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OZET

Viicut sivilarinin yiiksek alan NMR metabolit profilleri, saglikli ve hastalikli vakalara ait spektrumlarin
karsilagtirilmasi amaciyla, uzun siiredir arastirilmaktadir. Bu incelemeler dogal biyolojik sivi ile yapilirken
karsilagilan en biiyiik sorun, yiiksek su sinyal siddetinin neden oldugu radyasyon soniimleme olgusudur.
Bu olguyu 6nlemek i¢in suyu baskilamaya yarayan pre-saturasyon puls teknikleri kullanilmaktadir. Ancak
bu teknikler NMR rolaksasyon zamanlarinin dlglimlerine izin vermemekte ve ¢ok ornek oOlciildiigiinde
zaman kaybina yol agmaktadir. Bu nedenle daha pratik tekniklerin arastirilmasi 6nemini korumaktadir.

Bu c¢aligmada 29 kanserli kan ve idrar 6rnegi ve 28 Normal kan ve idrar 6rnegi toplandi. Her bir 6rnekten
alman 0.02mL kan 0.98 mL D,0O’a ve 0.06mL idrar da 0.94 mL D,0’a ilave edilerek karigimlar hazirlandi.
Bu karisimlarin NMR 6l¢iimleri 400 MHz NMR spektrometresi ile gerceklestirildi. Olgiimler tek puls adinmu
kullanilarak oda sicakliginda gergeklestirildi.

Kan metabolitlerinin yiiksek alan NMR spektrumu, birtakim pikleri tagiyan genis bir zarf seklinde iken;
idrar 6rneklerinin NMR profili, daha iyi ¢6ziinmiis pikler seklindedir. Normal ve hastalikli durumlarin
metabolit profilleri birbirinden farkli olmaktadir. Meveut Tez ¢aligmasi, NMR metabolit profillerinin, su
baskilamasi yapilmadan elde edilebilecegini gostermistir. Ayrica yliksek D20 ve Diisiik sivi miktari ile
hazirlanan karigimin, idrar metabolit profilini elde etmek i¢in basit bir yonteme yol agtigini da ortaya
koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Metabolit, 400 MHz NMR, kan, idrar, kanser, D2O iceren
karigimlar
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ABSTRACT

High field NMR metabolite profiles of body fluids have been studied for a long time in order to
compare the spectra of healthy and sick cases. The biggest problem encountered when conducting these
examinations with natural biological fluid is the phenomenon of radiation damping caused by high water
signal intensity. Pre-saturation pulse techniques that suppress water are used to prevent this phenomenon.
However, these techniques do not allow the measurement of NMR relief times and cause time loss when
measuring too many samples. For this reason, it remains important to search for more practical techniques.

In this study, 29 cancerous blood and urine samples and 28 normal blood and urine samples were collected.
Mixtures were prepared by adding 0.02 mL of blood taken from each prefix to 0.98 mL of D,O and 0.06
mL of urine to 0.94 mL of D,O NMR measurements of these mixtures were carried out with a 400 MHz
NMR spectrometer. Measurements were carried out at room temperature using a single pulse step.

While the high field NMR spectrum of blood metalloids is in the form of a large envelope carrying some
peaks; The NMR profile of the urine samples is in the form of better dissolved peaks. The metabolite
profiles of normal and diseased conditions differ from each other. The current Thesis work has shown that
NMR metabolite profiles can be obtained without water suppression. It also reveals that the mixture
prepared with high D20 and low liquid amount leads to a simple method to obtain the urine metabolite
profile.

Keywords: Metabolites, 400MHz NMR, Blood, Urine, cancer, Mixtures with D20 and
fluids.
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1. GIRIS

Viicut sivilarmin metabolitleri, NMR profilini tespit etmek, metabolit piklerini
belirlemek, saglikli ve hastalikli vakalari karsilastirmak igin uzun siiredir
arastirilmaktadir [London ve ark, 2000; Beckonert ve ark, 2007; Emwas ve ark, 2013;
Monleon ve ark, 2013]. Cesitli hastaliklarin ve Ozellikle kanser vakalarmin teshisi,
metabolitlerin ana hedefi olmustur [Holmes ve ark, 2008, Spratlin ve ark, 2009, Zamani
ve ark, 2014, Emwas ve ark, 2015, Chan ve ark, 2016, Hao ve ark,2016, Louis ve ark,
Vahabi 2017). Metabolitler ayrica, tani i¢in biyobelirtegler olarak kapsamli bir sekilde
incelenmistir. [Liu ve ark, 2014, Puchades-Carrasco ve ark, 2016, Lin ve ark, 2017, Min
ve ark., 2017]. Bu calismalar sonucunda metabolitler tani amacgli kullanilmaya

baslanmustir.

