dlyak arterlere
metastaz

Tablo 2.3 Kanser Evreleme Sistemi ; Evre

0 I II I v
Tis T1 T1 T2 T4
NO T2 T2 T3 T1-4
Mo NO-1 T3 T4 N2
NO N2 N2 N1-2
MO N1 N1-2 MO
MO NO NO-1 Ml
MO MO
MO MO
MO MO

2.5. Mide Kanserinde Prognostik Faktorler
Mide kanserinin teshisinde gecikme nedeniyle prognozu kotiidiir. Yiiksek bir
sagkalim oranina ulasabilmek icin erken evre lezyonlarinin belirlenmesi hayati 6nem

tasimaktadir.??> Mide kanserinde prognoza etki eden faktorler ise hastaya ait faktorler,
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tiimorle iligkili faktorler, tedavi ile iligkili faktorler seklinde kategorize edilebilir. Hastaya
ait faktorler; Cinsiyet, yas, viicut kitle indeksi, kan grubu ve kan transfiizyonu, tiimorle
iligkili faktorler; tiimor okalizasyonu, tiimoriin boyutu, makroskopik tip, histolojik tip ve
diferansiyasyon derecesi, evre, perindral invazyon, lenf nodu tutulumu, tedavi ile iliskili

faktorler ise; cerrahi, lenfadenektomi, laboratuar parametreleri ile degerlendirilebilir.??

2.6. Kanserin Erken Teshisinde Biyobelirtecler

Biyolojik belirtecler (biyobelirtecler), Atkinson ve ark tarafindan hastalik riskini
teshis etmek, izlemek veya tahmin etmek i¢in kullanilabilecek nesnel olarak ol¢iilebilir
biyolojik ozellikler olarak tanimlamislardir. Biyobelirtegler yillardir hastalik teshisinde
kullanilmaktadir. Ornegin meme kanseri riski i¢in genetik belirteg¢ olan BRCAI1
mutasyonlari, diyabeti izlemek i¢in kullanilan kan sekeri, bobrek fonksiyonlari igin serum
kreatin, prostat kanseri i¢in prostat spesifik antijen (PSA) proteini kimyasal belirteglerdir.
Klinik tanmin duyarhiligmi ve oOzgiilligiini iyilestirmek i¢in iki veya daha fazla
biyobelirtecleri bir araya getirerek, daha dogru teshis ve prognozlar iliretmenin veya
benzer hastaliklar arasinda daha iyi ayrim yapmanin miimkiin olabilecegi
diistiniilmektedir. Ortaya ¢ikan transkriptomiks, proteomiks veya metabolomiks gibi
teknolojiler hem birden ¢ok biyobelirtecleri hem de hastaligin erken teshisi, hastaligin

siirelerinin belirlenmesi, hastaligin izlenmesi gibi ihtimalleri yiikseltmistir..>*

2.7. Omiks Teknolojisi

“Omiks” teknolojileri, bir hiicre, doku veya organizmay1 olusturan, tiim evrelerin
biitiinsel bir goriintiisiinii ortaya ¢ikarmayi1 benimsemistir. Bunlar, dncelikle, spesifik
olarak genlerin (genomikslerin), mRNA (transkriptomiks), proteinlerin (proteomiks) ve
metabolitlerin (metabolomikslerin) evrensel algilanmasini amaglar. Sistem bilimi ve
omiks deneyleri, biiyiikk oranda hipotez giidiimlii veya indirgemeci olan geleneksel

caligmalardan farklidir. Tersine, sistem biyolojisi, hipotez olusturmayan, herhangi bir
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hipotezin bilinmedigi, ancak tiim verilerin elde edildigi ve daha fazla teste tabi olabilecek
bir hipotezi tanimlamak i¢in analiz edildigi yOntemsel yaklagimlardir. Bu stratejiler
bir¢ok uygulamaya ve ¢ok potansiyele sahiptir. Omiks teknolojisi, normal fizyolojik
stireclerin daha iyi anlasilmasi i¢in degil, ayn1 zamanda tarama, tan1 ve prognozda rol
oynadigi ve hastalik etiyolojisini anlamamizi saglayan hastalik siireclerinde de
uygulanabilir. Omiks teknolojisi, es zamanli olarak ¢oklu molekiilleri arastirdiklari,
biyobelirte¢ kesifleri sayesinde ortaya ¢ikmistir. Omiks arastirmalar, ila¢ kesfinde ve
toksisitenin  ve etkinligin degerlendirilmesinde giderek artan bir sekilde
kullanilmaktadir.?

Genom, bir hiicre veya organizmanin toplam DNA’sidir. Genomiksler ise bir
organizmanin genomunun sistematik bir sekilde calismasidir. Insan genomu 3,2 milyar
temel ve tahmini 30 000—40 000 proteini kodlayic1 gen icerir. Geleneksel olarak, genler
tek tek ayristirilmistir, ancak son yillarda mikrodizi teknolojisi biiylik dl¢iide ilerlemistir.
Transkriptomiks ise, bir hiicre veya organizmasindaki toplam mRNA ve translasyon
olarak adlandirilan bir islemde protein sentezi i¢in olusturulan sablondur. Transkriptom,
herhangi bir zamanda aktif olarak eksprese edilen genleri etkiler. Gen ekspresyonu
mikrodizomisi, gen aktivitesinin bir 6zeti olarak mRNA'y1 paketlenmesidir. Genomiks ve
transkriptomiksde ilerleyen mikroarray teknolojisinde ilerler ve artik tek bir gen veya
herhangi bir gen grubu sinirlamasina gerek kalmadan gen toplulugunun davranis: biitiin
bir halde sorgulanabilmistir. Proteomiks, bir hiicre, doku veya organizmadaki tim
eksprese proteinlerin kiimesi olarak tanimlanmaktadir. Proteomiks, hem genlerin hem de
cevrenin dinamik bir yansimasidir ve biyobelirte¢ kesfi icin 6zel bir vaat oldugu
diistiniilmektedir c¢iinkii proteinler, hastalik ve hastalik tepkisinde her zamanki gibi
etkilenecektir. Proteomiks diisiik bolluktaki proteinleri tespit etmesi agisindan yetersizdir.

Metabolomiksler, genel olarak binlerce kiiclik molekiiliin ayn1 anda izlenmesini ele alir.
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Metabolomiksler, genomiks ve proteomikslere tamamlayici bir teknik haline gelerek yeni

kanser biyobelirteglerini tanimlamada hizli ve etkili bir yontem olarak ortaya ¢ikmigtir.%

25

Genomiks Tranzkriptomiks Proteomiks Metabolomiks

Feocran e e

DNA mRNA Proteinler Metabolom

Sekil 2.3. Omik Teknolojisi Sematik Gosterimi

2.8. Metabolomiks

Genomiks, transkriptomiks, proteomiks ve metabolomiks dahil olmak {izere bu
dort “omiks” ile birlikte sistem biyolojisinin yapr taslar1 olusturularak bunlarin
gelistirilmesi ve uygulanmasi igin yogunlasilmistir. “Insan Genom Projesi” sayesinde
hastalik genleri kesfedilerek hastaliklarin kisiler arasinda neden farklilik gosterdigi,
kisilerin tasidig1 hastalik riskleri ve yine bazi kisilerin neden ilag¢ tedavisine iyi yanitlar
verdigi gibi karmagik konular1 aydinlatmaya katki saglayarak genlerin fonksiyonlarini
arastirmaya basamak olusturmustur. Bunun iizerine, proteomiks ve transkriptomiks
caligmalarina agirlik verilmis ve bu veriler elektronik ortama aktarilmistir fakat bu
aragtirmalar genotip-fenotip ve genotip-gevre arasindaki iligkileri aydinlatmada yeterli
olamamistir. Bu bilgileri belirleyen ise hiicrede olusan metabolitlerde sakli oldugu
goriilmiistiir.?

Metabolomiks, metabolomdaki kii¢iik molekiilli metabolitlerin yiiksek verimli
tanimlanmasi, nicellestirilmesi ve karakterizasyonu ile ilgili ortaya ¢ikan bir “bilim”
aragtirmasidir. Metabolom, belirli bir hiicre, organ veya organizmada bulunan tiim kii¢iik

molekiilli (<1500 Da) metabolitlerin tamamlayicis1 olarak tanimlanabilir yani
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metabolom bir biyolojik sistemin fizyolojik, gelisimsel ve patolojik durumu ile ilgili
bilgileri gosterebilen, resim olarak diistiniilebilir. Metabolitler ise canlilarin viicutlarinda
olusan tepkimelerin birikmeyerek bagka kimyasal bilesiklere doniisiirken olusturdugu
kiigiitk molekiillii (<1500 Da) ara ve son iirlinlerdir. Metabolitle incelenen kiigiik
molekiiller; peptitler, oligoniikleotidler, lipitler, aminler, aminoasitler, streoidler,
alkaloidler, ketonlar, niikleozidler, organik asitler, sekerler ve ilaglardir. Insandaki
metabolitlerin sayisi tam olarak bilinmemekle 200.000’i astigi tahmin edilmektedir.®

Metabolitler, bir hiicrenin bakimi, biiyiimesi ve normal ¢aligmasi i¢in gereklidir
ve hiicre igerisinde birgok farkli yolaklara baglanmasini saglayarak metabolomiks
profilini eslestirmede biitiinliik saglar. Belirli bir hastalik durumu i¢in, kii¢iik bir genomik
degisim metabolit seviyesinde bir¢ok kez ¢ogaltilabilir ve niceliksel olarak oOl¢iilebilir.
Dokular, idrar, tiikiiriik, beyin omurilik sivist ve kan plazmasi gibi biyolojik 6rneklerde
bulunan metabolitler dlgiilebilir ve bu da aragtirmacilarin spesifik metabolik yolaklarini
tanimlamasina izin verir. Idrar, kan plazmas: ve tiikiiriik gibi akici maddeler, minimal
invazif yollarla elde edilebildikleri i¢in, ¢aligmak i¢in en uygun orneklerdir.?’

“Metabolom” terimi ilk olarak Olivier ve ark. 1998 yilinda, bir organizma
tarafindan sentezlenen metabolitleri tanimlamak i¢in, genom ve proteoma benzer bir
sekilde tarif edildi fakat bu tanim “belirli bir fizyolojik veya gelisimsel durumdaki
hiicrelerde bulunan diisik molekiiler agirlikli molekiillerin tiimiiniin kantitatif
tamamlayicis1” olarak smirlandirildi.” Daha sonra metabolomikler Fiehn tarafindan bir
biyolojik sistemin tiim metabolitlerinin tanimlandig1 ve nicellestirildigi kapsamli bir
analiz olarak tanimlandi.?8

Bununla birlikte, metabolik yolaklarin tek baglarina degil, genis bir agin parcasi
olarak hareket etmediginin fark edilmesi, metabolit analizinde daha biitiinsel bir

yaklasima duyulan ihtiyaci dogurmustur.?
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Metabolomiks alan, kimyasal belirteglerin taranmasinda dnemli bir role sahiptir
ve bu yaklasim, hedeflenmis ve hedeflenmemis olmak iizere iki ayr1 kategorize edilir.

Hedeflenmis metabolomiks analizlerinde, sadece belirli bir metabolit veya
metabolitlerin niteliksel ve niceliksel analizi s6z konusudur. Genel olarak spesifik bir yol
veya biyolojik bir aktivite ile iligkili olan bir dizi bilinen nicel metabolitlerin
degisikliklerine odaklanir. Sonug olarak, metabolomun sadece ¢ok kiiciik bir kismiyla
iliskilidir, diger tiim bilesenlerden gelen sinyaller g6z ard1 edilir. Bdylece metabolitin tam
olarak 6l¢iilmesini saglar.

Hedeflenmemis metabolomiks analizlerinde ise, metabolitler hakkinda 6nceden
bir bilgi sahibi olmadan, belirli bir 6rnek grubunda yani hasta ve saglikli gruplar veya
ayni hastaligin farkli dereceleri gibi iki grubun karsilagtirilarak mevcut olan tiim olast
metabolitlerin veriye dayali, yiiksek verimli ve hizli analizidir. Cok sayida farkli
istatistiksel yontemler kullanarak, bireysel metabolitleri ayirt etmeden veya
nicellestirmeden, ¢ok sayida Ornegi hizla smiflandirmay1 amaglar. Bununla birlikte,
biyolojik sistemler arasinda nispi karsilastirmalar yapmak icin yararhdir. Tespit edilen
metabolitlerin konsantrasyonundaki varligi, yoklugu veya nispi farki deney gruplari
arasinda karsilagtirilabilmesini saglar. Hedeflenmis analizler ile hedeflenmemis analizler
karsilagtirildiginda, hedeflenmemis metabolomikslerde daha fazla sayida degiskene bagl
olarak nicellestirilmesi miimkiin degildir ve metabolitlerin kimligi genellikle
bilinmemektedir bu da yeni yeni metabolizma alanlarinin ortaya ¢ikmasini miimkiin kilar.
Yani hedeflenmemis metabolomiks caligmalar1 yeni biyobelirteg tespiti yapilmasini,

farkli metabolomiks yolak analizlerini, ilag aktivite ¢alismalarini amaglar. 2°-3!
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Metabolik Parmak izi

Metabolik Ayak izi

Aki analizi

Hedef analizi

Sekil 2.4. Metabolomiks Yaklagimlar

Metabolik parmak izi yaklagimi, sistem igerisindeki tiim saptanabilir
metabolitlerin genis bir yelpazede taranmasini igerir. Hedeflenmemis analiz
yaklagimlarinda yaygin olarak kullanilir.

Metabolik  ayak izi yaklasimi, hiicreler tarafindan metabolit atilimi veya
aliniminin bir yansimasi olan hiicre kiiltiir ortamlarinda metabolitlerin tabaka analizidir

Metabolik profilleme, spesifik bir metabolik yola ya da bir bilesik sinifina bagli,
bir grup metabolitin analizine odaklanir. Analiz i¢in metabolit yollar1 se¢ilmistir ve
belirleyicileri ic¢in spesifik analitik yontemleri gelistirilmistir. Bu  yaklasgim
metabolizmanin kisitlayict olmayan kapsamli bir goriiniimiinii saglar. Metabolit profili
en eski ve en koklii yaklagimlardan biridir ve metabolomiks i¢in dncii bir analiz yontemi
olarak kabul edilebilir. Metabolik profilin sonuglari kantitatiftir.

Ak analiz ise, genellikle bir izotop isaretli karbon olan bir bilesigin, akibetini
belirlemek i¢in belirli bir yol veya yollar dizisinin takiben niceliksel veri yorumunun

yapilmasini saglar.3% 3
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2.9. Insan Metabolom Projesi

Insan genomunun amaci, insanin evrimini, hastaligin nedensellesmesini ve gevre
ile insanlik arasindaki durumunu tanimlamak, kalitimlar arasindaki etkilesimi anlamak
ve bu katkilardan dolay1 tan1 ve tedaviyi kolaylastirmakti. Insan Genom projesi ile global
bir caligma yapilarak 2003 yilinda insan viicudunda 25.000 civarinda gen bulundugunu
ve genomun sadece % 1.1'i eksonlar tarafindan bulunurken, % 24'ii intronda bulunurken
genomun % 75'1 intergenik DN A'dan oldugu agiklanarak bu verilerin tamami kayit altina
alinarak tamamlanmistir. Fakat daha sonraki aragtirmalar genlerin ¢ok fazla proteini
kodlagin1 ve bu proteinleri degisikliklere ugradigini ortaya ¢ikardi. Insan genom projesi
sayesinde transkrgptomiks ve proteomiks caligsmalar1 yapilarak yeni veriler elde edildi
fakat hastaligin mekanizmasimin aydinlatilmasinda bu analizler yeterli olmadig:
goriildii.** Metabolomiksteki anahtar sinirlama ise, insan metabolomunun heniiz ¢ok iyi
bir sekilde karakterize edilememis olmasidir. 2004 yilinda baslatilan, insan viicudundaki
tiim saptanabilir metabolitleri (>1 mM) belirlemek ve lgmek amaciyla Insan Metabolom
Projesi (HMP) i¢in ¢alismalar baslatilmistir. Farkli viicut sivilarinda yiizlerce metabolitin
deneysel olarak tanimlanmasina ve oOlgiilmesine ek olarak, bu c¢ok yilli proje ayni
zamanda onceden tanimlanmig tiim metabolitlerin geri doldurulmasi, dogrulanmasi ve bu
bilgilerin elde edilmesini amaglamaktadir.