Yiiksek alan NMR spektrometreleri ile proton spektrumlarini alirken karsilagilan en
biiylik sorun, ytliksek sinyal siddetinin neden oldugu radyasyon soniimleme olgusudur.
(Zengin ve ark, 2000). Yiiksek su sinyali, metabolit sinyallerini bastirarak onlar1
goriinmez hale getirir. Bu problem ¢ogunlukla su bastirma i¢in pre-saturation puls teknigi
kullanilarak agilir (Foxell ve ark, 1992). Bazi ¢alismalarda sorun %50 veya daha az D20
ve %50 veya daha fazla numune karisimu kullanilarak ¢oziilmistiir. [Reglinski ve ark,
1996; Messana ve ark, 1198]. Bu gibi durumlarda, sinyal siddetini azaltmak igin 90
derece yerine daha kiigiik RF sinyalleri uygulanir. [Foxall ve ark, 1992] Doygunluk
oncesi darbe teknigini gerektirmeyen ve 90 derece atim kullanimina dayali bir 6l¢iimiin

daha dogrudan ve daha dogal bir 6l¢iim olacagi agiktir.

Cok yiiksek D20 (%94 Or %98) ve ¢ok diisiik oranda kist veya apse (%6 veya %2)
karistminin NMR radyasyon damping etkisini bastirmada basarili oldugu gosterilmistir.
[Yilmaz ve ark, 2020]. Bu yeni yaklasim, numuneye dayali manyetik alan homojenligini
en aza indirir ve T2 gevsemesinin Ol¢limiiniin hassasiyetini artirir. Bu yontem ayni
zamanda T1 ve T2 durulmalarinin dogrudan dlglilmesine izin verir. Ek olarak, yiiksek
D20 varliginda, ¢esitli hastalik gruplarini ayirt etme potansiyeli, herhangi bir hastalik
grubunun herhangi bir pik durulma dagilim araligi daraldik¢a 6nemli Olglide artar.
[Yilmaz ve ark, 2020].

NMR metabolitleri genellikle serum, idrar ve tiikiiriik gibi viicut sivilarmin
Olclimlerinden elde edilir. Bununla birlikte, kan metabolitlerinin diger viicut sivisi

metabolitlerine daha fazla bilgi ekleyebildigi goriildiiglinden, NMR kan metabolitleri ile



ilgili ¢alismalar son yillarda artmistir. [Graaf ve Behar 2003, Gowda ve Raftery 2017,
Song ve ark, 2019) Bu ilgi, kanin insan viicudundaki her canli hiicre ile yakin iliskisi ve

kanin kolay elde edilmesi ile ilgilidir.

Bu ¢alismanin temel amaci, %98 D,0O ve %2 tam kan ve, %94 D,O ve %6 idrar

iceren karisimlar1 kullanarak, saglikli ve kanserli kanin yiiksek alan NMR kan metabolit
profillerini elde etmek ve karsilagtirmaktir. Bu amag igin, kanserli hastalardan ve saglikli
goniilliilerden kan ve idrar 6rnekleri alindi. Solvent olarak D»O kullanilarak hazirlanan
kan ve idrar drneklerinin metabolit profilleri yiiksek alan NMR ile elde edildi. Elde edilen

profiller daha sonra bu ¢alismanin amaglar1 dogrultusunda degerlendirildi.
2.KAYNAK ARASTIRMASI VE NMR TEORISI
2.1 KAYNAK ARASTIRMASI

Beckonert O. ve arkadaslar1 Idrar, plazma, serum ve doku é6ziitlerinin NMR
spektroskopisi icin metabolik profilleme, metabolomik ve metabonomik
prosediirler adlh ¢alismalarinda; Metabolik profilleme, metabolomik ve metabonomik
caligmalar esas olarak biyolojik sivilarin, doku ve hiicre 6ziitlerinin NMR spektroskopisi
ve / veya kiitle spektrometrisi (MS) kullanilarak ¢ok bilesenli analizini yapmistir. Modern
metabolik arastirmalardaki ana NMR spektroskopik uygulamalarini 6zetlenmis ve
dokulardan polar ve lipofilik metabolitlerin ekstraksiyonu dahil olmak iizere biyoakiskan
(idrar, serum / plazma) ve doku 6rnegi toplama ve hazirlama i¢in ayrintili protokoller
saglanmustir. Standart 1D spektroskopi, gevseme diizenlenmis, diflizyonla diizenlenmis
ve 2D J ¢oziilmiis darbe dizileri gibi 1H NMR spektroskopik teknikler, farkli metabolit
gruplarini izlemek ig¢in analiz asamasinda yaygin olarak kullanilmig ve burada
aciklanmistir. Bunlar1 genellikle daha ayrintili istatistiksel analiz veya biyobelirteg kesfi

icin ek 2D NMR analizi ie desteklemistir (Beckonert ve ark., 2003).

Chan AW ve arkadaslar1 Mide kanseri tamisi icin 1H-NMR iiriner metabolomik
profilleme adh ¢aliymalarinda: GC'nin iyi huylu mide hastaligi (BN) ve saglikli (HE)
hastalara kiyasla benzersiz bir iiriner metabolomik profile sahip olup olmadigi
belirlenmeye calisilmistir.43 GC, 40 BN ve 40 eslesen HE hastasindan alinan idrar, (1) H
niikleer manyetik rezonans ((1) H-NMR) spektroskopisi kullanilarak analiz edilmig ve 77
tekrarlanabilir metabolit (QC-RSD <%25) olusturulmustur. Tek degiskenli ve ¢ok
degiskenli (MVA) istatistikler kullanilmistir. GC ve HE'nin cimri bir biyobelirteg profili,



LASSO diizenlenmis lojistik regresyon (LASSO-LR) kullanilarak arastirilmistir. Model
performansi, Alici Isletim Karakteristigi (ROC) egrileri kullanilarak degerlendirilmistir.
Arastirmada: GC net bir ayrimct biyobelirte¢ profili gosterdi; BN profili GC ve HE ile
ortiistiyordu. LASSO-LR, ii¢ ayirt edici metabolit tanimladi: 2-hidroksiizobiitirat, 3-
indoksilsiilfat ve alanin, 0.95'lik bir ROC altinda bir alan ile ayirt edici bir model tiretildi.
GC hastalarinin farkl bir iiriner metabolit profili oldugu bulundu. Bu ¢alisma, erken GC

teshisi i¢in metabolik profilleme i¢in klinik potansiyeli gostermektedir (Chan ve ark.,

2016).

Craig A ve arkadaslari, NMR spektroskopik metabonomik veri setlerinde
olcekleme ve normalizasyon etkileri adh ¢ahsmalarinda, Bu calismada, genellikle
normalizasyon (bir tablo satir1 islemi) ve dlgekleme (bir tablo siitun islemi) olarak
adlandirilan operasyonlar i¢in tanimlar 6nerilmis ve tartisilmis ve bunlarin ihtiyaglarini
idrardan tiiretilen 1H NMR spektroskopik veri setlerinde gosterilmistir. "Bolinmiis"
verilerle iliskili sorunlar (6r. ayrik spektral bolgeler tizerinde entegre edilmis degerler) de
tartisilmis ve idrarla ilgili analitik verilerin belirli biyolojik baglam problemleri
vurgulanmistir. Sabit bir toplama normallestirmenin kullanildigr veri kiimeleri ig¢in
korelasyon  katsayilarinin ~ hesaplanmasinda  6zen  gOsterilmesi  gerektigi
gosterilmistir. Diger biyo-akigkanlar, diger analitik yaklasimlar (6rnegin, HPLC-MS) ve
aslinda diger "omik" teknikler (yani, transkriptomikler veya proteomikler) ve
"kaynasmis" veri setleriyle entegre calismalar i¢in benzer degerlendirmelere ihtiyag
duyulmustur. Veri 6n islemenin baglama bagl oldugu ve genel kullanim igin tek bir

yontemin olamayacagi sonucuna varilmistir (Craig A ve ark., 2006).