HMP ile insan viicudunda > 1 mM konsantrasyonlarinda bulunan tiim
metabolitleri, bunlarin iligkili enzimlerini veya tastyicilart ve bunlarin hastaliklarla ilgili
ozellikleri hakkinda kantitatif, analitik veya molekiiler 6l¢ek bilgisine odaklanan ¢ok
amacli bir biyoinformatik-keminformatik-tibbi bilisim veritabani olan HMDB( Insan
Metabolom Veri Tabani ) kullanilarak bir kiitiiphane (Human Metabolome Library-

HML)olusturulmas1 amaglanmistir. Kolayca erisilebilir, deneysel olarak dogrulanmis,
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tam olarak referans verilen, kolayca arastirilan, kolayca yorumlanabilen ve insan
metabolizmasinin miimkiin oldugunca fazla kisimlarini1 kapsamaktadir.

Veriler ve gerekli alan bilgisi genisligi, HMDB'nin hem zor hem de fazla zaman
harcanmasiyla bir araya getirildi. Bu kapsamli veri koleksiyonunu derlemek, onaylamak
icin iki diizineden fazla ders kitabi, birkag bin dergi makalesi, yaklasik 30 farkli elektronik
veri tabani ve en az 20 kurum ici veya web tabanli program, onceki iki yil boyunca
bireysel olarak arastirilmis, erisilmis, karsilastirilmis, yazilmis ve yayinlanmaistir. Ayrica,
2100'den fazla dogrulayict NMR ve MS spektrast toplanmis, 160 deneysel ¢oziiniirliik
belirlemesi yapilmis, 75 organik sentez tamamlanmis ve yiizlerce yliksek performansl
stv1 kromatografisi (HPLC) ayirimi yapilmistir.

HMDB su anda 27 700'den fazla farkli es anlamlilia bagli, 2180'den fazla insan
metaboliti girisini icermektedir. Bu metabolitler ayrica 115 metabolik yolakla, 2080 farkli
enzime, 110 000 SNP'ye ve ayrica 862 metabolik hastaliga (genetik ve kazanilmis)

baglantihidir.® 33

2.10. Metabolomiks Teknolojisinin Kullanim Alanlar

Metabolizma teknolojisinin hizli gelisimi ve metabolomiklerin arastirma
cabalarina dahil edilmesiyle, artik uzmanlar tarafindan tam olarak ele alinamayan temel
sorular1 yanitlamak miimkiin. Bakterilerden insana, bu prensibin Ornekleri, analitik
kimyadaki olaganiistii yeni gelismelerle miimkiin kilinan bir hizla ger¢ceklesmektedir.

Bakteriyel genomdaki genlerin Siew ve ark.>* tarafindan yapilan arastirmalar
sonucu en az % 30-50'sinin yanlis agiklandigi veya bilinmeyen bir fonksiyon oldugu
ortaya cikmistir. Kiigiikk molekiil imzalarinin, bu genlerin islevini belirlemesinde
metabolomiks ¢aligmalar1 kullanilmaktadir.

Yakin zamanda yapilan bir metabolomiks calismalarin da Martin ve ark.

geleneksel farelerde normal bagirsak florasi kolonizasyonunu mikropsuz farelerde, insan

22



bebek bagirsak florasi kolonizasyonuyla karsilagtirmak icin hem NMR hem de MS
teknolojilerini kullanmugtir. Insan distal bagirsak mikrobiyotalari iizerinde metabolomiks
caligmalar1 6nemli rol oynamaktadir. Yapilan bu mikrobiyota ¢aligmalar ile lipitlerin
depolanmasi, ayn1 zamanda enerjinin diyetten ¢ikarilmasi gibi sonuglara varilmistir ve bu
da dengeli ve iyi adapte edilmis bir mikroflora iiretmek bazi hastaliklarin 6nlenebilecegini
ileri siirmiistiir. Yapilan caligmalar dogrultusunda gida kalitesinin dogrudan metabolom
bilesimine bagl oldugu goriilmiistiir.>

Bitkilerin metabolomlarinda 200.000 molekiil tespit edilecegi tahmin edilmistir.
Bitkilerin biyokimyasi 6zellikle insanlar1 sagligi ve rehafi ile ilgilidir. Metabolomiksler
bitki metabolizmasini, fizyolojisini ve gelisimini incelemek ve degistirmek icin yol
gosterir.

Metabolomiksler, gen eksikligi ve niikleer reseptorlerin aktivasyonunda
molekiiler parmak izlerini bulmak igin kullanilmaktadir.®®

Metabolizmanin 6nemli bir rol oynayabilecegi baska bir alanda ilag
metabolizmasinda ve toksisitesinde kisiden kisiye degiskenlik calismasi olan ilag
gelistirme alan1 farmakogenetiktir.

Metabolik potansiyeli belirlemek ig¢in, kanserin molekiiler epidemiyolojisini
anlamada biiyiik bir degere sahip olan metabolomikslerin bagka bir kullanim alanidir.

Son zamanlarda, transgenik fare cizgilerinin kullanimi, ila¢ ve kimyasal
toksisiteye, ilag-ilag etkilesimlerine, karsinojenez mekanizmalarina ve kanser
kemoterapisinde metabolizmanin roliine ve ayni zamanda hassas biyolojik belirtegler
gelistirmeye yol acan yollar1 daha iyi anlamak i¢in bu teknoloji Onemli sonuglar

vermektedir.
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Metabolizmanin insan sagligina olan 6neminin yapilan bu tiir caligmalarla daha
fazla taninmast ve 2004 yilinda Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH, ABD) tarafindan

metabolomiks temanin olugturulmasiyla kanitlanmigtir.2%- 37

2.11. Kanser Arastirmalarinda Metabolomiks

Kanser arastirmalari, pek cok gelismelere ve katkilara ragmen yine de kanserin
islevini agiklamak i¢in yeterli olmamistir bundan dolay1 yapilan ¢aligmalar biiyiik hizla
devam etmektedir. Ozellikle kanser metabolomu iizerine yapilan arastirmalarda,
metabolit konsantrasyonlarindaki kii¢iikk degisikliklerin izlenebilir olmasi biyolojik
fonksiyona gore fenotipik degisimleri ortaya c¢ikarmanin en iyi yolu olabilir bu da
metabolomiksin diger alanlarda oldugu kadar kanser arastirmalarinda da en hizl gelisen
disiplinlerden biri oldugunu gostermektedir. Kanser metabolizmasinin normal dokudan
farkli oldugu, 1950'lerde Otto Warburg tarafindan, karaciger kanser hiicrelerini normal
karaciger hiicrelerine gore karsilastirarak  yapilan aragtirmada onemli bir hipotezin
kanser hiicrelerinin fizyolojik oksijen seviyeleri altinda bile enerji kaynagi olarak
anaerobik metabolizmaya bagli oldugunu o6ne siirdiigii bilinmektedir. Kanser
metabolizmasinin en Onemli Ozelligi, merkezi karbon metabolizmasi, glikoliz
trikarboksilik asit (TCA) dongiisii ve oksidatif fosforilasyon arasindaki iligkidir. Normal
hiicrelerde oksijen varligi glikolizi inhibe eder, glikoliz islemi, bir glikoz molekiilii iki
adenosin 5Sp-trifosfat (ATP) kazanim ile iki piruvat molekiilii olusturur. Piruvat daha
sonra asetil koenzim A'ya (asetil-CoA), vazgec¢ilmez olan sitrik asit dongiisiine (TCA
dongiisti) girerek doniistiiriiliir. Sonug olarak, 38 yeni ATP molekiilii iiretilir. Kanser
hiicreleri glikozu verimli bir sekilde kullanmazlar. Piriivat yerine laktat iiretirler fakat
bunun kanser metabolizmasi i¢in tek bagsma kural olmadigi gosterilmistir. TCA

dongiislinlin asag: regiilasyonu ve oksidatif fosforilasyon ile birlikte glikolitik aktivite
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artis1 gosterdigi yaygin bir anlayistir ve bu anlayisa gore tiimorlerin kanserle iliskili
degisen metabolik enerji yollarina “Warburg etkisi” denilmektedir.

Metabolomiks, yasam bilimlerinde gittikge yayginlagan bir ara¢ haline gelmeye
basladik¢a farkli kanser tiirlerinde yapilan arastirmalar i¢in bir dizi farkli analitik
platformlar kullanilarak spesifik biyobelirteglerin tanisal ve prognoz amacl taramalarda

kullanilabilecegi umulmaktadir.3® 3

2.12. Mide Kanseri ve Metabolomiks

Mide kanserinin erken evreleri asemptomatiktir ve erken evrelerinde spesifik
olmayan semptomlar gdzlemlenir. ileri kanserli hastalarin prognozu, yiiksek niiks orani
ve lenf nodu invazyonu, peritoneal implantasyon ve karaciger metastazi gibi metastatik
ozellikleri nedeniyle hala kotii kalmaktadir. Bu nedenle, hasta prognozunu iyilestirmenin
en etkili yolu, erken donemde GC karsinogenezisin ve metastazin dngoriilmesidir. Bu
sebeplerden dolay1r mide kanseri tanisit ve prognozu i¢in ¢esitli biyobelirte¢ caligsmalari
hiz kazanmistir. Bu biyobelirte¢ler mide mukozasinda taranabilir ve klinik olarak anlami
olabilecek basarili biyobelirteglerin ortaya ¢ikmasi ile glinlimiizde kullanilan endoskopi
ve biyopsi gibi invaziv prosediir iceren yontemlere alternatif olmustur. Mide kanseri i¢in
yeni biyobelirteclerin tanimlanmasinda serum, idrar, plazma, tiikiiriik, beyin omurilik
stvist ve tlimorli, tiimorsiiz dokularda dahil olmak iizere bir¢ok farkli viicut sivilarinda
caligmalar yapilmaktadir. Biyobelirteclerin hastaliklar i¢in tespiti ve etkisi karmasik bir
siirectir.> Mide kanseri i¢in yeni biyobelirte¢ kesiflerinde, 6rnek toplama, depolama ve
farkl1 birgok analitsel teknikler kullanilir ve elde edilen metabolomiks verileri analiz
etmek icin ¢ok sayida istatistiksel yontemler kullanilarak sonuglar yorumlanir. Yiiksek
kalite de sonuglar elde edebilmek, erken evre tan1 ve tespiti i¢in biitiin bu ¢caligmalar mide

kanserinde onemli bir rol oynamaktadir.?
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2.13. Metabolitleri Tanimlamada Kullanilan Analitiksel Yontemler

Metabolomiks deneyler, tiiriin spesifik metabolom biiyiikliigii, dinamik aralig1 ve
farkl1 biyolojik Orneklerde uygulanmasina bagli olarak bir¢ok faktdr goéz Oniine
alindiginda bir veya daha fazla farkli analitik platformlar kullanilabilir. Timorli ve
normal hiicreler arasinda farkli davranan anahtar yollar arasinda glikoliz ve pentoz fosfat
yolu, niikleotid ve protein biyosentezi, lipit ve fosfolipit devri, TCA dongiisii ve redoks
stres yollar1 yer alir ve bundan dolay1 6rneklerde gozlemlenebilecek tiim bilesikleri tespit
ederken tek bir platform kullanilamayabilir, bu nedenle tekniklerin bir karigimi
kullanilmalidir. Béylece biyolojik 6rneklerde tespit edilmesi miimkiin olan metabolitlerin
say1s1 artar, kanserin fenotipini incelemek i¢in uygun bir seviyeye dogru gelistirilir ve
kanser tedavisi i¢in potansiyel hedefleri ortaya koyar.

Metabolitler genel olarak inorganik olmasina ragmen amino ve yag asitleri,
karbonhidratlar, vitaminler, lipitler ve bir¢ok elementel tiirler igerir. Proteomiks ve
transkriptomiks ile karsilastirildiginda ¢ok cesitli atomik diizenlemeler olusturur ve bu da
molekiiler agirlik, polarite, ¢oziiniirliikk gibi kimyasal 6zellikleri ile uguculuk gibi fiziksel
ozelliklerinden dolay1 genis cesitlilik saglar. Metabolomiks uygulamalar, mikroplarda,
bitkilerde ve hayvanlarda, genomiks ,proteomiks ve transkriptomiks tekniklerine
tamamlayici olarak genisletilmis bir¢ok farkli uygulamalar da gergeklestirmektedir.

Omiks teknolojilerinde, metabolit dinamiklerini yansiz bir sekilde ortaya
koyabilmek, metabolitlerin hizli, dogru ve kesin analizini saglamak, biyolojik
numunelerin aralarindaki oOrlintiilerini tanimlayabilmek, biyobelirteglerin

tanimlanabilmesi ve ila¢ tedavilerinin biyokimyasal sonuglart i¢in kullanilan analitsel

yontemler;
o Kiitle spektrometrisi(MS)
o Gaz kromatografisi- kiitle spektrometresi (GC-MS)
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o S1v1 kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS) ve farkli iyonlastirma
teknikleri kullanilarak elektrosprey iyonizasyonu (ESI-MS) veya daha az tipik olarak

atmosferik basing kimyasal iyonizasyonu (APCI-MS)

o Ultra Performansli S1vi Kromatografisi-Kiitle spektroskopisi,(UPLC-MS)
o S1v1 kromatografisi-tandem kiitle spektrometrisi LC-MS/MS
o LC-MS sisteminin uygulama alanlar1 olarak iyon tuzaklari,4-Kutuplu

Kiitle Spektrometresi (Quadropole) ve Ucus Zamanh Kiitle Spektrometresidir
(TOF),hibrid dort kutuplu (QTOF) analizorleri

o MALDI-TOF-MS

o Kapiller elektroforez-kiitle spektrometresi (CE-MS)
o Fourier doniisiimii iyon siklotron rezonanst (FTICR) -MS
J Fourier doniistimlii kiz1l6tesi spektroskopisi (FT-IR)

. NMR spektroskopisi
o Kapiler elektroforez (CE)

. Raman spektroskopisi

2.14. Mide Kanseri Metabolomiks Calismalarinda Kullanilan Bashca
Analitiksel Yontemler

2.14.1. NMR Spektroskopisi

NMR spektroskopisi, en yaygin kullanilan spektroskopik analitik tekniklerinden
biri olup, minimum 6rnek hazirlama gerektiren, hizli, yiiksek verimli ve mikro-molar
araliktaki cok ¢esitli bilesikleri benzersiz seklide es zamanli olarak tanimlayabilen bir
yontemdir. NMR spektroskopisi, yiiksek verimli bir parmak izi teknigidir ve NMR bazli
metabolomikler belirli kosullar altinda metabolitlerin biitiinsel bir goriinlimii saglayabilir
bu nedenlerden dolay1r metabolomiks ¢aligmalar i¢in uygun ve avantajlidir. Biyo akiskan

veya dokularin analizi i¢in metabolomiks alan dahilinde, NMR, biyomateryalleri
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tahribatsiz olarak ve zengin yapisal bilgileri 6lgmesinden dolay1 klinik ve farmasdtik
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Metabolomlarin yapisal ve islevsel
karakterizasyonunu gelistirmek icin essiz firsatlar sundugunu yapilan caligmalar
gostermektedir.>