Deja S ve arkadaslari, Metabolomikler, akciger kanseri evrelemesi ve kronik
obstriiktif akciger hastah@indan ayirt etme konusunda yeni bilgiler saglar adh
calismalarinda sunlara vurgu yapmisti, Akciger kanseri, diinya ¢apinda kansere bagh
oliimlerin 6nde gelen nedeni olmaya devam ediyor. Erken teshis, hayatta kalma siiresini
uzatmak i¢in gerekli oldugu kanitlanmistir. Genomik ve proteomik gelismeler, hastaligi
daha erken bir asamada tespit etme ve teshis etme c¢abasina ivme kazandirmistir. Son
zamanlarda, timor olusumu ve ilerlemesi ile iligkili metabolitlerin incelenmesi, bu ¢cabaya

yardimci olmak i¢in kanser metabolomikleri ¢agini baslatmistir. (Deja S ve ark., 2014)

Dona AC ve arkadaslar, Biiyiik 6l¢ekli metabolik fenotipleme icin insan idrar,

kam ve plazmasimin hassas yiiksek verimli proton NMR spektroskopisinde



incelenmesi adli calismalarinda, Bu calismada, numune hazirlama, spektrometre
parametreleri, NMR darbe dizileri, is hacmi, tekrar iiretilebilirlik, kalite kontrol ve
¢oziintirliik dahil olmak iizere biiyiik deneysel kosullar1 dikkatlice degerlendiren ayrintili
bir dizi giincellenmis protokol sunulmustur. Bu sonuglar, NMR spektroskopi kullanimini
farkli biiyiik biyoakigkan ornekleri kohortlarinda kolaylastiran deneysel bir platform
saglar ve kisisellestirilmis saglik bakimi i¢in bir 6n kosul olan global metabolik

profillemenin entegrasyonunu temin eder (Dona AC ve ark., 2014)

Emwas A-H ve arkadaslari, NMR tabanh metabolomik ¢alismalarda idrari
kullanmak icin deneysel kosullarin, tamisal ¢alismalara 6zel bir odaklanma ile
standart hale getirilmesi adh calismalarinda, Bu calismada, metabolomik ¢alismalarin
sonuglarini etkileyebilecek anahtar degiskenleri belirlemek amaciyla NMR tabanli idrar
metabolik profili iizerine yaymnlanmis ¢ok sayida calisma gbzden gecirilmistir. Bu
anketten, deneysel tasarimda standardizasyon veya dikkatli muhasebe gerektiren bir dizi
sorunu tespit edilmis ve idrar toplama i¢in bazi 6neriler sunulmustur (Emwas A-H ve ark,
2015).

Emwas A-HM ve arkadaslari, insan hastaliklar1 tanmisinda NMR tabanh
metabolomikler: uygulamalar, simrlamalar ve oneriler adli calismalarinda, Son
zamanlarda, niikleer manyetik rezonans spektroskopi (NMR) tabanli metabolomik analiz
ve ¢cok degiskenli istatistiksel teknikler, insan hastaliklarinin baglangici ve ilerlemesi ile
iliskili kiiciik molekiillerdeki degisiklikleri profillemek icin ¢ok disiplinli bir yaklagima
dahil edilmistir. Bu g¢abalarin amaci, (1) farkli hastalik asamalarim ayirmak da dahil
olmak tizere hastaliklar1 dogru bir sekilde tahmin etmek ve teshis etmek; (2) hastaligin
patogenezinde ve ilerlemesinde altta yatan yollara iliskin i¢gdriiler saglamak ve (3)
hastaligin tedavisine yardimci olmak ve ilaglarin etkinligini degerlendirmektir. Bu
derlemede, son 5 yilda insan kan oOrneklerinde hastalik biyobelirteglerinin
arastirilmasinda  NMR bazli metabolomiklerin uygulamasindaki son gelismeler

tartistlmistir. (Emwas A-HM ve ark., 2013)