Mide kanseri metabolomiks ¢alismalarinda kullanilan NMR y6nteminde, idrar,
plazma ve doku ornekleri yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Kim ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada insan mide kanseri i¢in olasi
biyobelirtegleri tanimlamada fare modellleri {izeinden H-NMR tabanli metabolomiks
caligmalar gerceklestirilmigtir. Mide kanseri tespiti i¢in fareler lizerinde tiimdrler
olusturulduktan sonra idrar Ornekleri toplanmistir ve endojen metabolitler igin
hedeflenmis profil dogrultusunda analizler yapilmistir. Kanser ve kontrol gruplari i¢in
NMR spektrumlariin karsilagtirilmasi degerlendirilmis ve OPLS-DA ile profillemeyi
hedeflemede, TMAO, 3-inoksilsiilfat, hippiirat, 2-oksoglutarat ve sitrat seviyeleri, insan
mide tiimorii tagiyan ve normal fareler arasinda 6nemli dlgiide farkli oldugu goriilmiis ve

bu bes metabolitin yararh biyobelirtegler olarak kullanilabilece@i onerilmistir.*

2.14.2. Kiitle Spektrometrisi

Kiitle spektroskopisi iyonlart kiitle/yiik oranini esas alarak siralayan yiiksek
secicilik ve hassasiyet ile metabolitleri tanimlama potansiyeli olan kantitatif analiz
yontemidir. Kiitle spektroskopisi ayirma teknigi farkli kombinasyonlarla kullanilarak
metabolit ayrigmasina bagl kiitle spektromlarinin karmasikligini azaltir ve metabolitlerin
fiziko-kimyasal 6zellikleri ile ilgili ek bilgiler sunar. Metabolit kayiplarina neden olabilen
ve Ornek giris sistemine ve kullanilan iyonizasyon teknigine bagli olarak, spesifik
metabolit siniflar1 ayirt edilebilir. Cok sayida farkli MS analiz yontemi mevcuttur fakat

mide kanseri metabolomiks ¢aligsmalarinda en ¢ok kullanilanlar; gaz kromatografisi (GC-
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MS), sivi kromatografisi (LC-MS), kapiller elektroforez-kiitle spektroskopisi(CE-MS),

gaz kromotografisi-ucus zamanl kiitle spektroskopisi GC-TOF-MS.(57)

2.14.3. Gaz kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi (GC-MS)

Diisiik molekiil agirlikli yani dogada ugucu halde bulunan yag asitleri, organik
asitler ve sekerler bulundugu metabolitlerin analizi i¢in uygun bir yontemdir. Kanser
caligmalarinda yeni biyobelirte¢lerin  kesfi icin yapilan caligmalar mevcuttur.
Numunelerde tsespit edilen kimyasal aralig1 genisletmek icin analizden 6nce genellikle
kimyasal tiirevlendirme yapilmaktadir. GC-MS analizleri her ne kadar hassas, niceliksel,
tekrarlanabilir ve alanlarindaki diger tekniklere gore daha gelismis bilesikleri tanimlasa
da numulerde yapilan 6rnek isleme ve farkli fonksiyonel gruplara sahip bilesikler i¢in
farkli tiirevlendimelerin ortaya ¢ikmast spektrumlarin yorumlanmasini zor hale
getirmektedir. 4°

Wu ve ark. Tarafindan yapilan bir ¢aligmada normal ve malign gastrik doku
arasindaki metabolomiks profil farkini ve tiimor biyobelirteclerini belirleyebilmek igin
uygun bir kimyasal tiirevlendirme ile gaz kromatografisi-kiitle spektroskopi analiz
yontemi kullanilmistir. Erken tan1 ve tiimor derecelendirmesinde 6nemli bir potansiyele
sahip oldugu sonucuna varmiglardir ve bir¢cok potansiyel biyobelirteg listeleri

onermislerdir.*

2.14.4. Siv1 Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi (LC-MS)

LC-MS ugucu olmayan kimyasallar i¢in kullanishi olup GC-MS yodntemini
tamamlayici bir tekniktir. Cesitli kiitle analizorleri kullanarak hem pozitif hem negatif
iyon modunda analiz edebilir. Yiiksek duyarlilifi ve seciciligi nedeniyle karmagsik
karisimlardaki ¢ok cesitli metabolitleri hem hedeflenmis metabolomiks hem de

hedeflenmemis metabolomiks yontemleri ile analiz edebilen analitik bir cihazdir.*!
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Liang ve ark. #* gastrik kanser hastalarindan tani ve tedavi i¢in topladiklari idrar
orneklerinden duyarl ve spesifik GC biyobelirteclerini yiiksek verimli s1ivi kromotografi-
kiitle spektrometresi (LC-MS) ile analiz etmislerdir. 16 metabolit farkli sekillerde
eksprese edilmis ve bu nedenle insan GC'si i¢in potansiyel idrar biyobelirtegleri olarak
hizmet edilebildigi goriilmiistiir. Yapilan arastirmada karsilastirmali bir calisma
gerceklestirmislerdir ve eslestirilmis kontrol deneklerinden GC’li hastalar1 agikca ayirt
etmek i¢in sekil tanima yaklasimi ve ag analizi birlestirilmis ve bu ag analizi ile
belirlenmis metabolitler ve cesitli biyolojik siireclerdeki degistirilmis metabolik yollar

arasindaki yakin bir iliski oldugu goriilmiistiir.

2.14.5. Kapiller Elektroforez-Kiitle Spektroskopisi (CE-MS)

CE-MS, diisiik 6rnek hacimlerdeki polar veya iyonik bilesiklerin ayristiriimasi ve
saptanmasi i¢in ideal olarak uygundur. CE-MS temelli metaboliks ¢aligmalarda hem
hedeflenmis hem de hedeflenmemis yaklasimlarda kullanilmaktadir. Diger analitik
tekniklerle karsilastirildiginda daha az kullanilmaktadir. Katyonik, anyonik ve ndtr
metabolitleri ayirmak i¢in karsilastirmali profilleme c¢alismalarinda ii¢c adet CE-MS
yontemi kullanilmaktadir. Cesitli analitik tekniklerde, 6rnek enjeksiyon hacimlerinde
cesitlilikler vardir. CE-MS ¢alismalarinda enjeksiyon hacmi sadece birkag nL.’dir. Bu da
metabolomiks c¢aligsmalarinda sinirl 6rneklerin analizini (6rnegin beyin omurilik sivisi,

doku) kolaylastirir.*3 44

2.14.6. Ucus Zamanh Kiitle Spektroskopisi (TOF-MS)

Genis spektrum analizi, genis bir molekiil agirlik araligi, kiitle hassasiyeti ve kiitle
¢cOzniirligii, duyarhilik, hizli kazanim ve artan dinamik araligindan dolay1 metabolomiks

alaninda 6nemli yere sahip olmaya baglamistir. Bir TOF aparati ile birlestirilmis diger
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analitik platformlar son zamanlarda metabolomiks ¢aligsmalarindaki analizler i¢in gerekli
olan kiitle dogrulugu ve ¢oziiniirliik seviyesine ulagmustir.*

Jiye Aa ve ark.* tarafindan yapilan bir ¢aliymada gastrik kanser (GC),
postoperatif GC hastalar1 ve kronik superficial gastritli (CSG) kontrol hastalarindan
alinan doku ve plazmadaki metabolitleri belirleyebilmek i¢in GC-TOF/MS cihazi
kullanilmigtir. Elde edilen kromatogramlar toplam iyon akimi (TIC) profilleri ile
gosterilmistir. Kromatogramlarin gorsel incelemesi, dokular ve plazmalar yani GC
hastalarinin ve CSG kontrollerinin dokulari, GC hastalarinin plazma ve CSG kontrolleri
ile GC hastalarinin ve postoperatif GC hastalarinin plazma arasindaki farkliliklarin ortaya
ciktigr goriilmiistiir. Yapilan bu ¢alisma mide kanserinin klinik tanisi i¢in alternatif bir
yontem olacagi diigiiniilmiistiir.

CE-TOF/MS metabolik calismalarda kansere 6zgii cesitli metabolik 6zellikleri
tanimlaya yardimci oldugu i¢in kullanilan analitik tekniklerden biridir.

Hirayama ve ark.*’ kolon ve mide kanserinde kantitatif metabolom profili igin 16
kolon 12 mide kanseri hastasindan elde edilen tiimorlii ve normal dokulardaki seviyeleri
ayni anda 6lgmek i¢in yiiklii metabolitlerin kapsamli ve kantitatif analizini saglayan
kapiller elektroforezi zamana-gore kiitle spektrometresi ile analiz etmiglerdir. CE-
TOF/MS kullanim1 ile yeni anti kanser ajanlarinin gelistirilmesinde giiglii bir arag
olabilecegini gdstermiglerdir.

S1v1 kromatografisi ile dort kutuplu ugus zamani kiitle spektrometresi (QTOF-
LC/MS) ile yapilan hedeflenmemis analizler, metabolitlerin karakterizasyonunu
kolaylastirir, genis bir tarama saglar, cogu biyolojik drnekte oran ve tutulma siiresini rutin

olarak tespit eder. Q-TOF ‘un metabolomiks ¢alismalarinda en biiyiik faydasi hizdir.*8
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2.15. Metabolomiks Calismalarinda Kullanilan istatiksel Yontemler

Mevcut metabolik ¢aligmalarda yapilan biyomarker analizinde {i¢ énemli adim
bulunmaktadir. ilk olarak biyomarker secimi, hastalikli ve saglikli biyolojik drnekler
arasinda maksimum ayirt edici giicii saglayacak oOzelliklerin en optimal sekilde
olusturulacak alt kiimesinin tanimlanmasimi igerir. Daha sonraki adim performans
degerlendirmesidir. Birinci adimda Onerilen biyobelirteglerin degerlendirilmesini,
metabolomlar arasindaki farkliliklarin ortaya ¢ikarilmasini, spesifik fenotipik 6zelliklerin
karakterize edilmesini ve onaylanmasini igerir. Son adimda ise nihai model olusturma ile
belirli bir hedef popiilasyondan Olglilen sonuglar goz oOniline alindiginda, segilen
biyobelirteglerin veya metabolik yolaklarin sonucunu anlamli hale getirebilmek i¢in tek
bir test skoruyla birlestiren sabit bir matematiksel denklem veya bilgisayar algoritmasi

gelistirmeyi igerir.*

2.15.1. Veri Analizi ve Algoritma Secimi

a) Tek Degiskenli Analiz

Metabolomiks ¢alismalarinda yapilan deneyler ¢cok degiskenli veriler olusturmus
olsa da, farkli gruplar arasinda artmis veya azalmis olan metabolitleri bireysel olarak test
etmek icin tek degiskenli analiz yontemleri g¢oklu hipotez konular1 ele alinarak
kullanilabilir. Bu testler en yaygin sekilde kullanilan varyans analizi ANOVA, t-testleri,
z-testleri gibi parametrik yontemler igerir. Elde edilen verilerin normal dagilimi kabul
edilmediginde ise Kruskal-Wallis testi kullanilabilir veya veri setinin logaritmasi alinarak
verilerin normal dagilima yontendirilmesi saglanabilir. Tek degiskenli veri analizinde,
tek molekiillii seviyede ¢ok kiiciik farkliliklar varsa ¢oklu molekiil kombinasyonlar1 ile
sistem diizeyinde tanimlanabilir fakat gruplar arasinda ayrim yapamaz. Bu yiizden tek

degiskenli analizlere dayali biyobelirte¢ se¢imi yapmak uygun degildir, ¢iinkii tek bircok
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degiskenli modelde birlestirildiginde, izolasyonda anlamli olmayan metabolitler ortaya
cikar. Tek degiskenli analiz sadece ¢ok sayida Olciilmiis analitin yalnizca arastirilan
kosullar altinda en giiclii cevabina indirgemek i¢in kullanilir. Tek degiskenli veri analizi
yontemi her gegen giin gelistirilmektedir.>!-4°

c) Cok Degiskenli Analiz

Metabolomiks veriler ¢ok degiskenli verilerden olusmaktadir. Cok degiskenli
analizlerde sadece farkli gruplar arasindaki tek metaboliti degil, ayn1 zamanda tek
molekiiller arasindaki yapilari da kullanmayr amaglamaktadir. Metabolik alanda
uygulanan ¢ok degiskenli analiz teknikleri; temel bilesen analizi (PCA), kismi en kii¢iik
kareler diskriminant analizi (PLS-DA) ve kiime analizidir.

Temel bilesen analizi PCA, bir veri kiimesindeki degiskenleri, daha az sayida
karsilikli olarak birbiriyle iligkili ana bilesenler (PC) ile agiklamaya calismak ve boyut
indirgemek icin kullanilan yaklasimlardan bir tanesidir. PCA, gercek 6zvektor tabanli cok
degiskenli analizlerde en ¢ok uygulanan analizlerden biridir. Tiim PC’ler dogrusal olarak
iligkisiz biitiin degiskenlerin bir degerler kiimesine doniistiiriilmesi i¢in birbirleriyle
ortogonal yani eslenimli olacak ve agikladiklar1 varyans miktarina goére siralanacak
sekilde yapilanmaktadir. Metabolomiks veriler konusunda, ana bilesenler metabolit
katkilarinin vektorleridir. PCA’daki ilesenlerin sayist veya kendini organize eden
parametreleri optimal olarak tanimlar bdylece veriler iizerinde en etkili gorsel hale gelmis
olur.

Denetimsiz yontem olarak kullanilan diger bir yontem kiime analizidir. Kiimeleme
analizleri hiyerarsik ve hiyerarsik olmayan yontemler olarak iki sinifa ayrilabilir. Her bir
orneklemi siiflandirabilmek ve kiimeler arasindaki benzerlikleri yani hiyerarsik kiime
analizini kullanarak degerlendirmek i¢in kiime analizi kullanilmaktadir. Hiyerarsik

kiimeleme yonteminde bilesenlerin birbirlerine en benzer olanlardan baslayarak
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olusturulan gruplardan daha az benzerlik gosterenlerin daha biiyiik grup olusturarak bir
grup altinda toplanmasi temeline dayanmaktadir. Hiyerarsik kiimeleme yonteminde ise
genel olarak degerlendirilir ve gruplandirilir. Her iki kiimeleme yonteminde 6rneklem
gruplamalarindan bagimsiz Olgiilen numunelerdeki igsel benzerliklerine gore
gruplandirilir ve gorsellestirilir.