Gowda ve arkadaslari; 1H NMR Spektroskopisi ile Tam Kan
Metabolomikleri, Koenzimleri ve Antioksidanlar1 Degerlendirmek I¢in Yeni Bir
Firsat Saghyor adh c¢ahsmalarinda, Redoks reaksiyonlarinin koenzimleri:

oksitlenmis/indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid (NAD + ve NADH) ve



nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP + ve NADPH); adenozin trifosfat (ATP),
adenosin difosfat (ADP) ve adenozin monofosfat (AMP) dahil enerji koenzimleri; ve
antioksidanlar, oksitlenmis ve indirgenmis glutatyonun (GSSG ve GSH) toplami, esasen
higbir ek ¢aba olmaksizin Olgiilebilinmistir. Bu Kararsiz tiirlerin ¢ogunu diger kan/kan
plazma metabolitlerini etkilemeden tespit etmek icin yeni bir yontem gelistirilmistir.
Kandaki NMR spektrumlarindaki koenzimlerin ve antioksidanlarin kimlikleri, 1D/2D
NMR tekniklerini, kimyasal kayma veri tabanlarini, pH 6lglimlerini ve son olarak otantik
bilesiklerle spike yaparak olusturulmustur. Bu, ana koenzimlerin ve antioksidanlarin
tantmlanmasini bildiren ve bunlart NMR spektroskopisi kullanilarak insan kanimndaki
diger metabolitlerin biiylik havuzuyla eszamanli olarak 6l¢en ilk ¢alismadir. Koenzim ve
antioksidan diizeylerinin saglikta ve gesitli hastaliklarda hiicresel islevlerin hassas bir
Olglisiinii  temsil ettigi disiiniildiigiinde, burada sunulan NMR yontemi, kan

metabolomiklerinin incelenmesine yeni bir alan agar (Gowda ve ark., 2017)

Falegan OS ve arkadaslari, Idrar ve kan metabolomik analizleri renal hiicreli
karsinomun evrelerini ayirt edebilir adh calismalarinda, Renal hiicreli karsinom
(RCC), hastaligin ge¢ donemlerine kadar genellikle asemptomatik olan heterojen bir
hastaliktir. Tan1 ve prognostik amagclar i¢in klinik olarak yararlanilabilecek RCC'ye 6zgii
biyobelirteglere acil ihtiya¢ vardir. Ameliyat Oncesi aglik idrar ve serum numuneleri
klinik bobrek kitlesi olan hastalardan toplanan ile degerlendirilmistir. 1 H NMR ve
GCMS (Gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi) gore dlgiimler yapilmistir. Metabolitler
incelenerek ve ¢ok degiskenli istatistiksel analizler yapilarak, iyi huylu Kitlelere gore
SSB'de glikolitik ve trikarboksilik asit (TCA) dongiisii ara maddelerinin diizeylerinde
degisiklikler tespit edilmistir. Bu pilot ¢alisma, idrar ve serum metabolomiklerinin iyi
huylu bobrek tiimorlerini RCC'den ayirt etmede ve RCC'nin evrelendirilmesinde yararl

olabilecegi 6nerilmistir (Falegan OS ve ark., 2017)

Fan TWM ve arkadaslari, NMR ile metabolitlerin ve izotopomerlerin yapi bazh
profili adh c¢alsmalarinda, NMR, biyoyakitlar veya ham hiicre/doku oziitleri gibi
fraksiyone olmayan bir karisimdaki metabolitleri tanmimlamak ve Olgmek igin
kullanilabildiginden &zellikle giigliidiir, aym zamanda *C gibi kararli izotoplarda
zenginlestirilmis bir onciiden tiiretilen metabolitlerin konumsal izotopomer dagilimlarini
da belirleyebilir. Bu makalede, ya [U-13 C] -glukozda ya da [Kaynak izleyicileri
olarak U- 13 C, 15 N] —glutamin ile deneyler yapilmistir. Bu tiir deneyler tarafindan



saglanan bilgiler, daha fazla metabolik aki modellemesinin temeli olan metabolik yollarin

acik bir sekilde yeniden insasini miimkiin kilmustir. (Fan TWM ve ark., 2008)

Fonville JM ve arkadaslari, Biyolojik sivilarin tam ¢oziiniirliiklii J ¢oziimli 1H
NMR projeksiyonlarimin metabonomi bilgilerinin ahnmas1 ve biyobelirte¢
tanimlama i¢in degerlendirilmesi cahsmalarinda vurgulanan hususlar, Biyolojik
numunelerin spektroskopik profili, metabolik olarak yonlendirilen yukaridan agag: sistem
biyolojisinin ayrilmaz bir pargasidir ve toksisite ve hastalik biyobelirteglerini tanimlamak
icin kullanilabilir. Bununla birlikte, optimal biyobelirte¢ bilgisinin geri kazanimi ve
rezonans atamasi, NMR tabanli karmasik karisim analizinde hala onemli zorluklar
olusturmaktadir. Iki  boyutlu (2D) J-¢dziilmiis (JRES) NMR  spektrumlari
projelendirilirken elde edilen azaltilmig sinyal Ortlismesi, bu sorunu azaltmak igin
kullanilabilir ve burada tam ¢oziiniirliikli (1) H JRES projeksiyonlari, metabolik bir arag
olarak degerlendirilmistir. Tarama ve biyobelirte¢ tanimlama. JRES projeksiyonlarindaki
kurtarilabilir bilgi i¢eriginin, geleneksel tek boyutlu (1D) ve Carr-Purcell-Meiboom-Gill
(CPMQG) spektrumlarindan dogal olarak farkli oldugu gosterilmistir, yiiksek oranda
boliinmiis ¢oklu tepe noktalarinin asir1 temsilinin azaltilmasinin ve gevsetme
diizenlemesinin birlesik sonucu nedeniyle. Tam ¢oziintirliiklii JRES spektral verilerinin
temel bilesen ve korelasyon analizleri, tepe hizalamasinin gerekli oldugunu
gostermistir. JRES projeksiyonlarina istatistiksel toplam korelasyon spektroskopisinin
(STOCSY) uygulanmasi, geleneksel 1D ve CPMG spektrumlarina kiyasla JRES (1) H
NMR spektrumlarinda 6nceden ortlisen kiiciik molekiil rezonanslarmin tanimlanmasini
gelistirmistir. Bu yaklagimlar, si¢anlarda galaktozamin ile indiiklenen bir hepatotoksisite
caligsmasi kullanilarak gosterilmistir ve JRES projeksiyonlarinin, gelismis biyobelirteg
tanimlamasi i¢in karmasik karisim analizinde standart tek boyutlu deneylere faydali ve
tamamlayic1 bir role sahip oldugunu gostermistir. Tam ¢oziiniirliikliic JRES spektral
verilerinin temel bilesen ve korelasyon analizleri, tepe hizalamasinin gerekli oldugunu

gostermistir (Fonville JM ve ark., 2010).

Giskeodegard GF ve arkadaslari, Kandaki metabolik belirtecler prostat
kanserini iyi huylu prostat hiperplazisinden ayirabilir adh cahsmalarinda, 29 PCa
hastasindan ve BPH'li 21 kontrolden alinan kan plazmasi ve serum ornekleri, manyetik
rezonans spektroskopisi, kiitle spektrometrisi ve gaz kromatografisi kullanilarak
metabolomik analiz ile analiz etmislerdir. Kan metabolik paternlerindeki farkliliklar ¢ok

degiskenli ve tek degiskenli istatistiklerle incelenmistir. Farkli metodolojik



platformlardan alinan sonuclarin birlestirilmesiyle, PCa hastalar1 ve kontroller sirastyla
%81,5 ve %75,2 duyarhilik ve 6zgiilliik ile ayrilmistir. Serum ve plazma 6rneklerinin
farkli metabolomik 6l¢iim teknikleriyle kombine analizi, PCa ve kontrollerin basaril1 bir
sekilde ayrilmasini saglamis ve PCa'min karakteristik siireclerine iliskin metabolik
belirtegler ve i¢gdrii saglamistir. Sonuglar, BPH ile karsilastirildiginda PCa igin
belirtegler olarak yag asidi (agilkarnitinler), kolin (gliserofosfolipidler) ve amino asit
metabolizmasinda (arginin) degisiklikler gosterdigi saptanmustir (Giskeodegard GF ve
ark., 2013).