PLS regresyonu, denetimli dogrusal karisim modelleri sinifina ait olan, bir matris
yanit1 ile tahmini veri setinin optimize edilmesinde kullanilir. Denetimli yontem olan
PLS-DA’nin genel fikri nceden tanimlanmis yanit yapisi ile giiglii bir sekilde iliskili olan
ayr1 metabolit profilleri gibi i¢sel kaliplar1 ¢ézmektir. PLS-DA ‘da degisken secimleri
yapilirken kullanilan yontemler de siniflandirma amaglart i¢in ya onceden belirlenmis
ornek gruplari arasindaki ayrimi en iist diizeye ¢ikaran degiskenleri ortaya ¢ikarmak ya
da bilinen smif dagiliminin kalibrasyon setine dayanan siiflanmamis 6rneklerin sinif
iliskilerini tahmin etmek i¢in kullanilir yani bu yontem hem belirli bir model i¢in hangi
degiskenlerin secildigini belirten bilgileri hem de model performansini optimize etmeyi

amaglamaktadir, 314930

2.16. Mide Kanseri Calismalarinda Biyobelirteclerin Kesfi ve Metabolomiks
Calismalar1 Uzerine Yapilmis Olan Arastirmalar

1956 yilinda Otto Warburg kanserli hiicreler ile normal hiicreler arasinda belirgin
bir metabolik fark oldugunu, kanser hiicrelerinin ayn1 anda aerobik glikoliz ve solunum
yaptiklarin1 yani fizyolojik oksijen seviyeleri altinda bile enerji kaynagi olarak anaerobik
metabolizmaya bagli oldugunu ileri siirmiistiir. Tiimor baskilayicilar ve onkogenlerin
genetik degisiklikleri iizerine yapilan ¢alismalarin yetersiz oldugunu ortaya koymuslardir
ve bunu takiben yapilan arastirmalar iizerine tiimor baskilayicilar ve onkogenlerin
metabolizma {izerinde dogrudan etkiler gosterildigi ve kanserin ¢ok cesitli metabolik
stirecleri igerdigi, bunlarin birgogunun da aydinlatilmadig tespit edilmistir. Yapilan bu

caligmalar ile kanser metabolomunun arastirilmasinda  Ozellikle metabolit
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konsantrasyonlarindaki kii¢lik degisikliklerin izlenebilir olmasi, bir dizi kanser i¢in
tanisal ve prognoz amaglh taramalarda kullanilabilmesi, spesifik biyobelirte¢lerin ortaya
cikabilecegi diisiincesi metabolomiks c¢aligmalarini en hizli gelisen disiplin olarak kabul
edilmektedir.> 2431

Yapilan ¢caligmalar da dokuya 6zgili metabolik parmak izlerini belirlemek i¢in doku
ornekleri kullanilabilecegini, belirli hastaliklar1 incelemede basarili sonuglar verecegini
ve tip, toksikoloji ve ¢evre bilimleri gibi alanlarda yaygin olarak kullanilabilecegini ileri
siirmiislerdir. Bu arastirmalarda 6rnek hazirlama i¢cin dogrulanmis bir 6rnek hazirlama
olmadig1 gozlemlenmis ve bu ¢alismalarin devami olarak 2007 yilinda Lin ve ark. balik,
karaciger ve kas dokular1 {izerinde iki farkli laboratuvarda ayni Ornek hazirlama
protokollerini kullanarak bir karsilastirma yapmuislar ve iki farkli laboratuvarda iki farkli
doku iizerinde yaptiklar1 calismanin evrensel oldugunu, sadece bir laboratuvara 6zgii
sonuclar olmadigini gostermeyi amaclamiglar. Metabolitlerin 6giitiilmiis 1slak dokudan,
ogitiilmiis kuru dokudan ve homojenize 1slak dokudan ¢ikararak bunlar arasinda
karsilagtirma yapmuslar. Hidrofilik metabolitler 1 boyutlu (1D) 1 kullanilarak analiz
etmisler. 2 boyutlu J-resolved (p-JRES) NMR'nin H niikleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopisi ve projeksiyonlari ve ana bilesenler analizi kullanilarak spektrumlari
degerlendirmislerdir. Kullanilan ekstraksiyon yontemlerinin tutarlt oldugunu ve verim
acisindan 1slak dokularin homojenize edilmesinin daha uygun olcagmi ileri
siirmiislerdir.>?

2009 yilinda Hirayama ve ark #'. tarafindan 16 kolon, 12 mide kanseri
hastalarindan aldiklar1 timorlii ve saglikli doku o6rneklerini metabolom analizi i¢in
ekstrakte ederek, kapsamli bir sekilde kantitatif analizini saglayan kapiler elektroforezi
zamana gore kiitle spektroskopisini (CE-TOF/MS) uygulayarak metabolitleri elde

etmislerdir. Glikoliz, pentoz fosfat yolu, TCA ve iire dongiilerinde midede 95 metabolit,
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kolonda 94 metabolit miktarlari, aminoasit ve niikleotid metabolizmalari, kansere 6zgii
cesitli metabolik oOzellikleri tanimlamislardir. Her iki kanser tiirlinde de glikoz
konsantrasyonlari tiimorlii dokularda normal dokulara gore daha diisiik oldugunu tespit
ederek ‘’Warburg etkisini”’ dogrulamislardir. Tiimorlii dokularda glutamin diginda tiim
aminoasitlerin birikmesi kanser hiicrelerinin enerji iiretimini glutamini glutamata haline
doniistiirerek kullandig1r sonucunu ortaya g¢ikarmiglardir. Aeorobik solunum iizerinde
oksijen seviyesine gore, TCA dongiisii ara diizeylerinde énemli derecede mide de ve
kolonda spesifik farkliliklar gosterdigi  gozlemlenmistir. Dokulardaki —enerji
metabolitlerinin seviyelerini belirlemek icin kullanilan CE-TOF/MS ile yeni antikanser
ajanlarinin  gelistirilebilecegi, kansere ve organa oOzgii karakteristik enerji
metabolizmasinin ortaya ¢ikarilabilecegi gosterilmistir.

Wu ve ark. * 11 erkek 7 kadin toplam 18 mide kanserli hastanin mide
mukozasindan aldiklar1 tiimorlii ve saglikli doku o6rnekleri arasindaki metabolomiks
profil farkini ve tiimdr biyobelirteclerinin bilgilerini elde etmek i¢in (GC-MS) kullanarak
calismiglardir. Doku oOrneklerine GC-MS ig¢in gerekli olan ekstrakte yontemleri
uygulandiktan sonra % 1 TMCS ve BSTFA ile kimyasal tiirevlendirme kullanilarak
cihazda analizi yapilmistir. GC-MS ‘de analizi yapilan numunelerden 70 tane sinyal elde
edilmistir. Cihazin kiitliphanesi tarafindan bu sinyaller belirlenerek listeler haline
getirilmigtir. Verilerin normallestirilmesinden sonra biyobelirtecleri bulabilmek igin
Wilcoxon rank sum testi kullanmislardir. Saglikli dokularda L-altrose, L. -mannofuranose,
myo -inositol, timorlii olmayan grupta daha yiiksek seviyelerdeyken, belirlenen diger
metabolitler tiimdrlii dokularda daha yiiksek seviyelerdedir. Diger metabolik farliliklarda
tiimor dokularinda invaziv ile invaziv olmayanlar arasinda tespit edilmistir. Mide kanseri
calismasinda tanisal bir model olusturabilmek i¢in temel bilesen analizi (PCA)

kullanilmis alict isletim karakteristigi (ROC) egrileri ile degerlendirilmistir. Bunun
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sonucunda insan mide tiimorlerinde valin katabolizmasinin metabolomiks profillemede
onemli rol oynadig1 goriilmiistiir. Bu calismada gastrik kanser drneklerinde serin ve
fosfoserin seviyelerinin artmis oldugu ve buna glikolizin sebep oldugu diisiiniilmiistiir.
Glikoliz seviyesindeki degisim ve TCA dongiisiindeki bozulmalarin karbonhidrat
metabolizmasindada degisikliklere neden oldugu gozlemlenmistir.

2010 yilinda Kim ve ark.*’ yaptigi ¢alismada 10 tane kontrol ve kanser grubuna
rastgele boliinmiis fare de insan mide kanseri modeli olusturarak farelerin idrar 6rnekleri
iizerinde kemometrik-metabolomiks yaklagim ile insan mide kanserinin saptanmasi i¢in
biyobelirteglerin ortaya c¢ikarilmast amacglanmistir. Farelere insan mide kanseri
ksenogreft modeli olarak saline veya AGS hiicreleri ile enjekte etmislerdir. Numuneleri
idrar Ornekleri iizerinden toplamalarinin sebebi invaziv olmamasi, metabolitlerin
konsantre olmasi ve drnek hazirlamanin basit olmasi nedeniyle se¢mislerdir. Toplanan
numuneler toksikametabolomiks ¢alismasi i¢in 'H-Niikleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopi kullanilarak analiz edilmistir. Kontrol ve tiimdr tagiyan fareler arasinda ayri
ayrt kiimelenerek gosterilmis, temel bilesen analizi PCA, kismi en kiiclik kareler-
diskriminant analizi (PLS-DA) ve (OPLS-DA) igin ortogonal projeksiyonlar ile
birlestirilen global profilleme kullanilarak sonuglar yorumlanmistir. Hedeflenen profilde
insan mide kanseri hiicreleri tagiyan farelerde kontrol grubuna kiyasla trimetilamin oksit
(TMAO), hippurat seviyelerinde azalma oldugunu goézlemlemislerdir. Yine tiimdr tagiyan
farelerde 3-inoksilsiilfat, 2-oksoglutarat, sitrat seviyelerinde artis gézlemlemislerdir ve
bunlarin yararli {iriner biyobelirtegler olarak kullanilabilecegini ileri stirmiiglerdir.

2011 yilinda Hu ve ark.>? insan mide kanseri SGC-7901 hiicrelerini rastgele 8 tane
metastaz grubuna 8 tane metastaz olamayan gruba ve 8 tane de kontrol grubu olacak
sekilde 24 tane fare lizerinde model olusturmuslardir. Ciddi kombine immiin yetmezlik

(SCID) fareleri kullanarak metastaz modeli olusturmuslardir. Farelerde topladiklari idrar
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orneklerini kimyasal tiirevlendirme yaparak GC-MS cihazinda analiz etmislerdir. Ug grup
arasindaki metabolik farkliliklar temel bilesenler analizi (PCA) ile karakterize etmislerdir.
Metastasik olmayan ve metastatik gastrik kanseri ayirt edebilmek icin 7 metabolit tespit
etmiglerdir. Bunlar PCA analizinin yanisira ROC analizi ile dogrulanmistir. Metastaz
grubunda alanin, gliserol, L-prolin seviyesini daha diisiik bulmuglardir. Yine metastaz
grubunda idrardaki yiliksek miyo-inositol seviyesini potansiyel bir gosterge olarak
yorumlamislardir. Butanedioik asit, malik asit ve sitrik asit seviyeleri, trikarboksilik asit
(TCA) dongiisii ara maddeleri de mide kanseri farelerinde daha yiiksek bulmuslardir. GC-
MS ile elde edilen bu verilerin erken tan1 ve metastaz taramasi veya mide kanserinin
niiksetmesinde dnemli bir rol oynayacagini ileri stirmiislerdir.

Miyagi ve ark. >* akciger, mide, kolorektal, meme ve prostat kanseri olan 200 tane
hastadan topladiklart plazma Oornekleri ile plazma serbest amino asit (PFAA)
profillenmesi iizerine ¢calismiglardir. Kanser hastalarinda PFAA profillerinde degisiklik
olduguna dair bilgiler lizerine PFAA profillerinin tanmi i¢in kullanimini aragtirmaya
baslamislardir. “Aminolndex Teknolojisi’’ olarak bilinen PFAA konsantrasyonlarina
dayanan bir tan1 indeksi olusturmuslardir ve 6n bilgileri elde etmislerdir. Hastalardan
kolayca topladiklar1 plazma oOrneklerini daha sonra aminoasitleri yiiksek dogrulukla
analiz edebilmek i¢in i¢in yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), -elektrosprey
iyonizasyon (ESI), kiitle spektrometrisi (MS) kullanarak metabolik degisiklikleri tek
degiskenli ve ¢ok degiskenli analizler kullanarak kanser hastalar1 ve kontroller arasinda
karsilagtirmiglardir. Kanser hastalarinin PFAA profillerinde her bir kanser tiiriine gore
degisiklikler gosterdigini ortaya ¢ikarmislardir. Kanser hastalarinin PFAA profillerinde
iki tip degisim oldugunu gostermislerdir. Gozlemledikleri bu farkliliklar birgok kanserde
goriiiilen metabolik degisiklikleri ortaya ¢ikarirken, digerleri her bir kanser tiiriine 6zgii

oldugunu ileri siirmiislerdir. PFAA profilinin aydinlatilmas: yoniinde yapilan bu ¢alisma
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kanserin erken evre hastalarinda, hastaligin dogas1 hakkinda bilgileri ortaya ¢ikarmasina,
kanseri 6nleme, prognoz, izleme ve tedavisine bir basamak olacagini savunmuslardir.

Aa ve ark.* gastrik kanser (GC), postoperatif GC hastalar1 ve kronik superficial
gastritli (CSG) kontrol hastalarindan alinan doku ve plazma orneklerini kimyasal bir
tirevlendirmeyle hazirladiktan sonra GC-TOF/MS ile analiz ederek metabolitleri
belirlemislerdir. Doku ekstratlarinin ve kan plazmasindaki yapilan dl¢timleri toplam iyon
akimi (TIC) profilleri ile gosterilmis olup toplam 79 6zgiin pik tanimlamiglardir. PCA ile
plazma ve doku Ornekleri iki kiimeye ayirmislar ve buradaki metabolomlar1 ayrintili
sekilde sunmuslardir. Plazmadaki metabolik farkliliklarin dokulardaki kadar onemli
olmadigini ileri stirmiislerdir. Gastrik kanser hastalarinin dokularinin metabolizmasinda
yiiksek glikoliz, TCA ve aminoasitler gozlemlemislerdir. Glukoz, gastrik kanser
hastalarinin doku ve plazmasinda kontrollere gore daha diisiik seviyerlerde oldugunu,
CSG hastalarinin da plazmalarinda daha diisiik konsantrasyonda oldugunu yaptiklar
calismada gostermislerdir. Ug serbest yag asidi, heksadekenoik asit, dokosaheksaenoik
asit ve heptanoik asit ile P-hidroksibutiratin tepe alanlari, GC dokularinda CSG
dokularindan énemli 6l¢iide daha fazla oldugu sonucuna varmislar ve bununla birlikte,
miyo-inositol-1-fosfat, esterlenmemis kolesterol ve gliserik asit-2,3-difosfat seviyeleri
daha diisiik oldugunu gézlemlemislerdir. GC dokularinda lipitlerin daha yogun ayristigini
ileri stirmiiglerdir. Sonu¢ olarak GC’i karakterize eden metabolitlerin seviyeleri,
hastalardan aldiklar1 doku ve plazma 6rneklerinde pozitif bir korelasyon gostermemesi
sonucuna varmislardir.

2011 yilinda Tkeda ve ark.> ozofagus, mide ve kolorektal kanserli hastalardan
aldiklar1 serum Ornekleriyle metabolom analizini gergeklestirmislerdir. 15 6zofagus
kanseri hastasi, 11 mide kanseri hastasi, 12 kolorektal kanser hastasi ve 12 saglikli

goniillillerden alinan serum 6rneklerini GC / MS ile dlgmiislerdir. Kanser hastalarindan
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aliman Ornekler i¢cin baska dokulara metastaz olmadigini bildirmislerdir. GC-MS ile
Ol¢timii yapilan Orneklerin TIC kromatogramlarindan metabolik parmak izi yOntemi
olarak ayrim yapmak i¢in PCA uygulamislardir. Kanser hastalar1 ile goniillii hastalar
arasinda metabolomik farkliliklar1 gostermisler ve metabolit profillemeyi ortaya
koymuslardir.58 metabolit tespit etmiglerdir. Daha sonra, her bir kansere 0Ozgii
metabolitler hakkinda bilgi edinmek i¢in PLS - DA kullanmiglardir. PLS - DA yiikleme
grafikleri ve Steel-Dwass testi ile yapilan istatistiksel degerlendirme ile 6zofagus kanser
hastalarinda goézlemlenen malonik asit ve l-serin seviyelerindeki degisimleri ortaya
cikarmiglardir. Mide kanseri hastalarinda ise 3 - hidroksipropionik asit ve piruvik asit
seviyelerindeki degisiklikleri karakterize ederlerken kolorektal kanser hastalarinda 1-
alanin, glukuronoik lakton ve l-glutamin seviyelerindeki degisimleri rapor haline
getirmiglerdir. Sonuglar daha sonra alici isletim karakteristik egrileri ile
degerlendirilmistir. Ozofagus kanseri hastalarinda, 58 metabolitin dokuzu, saglikli
goniilliilerle karsilagtirildiginda anlamli sekilde degismistir ( p <0.05). Mide kanseri
hastalarinda 58 metabolitin besi, kolorektal kanser hastalarinda ise 12’si anlamli olarak
degistigini ileri siirmiislerdir ( p <0.05). Belirledikleri yedi metabolitin serum
seviyelerinde kanserin erken evresinde tani olarak uygulanabilirligini aragtirmislar ve
kanser hastalarinin birinci evresinde 3-hidroksipropionik asit, piriivik asit, l-alanin,
glukuronoik lakton ve l-glutamin diizeyleri, saglikli goniillillere gére anlamli olarak
degistigini ileri stirmiiglerdir.

2012 yilinda Song ve ark.>® 30 mide kanserli hastadan 30 saghkli kontrollerden
aldiklar1 numuneleri analiz etmek icin gaz kromatografisi / kiitle spektrometresi (GC /
MS) kullanmiglardir. Aldiklar1 numuneleri TNM siniflandirmasina gore katogorize
etmislerdir. Numuneler GC-MS analizi i¢in hazirlanirken gerekli homojenizasyon

yapildiktan sonra amino asitler (metiyonin, fenilalanin, prolin, lisin, tirosin ve glutamat),
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yag asitleri (laurik asit, palmitik asit, stearik asit, oleik asit, arakidonik asit), glukoz ve
kolesterol igceren bir mg referans standardi i¢in 200 pg/mL final konsantrasyonuna 5 mL
piridin eklenerek ¢ozlilmiistiir ve tiirevlendirme isleminden sonra analize verilmistir. Her
numune veya referans standardi bir GC / MS toplam iyon akimi (TIC) kromatogramu ile
gostermisler tespit edilen tiim pikleri normalize ettikten sonra ortogonal kismi en kii¢iik
kareler diskriminant analizi (OPLS-DA) degerlendirmiglerdir. 60’tan fazla sinyal
saptamislar ve amino asitler, organik asitler, karbohidratlar, yag asitleri ve steroidler gibi
toplam 44 endojen metabolit, ardisik olarak tespit etmislerdir. Gastrik kanser hastalar1 ve
normal kontroller arasindaki biyomolekiillerin farkliliklarini arastirmak i¢in Wilcoxon
testi (P <0.05) kullanmiglar ve karbonhidratlar, amino asitler, yag asitleri ve steroidler
dahil olmak iizere toplam 18 farkli metabolit tespit etmislerdir. Yag asitlerindeki
seviyelerin kanserli hastalardan aliman serumlarda daha diigiik oldugunu, mide
kanserinde sindirim glikoz yerine sarkozin mide kanseri serumunda anlamli diizeyde
yiiksek oldugunu, yine gastrik kanser serumunda fumarik asit seviyelerinin énemli 6l¢iide
azaldigini, artmig glikoliz nedeniyle kanser dokusunda valinde bir artis oldugunu tespit
etmislerdir. Valin, sarkozin, heksanedioik asit ve kolesterol gibi metabolitler muhtemelen
potansiyel biyobelirteg¢ olacagin1 ileri slirmiisler ve alinan dokularda TNM
siiflandirmasinin kullanilmasinin bir etkisinin olmadig1 sonucuna varmislardir.

2016 yilinda Hu ve ark.’’ fareler {izerinde histolojik olarak dort patolojik model
ile birlikte kontrol fareleri de kullanarak bir metabolik ¢alisma yapmuislardir. Fareleri
gastrit, GS; duisiik dereceli gastrik displazi, LGD; yliksek dereceli gastrik displazi, HGD;
ve normal kontrol grubu (CON) olarak gruplara ayirarak metabolik profillerini ortaya
cikarmiglardir. Mide karsinogenezi olusturulan farelerde toplanan serum 6rnekleri NMR
tabanli spektrum analizi ile gergeklestirmislerdir. Yapilan onceki c¢aligmalarda

gozlemledikleri OR-STOCSY yaklagimi kullanarak biyolojinin ilgisini bozan
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tedirginlikler ile iliskili olan iligkili metabolitleri ortaya ¢ikarmay1 ve ayrica herhangi bir
on bilgi olmaksizin paramparga olan metabolik aglarin kurulmasini saglamay1
amaclamaktadirlar. Ve boylece NMR tabanli metabolik analizin yani sira inter-metaboliti
tanimlamak i¢cin OR-STOCSY analizini kullanarak sonuglari yorumlamislardir. Elde
edilen spektrumlar1 Insan Metabolom Veri Tabani ve 2D 1 H- 1 H Total Correlated
Spectroscopy (TOCSY) spektrumlarinin bilesimine dayanarak 1D 1 H CPMG
spektrumunda ortaya c¢ikan metabolitleri degerlendirmisler ve NMR spektrumlarinda
amino asitler ve karboksilik asitlerden gelen sinyalleri domine etmislerdir. Metabolik
profillerin kapsamli bir karsilagtirmasini elde etmek i¢in PCA uygulamislardir. Bunlardan
elde ettiklerini SRV kiimelerinin verilerine gore arastirmiglardir. Daha sonra Bes grup
arasinda metabolik profillerin farkliliklarini arastirmak i¢in ¢ift yonlii PLS-DA modelleri
ve karsilik gelen tepki permiitasyon testleri (RPT) kullanmiglardir. Kontrol fareleri ile
model fareler arasindaki metabolik degisiklikleri vurgulamak, patolojik bir etki gibi
spesifik faktorlere karsilik gelen metabolik varyasyonlar1 hedeflemek ve izole etmek i¢in
OPLS-DA analizini ger¢eklestirmislerdir. PCA, PLS-DA ve OPLS-DA analizleri ile
olusturduklar1 bes fare grubunda da metabolik profillerin agikca ay1rt edilebildigini ortaya
koymuslardir. GS grubundaki farelere yiiksek tuz diyeti ve pylori enfekteyle indiiklenmis
ve DNA hasart ile iligkili oldugunu goézlemlemisler ve DNA’da yiiksek diizeyde 8-
oksodG belirteci tespit etmislerdir. GS modeli olusturulan farelerde yag asidi
metabolizmasindaki degisiklikleri rapor etmislerdir. iki displazi asamasmndaki LGD,
HGD grubundaki fareler de 6zellikle HGD grubunda artan aminoasit seviyelerini
gozlemlemigler ve aminoasitler ile TCA ara maddeleri arasinda metabolit bir bag
oldugunu ileri siirmiigler, bunun yan1 sira GS’den GC'ye ilerlemede oksidatif strese bagl
metabolik yollarin, kolin fosforilasyonu ve yag asidi yikiminin siirekli bozuldugunu

gozlemlemisglerdir. Son olarak bu ¢aligmada yeniden yapilandirilmis metabolik aglar da
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yer alan enzimlerin ekspresyon seviyeleri ve aktivitelerinin Ol¢iimleri olmaksizin
metabolit seviyelerini tespit etmislerdir.

Choi ve ark.® yaptiklari ¢alismada mide kanseri hastalarindan aldiklar1 6rnekler
ile gastrik ilser hastalarindan aldiklar1 mide suyu Orneklerinde triptofan
metabolizmasindaki degisiklikler ve mide kanseri icin biyobelirteglerin kesfi {izerine
kantitatif bir yontem gelistirmislerdir. Onceki yapilan arastirmalar 1s181nda mide suyunun
floresan spektrumlarinin mide malignitesi ve benign hastalik olan hastalar arasinda
onemli 6l¢iide farkli oldugu bildirilmis ve bunun {izerine mide suyunun, mide kanseri
erken teshisi i¢in 6nemli bir biyolojik sivi oldugunu diistinmiislerdir. Triptofan ve onun
ilgili amino asitlerini serum ve mide suyunda es zamanli olarak analiz etmek i¢in LC-MS
/ MS teknigi kullanilmistir. Triptofan, indol-3-laktik asit, antranilik asit, serotonin,
nikotinik asit, kynurenik asit, kynurenin ve 3-inoksil siilfatin bulundugu sekiz metaboliti
iki i¢ standart bulunan stok c¢ozeltileri belirli bir konstrasyonda hazirlamislardir.
Kalibrasyon ve kalite kontrol (QC) i¢in, serumun bos matrisini gelistirmek i¢in BSA
cozeltisi kullanmislar ve mide suyu kalibrasyon ve kalite kontrol ¢ozeltileri i¢in mide
suyunun pH kosullarimi taklit ederek yapay mide suyu hazirlamislardir. Kalibrasyon ve
QC numuneleri i¢in, sekiz metabolit karigim standardini da hazirlayarak LC-MS/MS igin
gerekli numune hazirlama protokoliinii kullanmislardir. Sivi kromatografisi ve kiitle
spektrometrik kosullar1 ayarlanmig ve her bir analit polarizasyon anahtarlamasi
kullanilarak alternatif pozitif / negatif iyonizasyon modunu kullanarak aminoasitlerin tek
bir ¢alismada tespit edilmesini saglamiglardir. Triptofan katabolizmasindaki baglica
metabolik yol kynurenin yolu olup yapilan bu arastirmada kynurenine yolag: tarafindan
iiretilen metabolitlerin serum ve mide suyu konsantrasyonlarinda degisiklik oldugunu
gozlemlemiglerdir. Mide suyu konsantrasyonlarinda Kynurenik asit, antranilik asit ve

nikotinik asit seviyelerinde artig gézlemlemisler. Triptofan metabolizmasinin kynurenine
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yolunda hiz sinirlayici bir enzim olan IDO {izerinde etkilerini arasgtirmislar, serum ve
mide suyunda IDO'nun enzim aktivitesini yansitan KYN/TRP nin metabolik seviyelerini
rapor haline getirmislerdir.

2017 yilinda Shangli ve ark.>® 90 tane gastrik kanser (GC) hastalari ile 30 tane de
goniilliilerden topladiklar1 120 tane plazma numunesinde bulunan kiigiik molekiilleri H’-
NMR kullanarak metabolomiks calismasi yapmiglardir. Gastrik kanser hastalar1 GC-
1,GC-2 ve GC-3 olarak gruplandirmislar ve gruplandirilan gastrik hastalarinin biitiin
evrelerinde ylizde farklilik degerler analizi ve metabolik analizinde biyobelirte¢ olarak
belirlenen prolinin seviyelerini arastirmiglardir. H-NMR ile plazma orneklerinden
belirlenen molekiiller GC-1,GC-2,GC-3 ve goniilliiler arasinda ANOVA ve OPLS-DA
istatiksel analizler uygulayarak ve 30 tane metabolik molekiil tanimlamislardir. Her bir
molekiiliin nicel konsantrasyonlar1 ve metabolik degisikliklerin seviyeleri belirlemisler
ve GC ile goniilliiler arasinda farli 18 molekiil tanimlamislardir. Metabolik haritalama ile
molekiilleri glikoliz yollar ile iliskili yollar, temel amino asitlerle iligkili yollar ve prolin
ve glutamin metabolizmasi ile iliskili yollar diye ii¢ ana grupta toplayarak rapor haline
getirmiglerdir. GC- 1 asamasindaki hastalarda glikoliz ile iliskili yolaklarda bir artig
gozlemlerken GC-2 hastalarinda aminoasitlerde bir artis goézlemlemislerdir. GC
hastalarinda biyobelirte¢ olarak glutamine ve glutamat seviyelerinde bir diisiis oldugunu
proline seviyelerinde ise biiylik oranda artis oldugunu ileri siirmiislerdir. Gastrik kanser
evrelerinde molekiiler farkliliklarin metabolik seviyelerini ortaya ¢ikarmislar ve boylece
yiizde farklilik degerlerini hesaplayabilmislerdir. Yiizde farklilik degeri ile ortaya ¢ikan
sonucta da pirolin seviyesinin en yiiksek oldugu ve gastrik kanserde biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegi yoniinde olmustur. Prolinin kiimeleme yontemiyle gosterilmesi sonucu

alt gruplarinda da farkliliklar oldugunu gézlemlemislerdir ve bdylece biitiin drneklerde
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Prolin konsantrasyonunu iki alt gruba ayirmislardir.1. gruptaki prolin seviyesini 2.gruba
gore daha fazla oldugunu rapor haline getirmislerdir.

Kaj1 ve ark.®° 162 tane mide kanserli hastalardan cerrahi islem sonrasi kanserli
dokular1 ve komsu olmayan kanserli dokular1 alarak homojenize edip CE-TOF/MS
yontemini uygulayarak analiz etmislerdir. Alinan iki farkli numunenin metabolik
profillerini karsilastirmak i¢cin PCA ve hiyerarsik kiimeleme analizi kullanmiglar ve
kanserin niiks varligini1 veya yoklugunu degerlendirmek i¢in parametrik olmayan Mann-
Whitney U — testini kullanmiglardir. 96 tane metabolit tespit etmisler, kanserli dokularda
laktat/piruvat seviyesinin yliksek oldugunu gozlemlerken Komsu olmayan kanserli
dokularda adenilat enerji yiikiiniin diisiik oldugunu gézlemlemislerdir. Niiks olmayan
kanserli dokularda mide kanserli dokulara goére B-Ala, Asp, GDP ve Glynin timor
konsantrasyonlari daha diisiik seviyelerde oldugunu rapor etmisler ve Metabolik profilleri
cikartilan doku orneklerinde mide kanserli dokularla niiks olmayan kanserli dokular
arasinda kullanilabilecek farkliliklarin biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini ileri
stirmiiglerdir.

2018 yilinda Corona ve ark. yiiksek risk altinda olan birinci dereceden akrabalarla
gastrit kanser hastalar1 arasinda serum metabolik profillerini arastirmislar ve kullanilan
biyobelirteglere ek olarak yeni biyobelirtecler bularak gastrit kanserin erken teshisinde
onemli bir adim olacagini diisiinmiislerdir. Deneyleri 49 tane gastrit kanser hastasi (GC)
37 tane de birinci dereceden akraba (FDR) gruplar1 olusturmuslar ve bunlardan bagimsiz
kontrol gruplar1 i¢in 22 tane GC ve 12 tane de FDR serum 6rnekleri dogrulama seti olarak
secilmis ve bunlar iistinden c¢alismalar yapilmistir. Serum Orneklerini, hedefli
metabolomik profilleri tanimlama kullanilarak tandem kiitle spektroskopisi ile analiz
etmigler ve temel olarak fosfolipidler ve asilkarnitin siniflarina ait 40 metabolit GC ve

FDR arasinda farkli sekilde eksprese etmislerdir. 40 metabolitten 9’u kontrol grubu
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arasinda dogrunlanmistir. GC ve FDR o6rnekleri arasindaki maksimum ayrimi kismi en
kiigiik kareler ayirma analizi (PLS-DA) kullanilarak analiz edilmistir. iki grup arasindaki
metabolik profiller karsilastirilmis ve metabolitler tanimlanmistir. Cok degiskenli analiz
ile serumda bulunan metabolitleri iligkilendirebilecekleri yas, PG diizeyleri, cinsiyet,
h.bakteri enfeksiyonu gibi risk faktorleri kullanilmistir. GC hastalarindaki metabolik
degisiklikler asilkarnitinleri, sfingomiyelinleri ve fosfatidilkolinlerin oldugu tespit
edilmis ve bunlarin risk biyobelirtecleri olacagim ileri stirmiislerdir. GC hastalarinda
h.pylori enfeksiyonuna goreC18: 1, C18: 1 (OH) ve C16 asilkarnitin seviyelerinde artig
gozlemlenmis ve C16 asilkarnitin ile yas arasinda pozitif bir korelasyon
gozlemlemislerdir. Bazi fosfatidilkolin tiirevlerinde GC hastalarinin serumlarinda diigiik

seviyelerde oldugu gozlemlenmistir.®
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Materyaller

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Metabolomiks ¢alismasi i¢in kullanilan kimyasallar ve temin edildikleri kaynaklar
sunlardir; Asetonitril (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), %98 ‘lik Formik asit
(Riedel-de-Haén™ | Honeywell,), deiyonize su (R > 18.2 MQ cm-1; PURELAB Ultra
system; Elga Labwater, Ede, The Netherlands), i¢ standart olarak olanzapin etkin maddesi

kullanildi.

Caligmada kullanilan malzemeler; 1.5 mL ve 2 mL konik tabanl vida kapakl1 tiip
(BD Biosciences Discovery Labware, CT, USA), tek kullanimlik steril pipetler (0.1, 1.5,
10 mL’lik), 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklar1 (Eppendorf, UK), 1.5 mL °‘lik tek

kullanimlik tiip (Eppendorf, UK), 0,45 p’luk siringa filtre uclart (membran) kullanildi.

3.1.2. Cihazlar

Doku orneklerinin pargalanmasi ve homojenize edilmesi i¢in kullanilan elektrikli
homojezinator BeadBlaster 24 (Benchmark scientific, USA), doku par¢alama igleminden
sonra ¢oktiirme islemi ve siipernatantlar1 elde etmek i¢in kullanilan santrifiij cihazi Micro
220R Hettich/Zentrifugen (Hettich, Germany), toplanan siipernatantlar1 buharlastirmak
icin kullanilan vakum konsantrator Eppendorf Concentrator Plus (Eppendorf AG,
Hamburg, Germany), hazirlanan ¢dozelitileri karistirmak i¢in kullanilan 1s1 ayarli
ThermoMixer® C, (Eppendorf AG, Hamburg, Germany), hazirlanan numunelerin analizi
icin kullanilan Agilent 1290 Infinity LC sistemi (Agilent Technologies, ABD) ile birlikte
kullanilan Q-TOF kiitle spektrometre sistemi sistemi (Agilent 6530 Accurate-Mass.

Agilent Technologies, USA). Bunlarla birlikte kullanilmis olan hassas terazi (KERN,
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ABJ 220-4M,Germany), Otomatik pipet (Eppendorf AG, Hamburg, Germany), vortex-

mixer (witeg Wisd Vortex Mixer VM-10,Germany) cihazlar1 kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Genel Deneysel Prosediir

Hedeflenmemis metabolomiks analizi i¢in ilk olarak biyolojik numunenin se¢imi
daha sonra c¢alisilacak olan numunenin 6n islemi, hazirlanan numunelerin analizi igin
kullanilacak olan analitiksel platformun secilmesi, verilerin istatistiksel olarak
sonuglandirilmasi ve son olarak ticari veri tabani veya analitik araclar kullanarak énemli

ay1rt edici metabolitlerin tanimlanmasi gibi 6nemli adimlari icermektedir.

Biyolojik Numune Secimi Numune On islem ve sl Tolnik - XCMS .
yolol ) Numune Hazirlama Analitik Tekmik Secimi Piklerin Belirlenmesi/Eslestirilmesi ve Istatiksel

L ‘|v> | Sonuclar
! - @%i.% \ ;'...-—" — EII- - ) —3 “ ey J-‘"

} i R [Td [ preive | memed | rmed
Hmp METLIN PubC-hem [T[388[ 5 21E-13 | 525 4225 | 743>
. ; ' ) 2]336] 632613 | 521 4157 | 2744 261
LA fk- ST s[aer] 1 esen 4703007 | zsar 227

L et U e AN |

v
Ticari Veri Tabam Kullamlarak

Metabolik Yolaklarin ve Metabolitlerin

el
Tammnlanmasi

Coklu Istatiksel Analiz
PCA

Sekil 3.1. Genel Deneysel Prosediiriin sematik gosterimi

3.2.2. Doku Orneklerinin Toplanmasi

Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi Yogun Bakim
servisinde yatmakta olan evre Il ve evre Il mide kanseri teshisi konulmug ve cerrahi
miidahale karar1t alinmis 9 kadin 10 erkek hastadan alinan doku pargalari cerrah
tarafindan <1 cm kesilerek kanserli ve kansersiz olarak ayrilmig hemen sivi azot

icerisinde dondurulmustur. Dondurulan pargalar metabolit ekstraksiyon islemine kadar

-80 ° C'de sakland.
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3.2.3. Cerrahi Miidahale Karar1 Alinmis Hasta Bilgileri

Total ve subtotal gastrektomi yapilmis ve 19 kontrol 19 kanserli doku 6rnekleri

ayni hastalardan alinmistir. Bu hasta bilgileri tablo halinde gosterilmistir.

Tablo 3.1. Hasta Bilgileri

Hasta Cinsiyet/ T Timor isgal Lenf Nodu TNM
No Yas(yil) Histoloji boyutu Derinligi Metastaz1 evre
(cm)
1 K/59 A <5 T2 NO I
2 K/37 ODA 3,5%2.5%2 T3 N2 I
3 E/47 ADA 2.5%2.5%x1.5 T3 N1 I
4 E/54 KDA 2.5 T3 N2 I
5 K/62 ODA 2.5%2x1 T3 N1 I
6 E/54 ODA 2x1.5 T3 NO I
7 E/81 ODA 3x2x1.5 T3 N2 I
8 K/53 ODA 3 T3 N2 I
9 E/52 A <3 T3 N2 I
10 K/65 A 2.5%2.5%1 T4 N2 I
11 E/75 ODA 6x5%2 T3 N2 I
12 E/51 KDA 6.5%5.5x1.5 T3 NO I
13 K/47 KDA 4x1.5%0.7 T4 NO m
14 K/65 ODA 3x2x1.5 T3 NO I
15 E/54 ODA 2.5%2x1.5 T4 N2 I
16 E/58 ODA 4x2.5 T3 N2 I
17 K/48 KDA 4x1.5%1 T4 NO I
18 K/64 A <5 T2 NO I
19 E/71 A <5 T2 NO I

Aj; Adenokarsinom, ODA; Orta derecede diferansiye adenokarsinom, ADA;Az diferansiye adenokarsinom,
KDA; Kétii diferansiye adenokarsinom

3.2.4. Doku Numunelerinin Hazirlanmasi ve Metabolit Ekstraksiyonu

-80 ° C'den c¢ikarilan biitiin doku 6rnekleri yaklasik olarak 50 mg olacak sekilde

tartildi. Dokularin pargcalanmasi islemi sirasinda proteinlerin ¢okmesi ve metabolitlerin
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ekstrakte edilmesi i¢in tartilan drneklerin tizerine 750 pL asetonitril, 20 pL formik asit
eklenerek elektirikli homojenizatdre yerlestirildi. 3000 rpm, 5 cycle olup her cycle 1dk
ve her cycle aras1 10 sn olacak sekilde cihaz ayarlandi ve dokular homojen hale getirildi.
Elde edilen homojenatta tamamen proteinleri ¢oktiirmek i¢cin 10000 g 4 °© C'de 15 dakika
boyunca santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonrasinda toplanan siipernatantlar vakumlu
konsantratdrde 30° C ‘de 2 saat boyunca V-Aqua modunda tamamen kuruyuncaya kadar

ucurma islemi gerceklestirildi.

3.2.5. Q-TOF LC/MS Sistemi Icin Céozeltilerin Hazirlanmasi

%95 Milli-Q su, %5 ACN, %0,1 formik asit ve 50 ng/mL i¢ standart olarak
kullandigimiz olanzapin etkin maddesi 100 mL balon joje igerisinde hazirlandi. Bu
hazirladigimiz ¢ozeltiden 1 mL eppendorf tiiplere alindi ve kor numune olarak kullanildi.
Dokularin homojenizasyonu ve ekstraksiyon igleminden sonra kurutulan 38 tane 6rnegin
iizerine hazirlanan mobil faz ¢dzeltisinden 300 pL eklendi. ThermoMixer C karistiricida
4 dk 2000 rpm’de karistirildi. QTOF-LC/MS analizi i¢in 96 kuyucuklu platelere bu

numuneler 0,45 p’luk siringa filtre uglarindan siiziilerek 300 pL olacak sekilde alindi.

3.2.6. Hedeflenmemis Metabolomiks Calismalarinda Yontem Validasyonu

Hedeflenmemis metabolomiks ¢aligmalarinda amag alinan biyolojik érneklerden
olabildigince maksimum diizeyde alinan sinyalin istatiksel olarak yorumlanmasi ve yeni
biyobelirteglerin ortaya ¢ikarilmasidir. Bu amag¢ dogrultusunda analitiksel yontemin ve
kullanilan yaklagimin dogrulanmasi i¢in kalite kontrol 6rnekleri (QC) kullanilmaktadir.
Standart1 saglayabilmek i¢in kullanilan QC’ler incelenecek olan biyolojik drneklerden
kendi igerisinde temsili bir toplu kontrol 6rneginden yapilan numune havuzudur. Yapilan
calismamizda doku 6rnekleri stok ¢ozeltilerle hazirlandiktan sonra 38 6rnegin hepsinden

20 pL alarak farkli bir eppendorf tiipte toplanmis ve vortex-mixer ile karistirilmistir.

50



Olusturulan bu havuzdan 2’ser tane QC numuneleri hazirlanmistir. QC’ler sistemi
stabilize etmek ve validasyonu saglayabilmek i¢in analiz sirasinda diizenli araliklarla

tekrar tekrar analiz edilmistir.

3.2.7. QTOF-LC/MS Analizi i¢cin Yontem Sartlari

Hazirlanan numunelerin analizi Agilent 1290 Infinity LC sistemi ile birlikte
kullanilan Agilent 6530 Dogru Kiitle Q-TOF kiitle spektrometresinde gerceklestirildi.
Kromotografik ayrim i¢in Hypersil C18 (100 mm x 2.1 mm, 1.9 um) kolonu kullanild1.
Mobil faz olarak ACN ve ultra saf su igerisine % 0.1 formik asit ilave edilerek kullanildi.
Gradiyen eliisyon yoOntemiyle metabolitler analiz edildi. Gradiyent eliisyon zaman
cizelgesi Tablo 3.2°de verilmistir. Akis hiz1 0.4 mL/dak. Olarak ayarlandi. Q-TOF kiitle
spektrometre sistemi igin Dual Agilent Jet Stream Elektrosprey Iyonizasyon (AJS ESI)
iyon modu secildi. Sistem 350 © C'de,11 L / dk kurutma gazi (N2) akisinda ve pozitif iyon
modunda 3.5 kV pozitif kilcal gerilimde optimize edildi. Nebulizer basinci 45 psig olarak

diizenlendi.

Tablo 3.2. Gradiyent Eliisyon Zaman Cizelgesi

A (%) B (%) Zaman (dk)
15 85 5
95 5 10

5 dk yeniden mobil fazin eski haline doniisii

Hareketli faz olarak A) 0.1 M formik asit iceren su ve B) 0.1 M formik asit iceren asetonitril
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3.2.8 Metabolit Profillemede Kullamlan Coklu Analiz ve istatiksel Veri Analizi

QTOF-LC/MS cihazinda analizi yapilan kor numune, kalite kontrol (QC)
numuneleri ve doku oOrneklerinin kromatogramlari, Agilent MassHunter Yazilim
versiyonu B.02.00 (Agilent Technologies, ABD) ile degerlendirildi. Piklerin
dogrulanmasi i¢cin XCMS yazilim programi kullanildi. Biyobelirte¢ potansiyeli olan
metabolitleri belirleyebilmek icin biitlin 6rnekler igin; p<0.01 ve fold analizi >1.5 olacak
kriterlerini saglayan m/z degerleri dikkate alindi. Sartlari saglayan veriler Insan
Metabolom Veri Tabani (HMDB) ve METLIN veritabanlar1 vasitasiyla incelendi ve
kimliklendirilme iglemi gerceklestirildi. Tanimlanan metabolitleri dogrulamak i¢in MS /
MS spektrumlar1 da kullanildi. Veri toplama ve ekstrakte edilen metabolitlerin
kiimelenmesi OPLS-DA algoritmas: ve MATLAB R2017a programi ile gergeklestirildi.
Metabolik yol analizi, Kyoto Genler ve Genom Ansiklopedisi (KEGQG) yol veritabani ve

Metaboanalyst 4.0 kullanilarak gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Doku Orneklerinin Metabolik Veri Setleri ve Analitik Yaklasimi

Cerrahi islem karar1 alinmig her bir hastadan alinan kanserli ve kansersiz doku
ornekleri analiz edilecek sekilde hazirlandiktan sonra QTOF-LC/MS ile analiz edildi ve
analiz edilmis olan kor numune, kalite kontrol numuneleri ve doku numunelerinin
sonuclar1 Agilent MassHunter Yazilim versiyonu B.02.00 ile degerlendirildi.
Metabolitleri tanimlamak i¢in m/z oranlar1 kullanildi. Elde edilen piklerin dogrulanmasi
ve diizenlenmesi icin XCMS yazilim programi kullanildi. XCMS yazilim programu ile bir
liste elde edildi ve yapilan ¢aligma ile ilgisi bulunmayan maddeler ve karakteristik kiitle
fragman1 bilgisi olmayan maddeler listeden c¢ikarildi. Listeyi olustururken dedektor
tarafindan yaklasik olarak 340 farkli deger tespit edilirken bunlardan fold degeri>1.5 ve
p degeri p<0.01 sartlarin1 tasiyan ve potansiyel biyobelirteg metabolitleri oldugu
diistiniilen degerler tespit edildi. Dogru kiitle ve yap1 bilgileri, HMDB ve METLIN gibi
veri tabanlarindan elde edilen literatiirdeki degerlerle eslestirildi. Degerlendirme sonucu
80 tane metabolit tespit edildi. Bu metabolitlerden 31 tanesi tanimlanirken 49 tanesi
tanimlanamamigtir. Doku Orneklerinde tanimlanan metabolitler tablo 4.1’de

gosterilmistir.
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Tablo 4.1. Doku Orneklerinde tanimlanan metabolitler

Diizenleme

Metabolitler Fold P Degeri m/z med Rtmed
8¢l (Artig/Azals)
C16 sphingan 6.0 0.02117 Artig 539.9300 12.27
4,8,12-trimethyl-
1.6 0.0 Azalig 256.43 11.30
tridekanoik asid
L-Valin 1.8 0.00512 Artig 156.0434 9.35
L-Alanin 1.98 0.00402 Azalig 156.0434 9.80
Glisin 2.0 0.32287 Artig 799.5100 10.12
Palmitik Asit 1.92 0.35845 Artis 836.9420 9.97
Miristik Asit 2.05 0.02287 Artig 228.3765 12.36
L-Serin 3.2 0.037 Azalig 144.1030 8.32
L-Izoldsin 1.7 0.0023 Artig 131.1564 11.29
L-Losin 1.806 0.0085 Azalig 131.1759 8.96
L-Sistein 1.68 0.69050 Artig 121.1545 11.57
Glutamin 1.802 0.002 Azalig 146.1464 5.82
Glutamat 1.76 0.02615 Artig 147,1354 4.56
Glikoz 1.709 0.0009 Azalig 180.1562 7.65
Oktadekonik Asit 1.4 0.0485 Artis 284.4846 6.72
L-Treonin 1.308 0.2690 Azalig 116.0715 3.10
L-Prolin 1.685 0.0003 Azalig 156.0434 3.50
Deoksikorkosteron 1.423 0.41071 Azalig 437.4362 13.33
N-oleoil
1.6 0.68450 Azalig 429.6450 10.60
Fenilalanin
Heptadekanoil
. 1.5 0.54443 Azalig 452.3142 11.87
karnitin
PA(19:0/0:0) 1.6 0.80809 Artig 435.2874 12.01
N-nervonoyl-D-
] . 1.41 0.97426 Artig 630.6179 13.13
eritro-sfingosin
PE(16:1(9Z)/P-
1.5 0.63723 Artis 722.5057 13.18
18:1(11Z))
izopropil
1.72 0.06572 Artis 288.2930 13.03
tetradekanoat
Dekanoik Asit 1.840 0.03844 Artig 172.268 14.01
Oleik Asit 2.6 0.00421 Artig 523.3654 14.20
13,13-dimetil-
1.75 0.00628 Azalis 256.4367 7.30
tetradekanoik Asit
2-propil-tridekanoik
. 1.456 0.00041 Azalig 214.3494 7.40
Asit
L-Aspargin 2.608 0.04589 Artis 132.1195 3.54
L-Askorbik Asit 3.41 0.05689 Artig 176.1245 5.68
D-ribofuranoz 1.906 0.00968 Artig 150.1386 14.58
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Tanimlanan metabolitlerin pik alanlart MATLAB R2017a programina aktarildi.
Ortogonal projeksiyonlar diskriminant analizi (OPLS-DA) kullanilarak doku 6rneklerinin
kanserli ve kansersiz olarak gruplara ayrilmasinda 6nemli olan metabolitler ve bu

gruplarin regresyon katsayilar1 bulundu.
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Sekil 4.1. Kanserli-Saglikli Doku Orneklerinin OPLS-DA Grafigi

Gizli degisken skoru 1’e (LV1) karsi, gizli degisken skoru 2 (LV2) grafigi iki
kiime sergiledi. Bu kiimelerde gosterilen (Sekil 4.1) kirmizi spotlar saglikli, yesil spotlar
kanserli bolgelerden elde edilen metabolizma profillerini vermistir. OPLS-DA analizi ile
kanserli-saglikli boélgelerin metabolit profilinin ayrilmasini saglayan metabolitlerin
varlig1 gosterilmistir. Onerilen modeli agiklamak icin dort gizli degisken, en diisiik kok
ortalama kare kalibrasyon hatasi (RMSEC) secildi. RMSEC: 0.318607, 0.318607
degerleri elde edildi. Validasyon hatasi icin RMSECV: 0.743269 0.743269 degerleri
rapor edildi. OPLS-DA modeli ile X blogunun 6n islenmesi i¢in Ortogonal Sinyal
Diizeltme (OSC) segildi. Matrisin, Y blogu icin de 1 ve 0 yapay degisken olarak
olusturuldu. Modelin 6ngoriisiinii degerlendirmek icin ¢apraz dogrulama yapildi. Her y

blogu siitunu i¢in istatistikler: 0.842-0.789 hassasiyet, 0.789-0.842 ozgiilliik degerleri
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elde edildi. Varyansin hassasiyeti 0.368-0.579 ve 6zgiilliigi 0.579-0.368 sonuglar1 elde
edildi.

Capraz dogrulamada, mevcut numunenin siniflandirma modelinin dogrulanmasi
icin permiitasyon stratejisi kullanildi. Validasyonun dogrulanmasi i¢in toplam tahmin

hatas1 hesaplandi ve en diisiik toplam tahmin hatas1 olan model en iyisi olarak secildi.
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Sekil 4.2. Validasyon Dogrulama Grafigi

Tahmin edilen parametrelerin degiskenligini ve tahmin iizerine etkisi

degerlendirildi. Permiitasyon testine gore degerlerin 0.2 altinda kaldig goriildii.

4.2. Metabolitlerin Yolak Analizi

Tanimlanan metabolitlerin bir¢ok yolak {izerinde etkili oldugu goriildii. Aralarinda
anlamli fark bulunan metabolitlerin, ilgili Kyoto Genler ve Genom Ansiklopedisi
(KEGG)ve Metaboanalyst 4.0 kullanilarak detayli yolak analizi ile ilgili yollar ve etkileri
sekil ile gosterildi. Metabolitlerin iliskili oldugu yolaklar analiz edildiginde aminoagil t-
RNA biyosentezi, alanine, aspartate, glutamate metabolizmasi, glisin, serin, treonin
metabolizmasi ve valin, 16sin, izoldsin biyosenteziyle anlamli derecede iliskili oldugu

rapor edilmistir
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Tablo 4.2. Metabolom Analizinde Doku Orneklerinin Yolak Analizi

Yolak ismi Eslesen Metabolit P Degeri -Log(p)
Aminoacil-tRNA
12/75 1.2842x10712 27.381
Biyosentezi
Alanin, Aspartat ve
Glutamat 4/24 8.373x10% 9.3879
Metabolizmasi
Yag asidi Biyosentezi 5/49 1.1112x10* 9.1049
Valin, Losin ve
4/27 1.3541x10* 8.9072
izol6sin Biyosentezi
Siyanoamino Asit
3/16 5.0737x10* 7.5863
Metabolizmasi
Glutatyon
4/38 5.2717x10* 7.548
Metabolizmasi
Azot Metabolizmasi 4/39 5.8331x10* 7.4468
Glisin, Serin ve
Treonin 4/48 0.0012954 6.649
Metabolizmasi
D-Glutamin ve D-
glutamat 2/11 0.0053801 5.225
Metabolizmasi
Valin, Losin ve
3/40 0.0075922 4.8806
izolésin Bozulmasi
Sfingolipid
2/25 0.026852 3.6174
Metabolizmasi
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Metabolitlerin iligkili oldugu yolaklar analiz edildiginde anlamli derecede iliskili

olduklar1 yolaklar sekil4.3’de gosterilmistir
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Sekil 4.3. Doku Orneklerinin Yolak Etki Degerleri
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4.2.1. Aminoacil-tRNA Biyosentezi
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Sekil 4.4. Mide kanseri ile iligkili ana metabolik yollar; L-Glutamin, L-Alanin, L-

Asparjin, Glisin, L-treonin, L-serin, L-sistein, L-valin, L-16sin, L-izoldsin, L-prolin
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4.2.2. Alanin, Aspartat ve Glutamat Metabolizmasi
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N
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Sekil 4.5. Mide kanseri ile iligkili Alanin, Aspartat ve Glutamat Metabolizmasinda etkili
metabolitler C00152(L-asparajin), C00041(L-Alanin), C00064(L-Glutamin),

C00025(L-Glutamik asit)
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4.2.3. Yag Asidi Metabolizmasi

Sekil 4.6. Mide Kanseri ile iligkili Yag Asidi Metabolizmas1 Yolak Analizinde etkili
olan metabolitler; C01571(Kaprik Asit), C06424(Myristik Asit), C00249(Palmitik

Asit), C00712(Oleik Asit), C01530(Steroik Asit)
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4.2.4. Valin, Losin ve izolosin Biyosentezi
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Sekil 4.7. Mide Kanseri ile iliskili Valin, Lésin ve 1zolésin Biyosentezi Yolak
Analizinde etkili olan metabolitler; CO0188(L-treonin), C00407(L-izol6sin), C00123(L-

Lésin), C00183(L-valin)

62



4.2.5. Siyanoamino Asit Metabolizmasi
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Sekil 4.8. Mide Kanseri ile iligkili Siyanoamino Asit Metabolizmas1 Yolak Analizinde

etkili olan metabolitler; CO0152(L-Asparajin), C00065(L-Serin), C00037(Glisin)
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4.2.6. Glutatyon Metabolizmasi
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Sekil 4.9. Mide Kanseri ile iligkili Glutatyon Metabolizmas1 Yolak Analizinde etkili

olan metabolitler; C00097(L-sistein), C00025(L-Glutamik Asit), C00037(Glisin),

C00072(Askorbik Asit)
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4.2.7. Azot Metabolizmasi
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Sekil 4.10. Mide Kanseri ile iligkili Azot Metabolizmasi Yolak Analizinde etkili olan
metabolitler; C00064(L-Glutamin), C00162(L-asparajin), C00037(Glisin), C00026(L-

Glutamik Asit)
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4.2.8. Glisin, Serin ve Treonin Metabolizmasi
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Sekil 4.11. Mide Kanseri ile iligkili Glisin, Serin ve Treonin Metabolizmas1 Yolak
Analizinde etkili olan metabolitler; CO0188(L-Treonin), C00037(Glisin), CO0065(L-

Serin), C00097(L-Sistein)
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4.2.9. Valin, Losin ve izolésin Bozulmasi
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Sekil 4.12. Mide Kanseri ile iligkili Valin, Lésin ve 1zoldsin Bozulmas: Yolak

Analizinde etkili olan metabolitler; C00123(L-Lésin), C00407(L-Izolésin), C00183(L-

Valin)

67



4.2.10. D-Glutamin ve D-glutamat Metabolizmasi

C02671 C00819 C01050
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Sekil 4.13. Mide Kanseri ile iligkili D-Glutamin ve D-glutamat Metabolizmas1 Yolak

Analizinde etkili olan metabolitler; C00064(L-Glutamin), C00025(L-Glutamik Asit)
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4.2.11. Sfingolipid Metabolizmasi
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Sekil 4.14. Mide Kanseri ile iligkili Sfingolipid Metabolizmas1 Yolak Analizinde etkili

olan metabolitler; C00065(L-Serin), C00836(Sifingonin)
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5. TARTISMA

Biyolojik sistemlerin karmagikligini aydinlatmaya ¢alisarak, biyolojik sivilarin
ve dokularin molekiiler profillerinde spesifik degisimlere spesifik cevaplar bulmaya
calisan ve hizla ilerleyen omiks devrimi sagladigi genis bir biyokimyasal bilgi birikimini
ayirmak icin biitiinciil bir yaklasim sunar. Insan genom projesi ile genomlar karakterize
edilerek bireylerin ilgili genetik kararlilig1 olan hastaliklara yatkinligini tanimlayarak
uzun vadeli risklerin ortaya ¢ikmasinda etkili olmugtur. Transkriptomide ise herhangi bir
anda aktif olarak eksprese edilen genlerin mikrodizileri ve gen aktivitesinin bir &zeti
olarak paketlenmis mRNA'y1 6lgmektedir. Fakat mikroarray teknolojisindeki gelismeler
genomik ve transkriptomide ilerleme kaydetmis olsa da elde edilen verilerin
yorumlanmasinda eksiklik oldugunu diisiindlirmiistiir. Bunun iizerine hiicre, doku veya
organizmada ifade edilen biitiin proteinlerin bilgi akisim1 karakterize etmek {iizere
proteomik incelemeler baglamistir. Proteom hem genlerin hem de ¢evrenin dinamik bir
yansimasi olmasina ragmen diisiik verimli proteinlerin kesin olarak dl¢iilememesi global
metabolit profillerinin ortaya ¢ikmasinda etkili olmustur. Diger omiks yaklasimlara gore
bir takim avantajlara sahip olan metabolomiks alan1 diger omiks ¢aligmalarini
tamamlayic1 hale gelmistir. Gen transkripsiyonunun son alt iirliniidiir. Metabolomikler,
genetik diizenlemeyi, enzimlerin degistirilmis kinetik aktivitesini ve metabolik
reaksiyonlardaki degisiklikleri hesaba katarak acil durum baglaminda hiicresel durumun
global degerlendirmesine izin verir. Bu nedenle, genomik veya proteomik ile
karsilastirildiginda, metabolomik fenotipteki degisiklikleri yansitir ve bu nedenle
tamamlayici bir tekniktir.?”-38

Cesitli viicut sivisint ve doku bilesenlerini kantitatif olarak profillemenin birincil
pratik amaci, saglik ve hastaliktaki biyokimyasal durumu tanimlamak olmustur. Bu

durumu tanimlamak i¢in hastalikli ve saglikli bireylerden elde edilen orneklerden,
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fizyolojik durumu kesin olarak tanimlayan biyolojik isaretler yani biyobelirtegler
kullanilmaktadir. Biyobelirtegler, bir hastalik veya ilerleyisinin bir sonucu olarak
karmagik bir sistemde biyolojik bir islem veya bozulmanin gdstergesidir. Bunlar, genler,
proteinler veya proteinlerin benzersiz post-translasyonel modifikasyonlar1 veya kiiciik
biyolojik molekiiller ve diger metabolik yolak iiriinleri olabilir. Biyobelirteclerin
hassasiyeti ve spesifikligi yiiksek olmalidir. Ozellikle kanser arastirmalarinda
biyobelirtecler hastaligin erken teshisi, tedaviye yanitin izlenmesi ve klinik sonuglarin
onceden tahmin edilmesi gibi bir¢ok amagla kullanilirlar. Kanser ¢aligmalarinda timor
metabolomunu karakterize ederken biyobelirtegler biiylik rol oynamaktadir fakat
kesfedilen biyobelirtecler hakkinda elde edilen bilgilerde eksiklikler bulunmaktadir.
Timor tipleri arasinda farkliliklar gosteren biyobelirtegleri hassasiyeti ve spesifikligi
yiiksek olacak sekilde acgiklamak icin yontem gelistirme caligmalari biiyiilk 6nem
kazanmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda metabolomiks c¢aligmalarinda, kanser durumunu
karakterize eden parmak izleri, profiller veya imzalar dahil ¢ok degiskenli biyobelirtegleri
tanimlamak igin bu teknoloji kullanilmaktadir.?® 37

Bu ¢alismada mide kanseri tanis1 konulan hastalardan cerrahi islem sonrasi alinan
doku ornekleri <1 cm kesilerek kanserli ve kansersiz olarak ayrilmis hemen sivi azot
icerisinde dondurulmugstur. Numune ekstraksiyonundan once, dokulart ve hiicreleri
parcalanmis ve belirli bir metabolit veya metabolit simifi igin etkili bir ekstraksiyon
yonteminin gelistirilmesi amaglanmistir.

Yu ve ark. yaptiklar1 ¢calismada farkli doku 6rneklerinde farkli doku pargalama
yontemleri ve farkli ekstraksiyon yontemleri kullanarak NMR ile analiz etmisler ve
sonuglar1 bu strateji dogrultusunda degerlendirmislerdir. Ekstarksiyon yontemlerinden
once dokulari liyofilize yontemi, elektirikli doku homojenizatorii ve dokulart sivi azot

icerisinde dondurarak el ile 6giitmiisler ve bu ii¢ farkli doku parcalama yoénteminden
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sonra metabolitleri karsilastirmak icin farkli ekstraksiyon protokolleri kullanmislardir.
Doku parcalma yoOntemlerini  karsilagtirirken  liyofilize edilen  dokularin
homojenlestirilmis dokulara gére NMR spektrumlart daha diiz piklerler verdigi rapor
edilmis ve homojenizator kullanarak tekrarlanabilirligi, hizli olmasi1 ve kolayligi
bakimindan daha avantajli oldugu 6ne siiriilmiistiir. Ekstraksiyon degerlendirilmesinde
ise her bir ekstraksiyonun toplam NMR spektral alani, ekstraksiyonlar arasindaki verimi
karsilagtirmak i¢in sinyal alanina ve doku kiitlesine normallestirmislerdir. Metanol / su
(2/1), metanol / kloroform / su ekstraksiyonlari ve asetonitril / su (1/1 veya 2/1)
hazirlamiglar ve hepsinin iyi tutarli verimler iirettigi sonucuna varmislardir ancak
asetonitril bazli ekstraksiyonlar daha fazla lipit elde etme egiliminde oldugunu ve polar
metabolitlerde bulunan makro molekiillerin bulundugunu gézlemlemislerdir. Yu ve ark.
52 yaptiklar1 bu ¢aligmada da tiim tekli organik ¢oziicii ekstraksiyonlar1 hem daha kolay
hem de daha hizli oldugu rapor edilmis ve asetonitril/su ¢oziicii sistemleri kullanilarak
ekstrakte edilen dokularda izoldsin, alanin ve prolin gibi amino asitlerin diger
ekstraksiyon yontemlerine gore daha farkli etkinliklerde ¢iktigini ileri stirmiislerdir.
Literatiir taramas1 sirasinda kullanilan yontemlerin de bu dogrultuda oldugu goriilmiis ve
bu calismada da 6rnek hazirlama ve ekstraksiyon islemi i¢in hizli olmasi ve tekrarlanabilir
olmasi amaglanmistir. Ekstraksiyon i¢in -80°C 'de saklanan doku ornekleri elektirikli
homojenizator kullanilarak pargalanmis ve ekstraksiyon islemi sirasinda proteinlerin
cokmesi ve metabolitlerin ¢gikarilmasi i¢in asetonitril ve 0.2 % formik asit kullanilmisgtir.

Metabolomiks, biitiinlesik yasam sistemlerinin metabolit tamamlayicist ve hem
endojen hem de eksojen faktorlerin degisimlerine dinamik tepki olarak kiiresel bir
anlayis1 temsil eder ve karmagik sistemler iizerine aragtirma ic¢in bir¢ok potansiyel

uygulamaya ve avantaja sahiptir. Bu karmagsik sistem de diisiik molekiil agirlikli

72



bilesiklerin analizi ic¢in gelismis analitik platformlar ve istatistiksel araglar
kullanilmaktadir.>?

Metabolik parmak izi yani hedeflenmemis metabolomiks ¢aligsmalarinda, 6rnegin
bir hastanin metabolik parmak izini saglikl1 ve hastalikli konulara kiyasla degerlendirerek
bir teshis araci olarak kullanilabilir. Ek olarak, tedavi stratejilerinin basarisi, metabolik
fenotipin saglikli duruma dontip donmedigini veya baska bir deyisle, tedaviden sonra bir
numunenin saglikli denekler kiimesinde diisiip diismedigini gozlemleyerek izlenebilir.
Ancak, deney gruplarinin kiimelenmesine neden olan metabolitleri tanimlamaksizin
sadece parmak izi i¢in metabolomikslerin kullanilmasi, sadece bir siniflandirma araci
sunacak ancak biyokimyasal bilgiye ve altta yatan etki mekanizmalarinin anlagilmasina
dogrudan katkida bulunmayacaktir. Metabolit kimligi bilgisi ve bunlarin belirli
fenotiplerdeki farkliliklarin tanimlayicilar1 olarak kantitatif bozulmalari, biyokimyasal
yollar 1s18inda yorumlanabilecek bilgileri saglayacaktir. Bu nedenle, parmak izi
yaklagiminda grup ayrismasina neden olan metabolitler tanimlanmali ve bu metabolitlerin
ve ilgili bilesiklerin analizi i¢in kantitatif yontemler gelistirilmelidir.*?

Hedeflenmemis  metabolomiks  caligmalarinda,  kiitle  spektrometresi
platformlarindaki son teknolojik gelismelere ragmen, tek bir analitik platform
kullanilmamaktadir. Metabolitlerin bu biiylik 6l¢ekli analizleri, kombinasyon halinde
kullanilan kiitle spektrometresi (MS) teknolojisi analizorlerine yakindan baglidir. MS ile
kombinasyon halde kullanilan yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) veya
ultra performansh sivi kromatografisi (UPLC), LC-MS, GC-MS, CE-MS yaklagimlari
son zamanlarda kullanilmigs fakat diigsiik molekiiller agirlikli  metabolitlerin
kesfedilmesine katkida bulunmak i¢in hassasiyeti ve tekrarlanabilirligi yiiksek tekniklere

yonelinmigtir.®!
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Yapilan literatiir taramasinda kanserli mide dokular1 iizerinde hedeflenmemis
metabolomiks ¢alismalarin da QTOF-LC/MS yonteminin kullanilmadigr goriilmiistiir.
QTOF-LC/MS ile dogru kiitle 6l¢iimii ile bilinmeyen metabolitlerin kimlik bilgilerini
tanimlama ve bu metabolitlerin ilgili bilesiklerinin analizi i¢in yiiksek hassasiyet
amaclanmistir. QTOF-LC/MS cihazinin genis kiitle araligindan dolay1 yiiksek veri
toplama kabiliyeti oldugu bilinmektedir. Bu nedenle calismamizda, hedeflenmemis
metabolomiks g¢aligmalar1 i¢in QTOF-LC/MS cihazi kullanilmistir. Mobil faz olarak
%0.1 formik asit iceren asetonitril ve % 0.1 formik asit igeren ultra saf su karisimi i¢eren
bir gradiyent eliisyon programi kullanildi. Q-TOF kiitle spektrometre sistemi i¢in Dual
Agilent Jet Stream Elektrosprey Iyonizasyon (AJS ESI) iyon modu secildi. Y&ntem
validasyonu i¢in kalite kontrol 6rnekleri hazirlandi.

QTOF-LC/MS sonuglari i¢in veri analizlerinde saglikli ve kanserli gruplara ait
kiitle/yiik oranlar, literatiir bilgisi ve online veritabanlar {izerinden belirlendi. Kanserli
ve kontrol gruplari arasinda p<0.01 seviyesinde amino asitler, organik asitler,
karbonhidratlar, yag asitleri gibi toplam 31 anlamli metabolitin potansiyel biyobelirte¢
olabilecegi goriildii. Ortogonal projeksiyonlar diskriminant analizi (OPLS-
DA)kullanilarak doku o6rneklerinin kanserli ve kansersiz olarak gruplara ayrilmasinda
onemli olan metabolitler ve bu gruplarin regresyon katsayilari bulunmustur. Metabolik
profil icin, OPLS-DA modeli, bir iki ongoriicii bilesen ve dort ortogonal bilesen
kullanarak, iki grubun metabolit profilleri arasinda belirgin bir ayrim egilimi elde eden,
tatmin edici modelleme ve Ongoriicii yetenekleri gostermektedir. Validasyonun
dogrulanmasi i¢in permiitasyon testi gerceklestirildi. Ticari veri tabanlari ile tanimlanan
metabolitlerin ilgili Kyoto Genler ve Genom Ansiklopedisi (KEGG) ve Metaboanalyst
4.0 kullanilarak detayli yolak analizi gerceklestirildi. Metabolitlerin iliskili oldugu

yolaklar analiz edildiginde aminoagil t-RNA biyosentezi, alanine, aspartate, glutamate
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metabolizmasi, glisin, serin, treonin metabolizmasi, yag asidi metabolizmasi,
siyanoamino asit metabolizmmasi, glutatyan metabolizmasi, valin, 16sin, izoldsin
biyosentezi, azot metabolizmasi, D-Glutamin ve D-glutamat metabolizmasi, sfingolipid
metabolizmasi ile anlamli derecede iliskili oldugu rapor edildi.

Caligmanin veri analizi kisminda kanserli dokular ile kontrol dokular arasinda
dogru kiitle ve yapi bilgileri, HMDB ve METLIN gibi veritabanlarindan elde edilmistir.
metabolitlerin esletirilmesinin ardindan elde edilen metabolitlerden dalli zincirli bir
amino asit olan izoldsinin seviyesi kanserli dokularda daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Cogu amino asit ve birincil tiirevlerinin seviyeleri, timorlerde kontrol grubuna
gore yliksek seviyelerde oldugu rapor edilmistir. Kanser hiicrelerinde yliksek glutaminaz
aktivitesi ve diisiik glutamin sentaz aktivitesi oldugu gozlemlenmistir. Kanserli
dokulardaki metabolit seviyeleri ile kontrol dokular1 arasindaki metabolit seviyeleri
karsilastirildiginda kanserli doku numunelerindeki amino asitlerdeki degisikliklerin
karakteristik oldugu gézlemlenmistir. L-alanin, L-asparajin, L-16sin, L-valin, glisin, L-
treonin, gibi amino asitlerin seviyelerinde gozlemlenen metabolik degisikliklerin 6nemli
biyobelirtegler olacagi diisiiniilmektedir. Song ve ark.>® yaptigi ¢alismada aminoasit
metabolizmasinin bozuldugunu, saglikli kontrollere kiyasla, mide kanseri serumunda
valinin anlamli derecede arttig1, glutaminin ise dnemli derecede azaldigini bildirmisler
fakat prolin, izoldsin ve 16sin gibi diger amino asitler de degistigini, ancak istatistiksel
olarak anlamlilik gdstermedigini 6ne slirmiislerdir. Glutamin'i glutatata katalize eden
Glutaminaz'in timor hiicrelerinde asir1 eksprese edildigi bulmuslardir. Nitekim bizim
yaptigimiz ¢alismada da glutaminin seviyesinde azalma goriilmesi tiimorlii dokularin bir
enerji kaynagi olarak glutamini kullanidigini dogrulamistir.

TCA dongiistine katilan metabolitlerin konsantrasyonlarinda farkliliklar

gozlemlendi. Kanserli hiicrelerin glikoz tiiketmesinden dolay1 glukoz konsantrasyonlari
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timorliilerde normal dokulara gére daha diisiik oldugu bulunmustur. Nitekim yapilan
calismalarda da kanserojenez, glikoz metabolizmasi ile yakindan iliskili oldugu,
“Warburg etkisi” sonuglarina gore, artmis glikoz tiiketimi, artmis glikolitik aktivite ve
laktik asit birikimi, kanser hiicrelerinin kritik dzelligi oldugu bildirilmistir.> Cogunlukla
mitokondriyal oksidatif fosforilasyon yoluyla enerji {reten normal hiicrelerle
karsilagtirildiginda, kanser hiicreleri aerobik kosullar altinda bile ytiksek glikoliz yoluyla
agirlikli olarak enerji elde eder. Laktat i¢ine glikoz doniistiirme yoluyla glikoliz, ATP
iiretilmesinde yetersizdir, ancak hiicre cogalmasina neden olan ¢ok sayida ara iiriin iiretir.
Bu nedenle, anaerobik glikolize yol agan glikoz tiikketiminin, mide kanseri hiicreleriyle de
iligkileri dogrulanmustir.

Mide kanserli dokularda bozulan diger yolaklar ise yag asidi metabolizmasi ve
siyanoamino asit metabolizmasi oldugu gozlemlenmistir. Yag asidi metabolizmasinda
etkili olan miristik asit, palmitik asit, oleik asit tiimorlii dokularda anlamli seviyede artig
gostermistir. Diger yag asitleri seviyelerinde bir diisiis gozlemlenmistir.

Seramid, hiicre davranigini diizenlemede kritik rol oynayan énemli bir lipit sinyal
molekiiliidiir. Sfingolipidler, akiskanligin diizenlenmesinde ve lipit katmanlarinin alt-alan
yapisinin diizenlenmesinde yapisal rollere sahip olan bir membran lipid ailesidir.
Seramid, sfingolipid metabolizmasinin merkezindedir. Apoptoz, biiyiime durmasi veya
yaslanma gibi faktorlerde dnemli rolleri bulunmaktadir. Sfingolipidle diizenlenmis bu
islemler sirayla kanser gelisiminde ve ilerlemesinde ¢ok dnemlidir ve tiimor baskilayici
lipit olarak taninmaktadir.%*- % Nitekim yaptigimiz ¢alismada da C16 Sfingan seviyelerin
de artis oldugu gozlemlenmistir. Anlamli derecede yiiksek ¢ikan metabolitlerden C16
Sfinganin sfingolipid metabolizmasiyla iligkili oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular
literatiirle uyum halindedir. Buna bir 6rnek Koyanagi ve ark.®® yaptiklari ¢aligmadir. S6z

konusu caligmada farelere seramid olusturarak nasil kullanildigini ve olusumunun nasil

76



diizenlendigini netlestirmek i¢in Sarcoma 180, B16 melanom veya Lewis akciger
karsinom hiicreleri agilamislar ve dihidroseramid ile seramid seviyelerini belirlemislerdir.
Tiimorlii dokularda saglikli dokulara gore yiiksek oldugunu ileri siirmiiglerdir. Asilma
yaptiklar1 farelerde tamamlayici bir yaklagim olarak, C seviyelerini hem tiimdr
kitlelerinde hem de beyin, karaciger, bobrek ve kas gibi saglikli doku orneklerinde
LC/MS metodu gelistirerek dlgmiisler ve C16 hiicrelerinde seramid seviyelerinin apoptoz
sirasinda artig oldugunu bildirmislerdir. Ve tiimor kitlelerinin hem dihidroseramid hem

de seramid tirettigini bildirmislerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada adenokarsinom tanisit konulmus hastalardan kanserli ve saglikli
olarak alinan doku 6rneklerinin hedeflenmemis metabolomiks yontemi ile QTOF-LC/MS
ile analizleri yapilmistir. Analiz sonucundan p<0.001 seviyesinde amino asitler, organik
asitler, karbonhidratlar, yag asitleri gibi 31 tane anlamli metabolit tanimlanmis ve
bunlarin istatistiksel analiz sonucu ayrimlart gergeklestirilmistir. Tanimlanan anlamli
metabolitlerin yolak analizleri gergeklestirildi ve tespit edilen metabolitlerle bunlarin etki
ettigi yolaklar hakkinda literatiir bilgileri dogrultusunda

I . Kanser hiicrelerinde yiliksek glutaminaz aktivitesi ve diisiikk glutamin sentaz
aktivitesi oldugu gozlemlenmistir. Glutaminin seviyesinde azalma goriilmesi timorlii
dokularin bir enerji kaynagi olarak glutamini kullandigimi literatiir bilgisi ile
dogrulanmistir.

II. L-alanin, l-asparajin, 1-16sin, 1, valin, glisin, I-treonin, gibi amino asitlerin
seviyelerinde gozlemlenen metabolik degisikliklerin 6nemli biyobelirtegler olacagi
diisiiniilmektedir

I. Glukoz konsantrasyonlar1 tiimorlillerde normal dokulara gore daha diisiik
oldugu bulunmustur.

IV. Yag asidi metabolizmasinda etkili olan miristik asit, palmitik asit, oleik asitin
timorlii dokularda anlamli seviyede artis oldugu goriilmiistiir.

V. Sfingolipid metabolizmasinda etkili olan C16 sfingan seviyesinde artis oldugu
goriilmiistiir. C16 sfingan metabolitinin mide kanserli dokularda biyobelite¢ olabilecegi
diisiinilmektedir.

Elde edilen sonuglarin mide kanseri dokularindaki metabolit profiline katkida
bulunarak biyobelirte¢ caligmalar1 basta olmak {izere ileri donemde yapilacak

metabolomiks arastirmalara yol gosterecegi kanaatindeyiz.
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