Holmes E ve arkadaslari, Saghkta ve hastahikta metabolik fenotipleme
calismalarinda, Cesitli spektroskopik yontemler kullanilarak idrar ve plazma gibi viicut
stvilarindaki metabolitlerin (kiiclik molekiiller <1 kDa) analiz edilmesi, bireylerin veya
popiilasyonlarin metabotipi (metabolik fenotip) hakkinda bilgi, kisisellestirilmis tip veya

halk sagligi hizmetlerine uygulanabilecek bilgiler saglanmustir. (Holmes E ve ark., 2008)

Izquierdo-Garcia JL ve arkadaslari, Mevcut NMR tabanh metabolomik veri
analizi paketlerinin acgiklayici incelemesi calismalarinda, Bu ¢alisma, tek tip olmayan
orneklenmis spektrumlarin cok boyutlu ayrisim (MDD) ile analiz edilmesinin zorluklarini
ele almak i¢in gelistirilen yaklagimlardan birini agiklamak i¢in yapilmistir. MDD, 6nemli
bir siire paralel faktor analizi (PARAFAC), kanonik ayristirma ve ii¢ yollu ayristirma gibi
yontemlerdir. Bu yontem psikometride ilk kez uygulanmistir ve fonksiyonel manyetik
rezonans goriintiileme (fMRI), elektro ensefalografi (EEG) ve diger alanlarda sinyal
isleme ve veri analizi i¢in basartyla kullanilmistir. Inceleme, deneysel veri setindeki eksik
verilerin biiyiik bir kismin1 verimli bir sekilde ele alabilen bir algoritmaya odaklanilmistir

(Izquierdo-Garcia JL ve ark., 2011).

Jacob D ve arkadaslari, H-1-NMR metabolomik verilerinden metabolit
tanimlamasi icin etkili bir spektrum isleme yontemi ¢ahsmalarinda, Kovalar adi
verilen ilgili degiskenleri lireten yeni bir veri azaltma algoritmasi kullanarak bilesik
tanimlama igin yararl destek saglayan verimli bir spektra isleme yontemi 6nerilmistir. Bu
kovalar, karmasik karisim spektrumlarinda bulunan ilgili tim piklerin, 6nemli olmayan
herhangi bir sinyalden arindirilmasinin sonucudur. Bir dizi numunedeki her bilesigin
konsantrasyon degiskenliginden yararlanan ve bu kovalar1 kiimeler halinde birbirine
baglayan onemli korelasyonlara dayanan yontem, ayrica bu kiimeleri Insan Metabolom

Veritabanindaki referans bilesiklerin spektrumlari ile eslestirerek metabolitlerin otomatik
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olarak atanmasini 6nermistir veya ev yapimi bir veritabani. Bu yeni yontem, bazi isleme
parametrelerinin etkisini belirlemek igin bir dizi simiile edilmis (1) H-NMR spektrumuna
ve kavramin bir kanit1 olarak, bir domates I H-NMR veri kiimesine uygulanmistir. Hem
kiimeleme hem de eslestirme adimlar1 i¢in uygulama kodu, ilgili yazara istek iizerine
saglamr. Y dntem ayrica bu kiimeleri insan Metabolom Veritabanindan veya ev yapimi
bir veritabanindan alinan referans bilesiklerin spektrumlar ile eslestirerek metabolitlerin

otomatik olarak atanmasini1 6nermektedir (Jacob D ve ark., 2013).

Jobard E ve arkadaslari, Gelismis metastatik insan meme kanserinin serum
niikleer manyetik rezonans temelli metabolomik imzasi1 calismalarinda, Meme
kanseri (BC), histolojiden prognoza, metastatik evrime ve tedavi yanitlarina kadar yiiksek
bir heterojenite sergiler. Burada, lokalize erken hastalik (EBC) ile karsilastirildiginda ileri
metastatik meme kanseri (MBC) ile iliskili koordineli metabolik serum degisikliklerini
tammmlamay1 amaclayan bir 1H NMR bazli metabolik fenotipleme c¢aligmasi
sunulmustur. EBC ve MBC hastalarini ayirt eden bir model elde edilir (n = 85: 46 EBC
ve 39 MBC) ve bagimsiz bir kohortla dogrulanmistir (n = 112: 61 EBC ve 51 MBC,;
%89,8 duyarlilik, %79,3 6zgiilliikk). Bu ayirnmda yer alan istatistiksel olarak 6énemli 9
metabolit tanimlanmustir: histidin, asetoasetat, gliserol, piruvat, glikoproteinler (N-asetil),
mannoz, glutamat ve fenilalanin. Bu ¢alisma, NMR metabolik fenotiplemesinin tani,

prognoz ve prognoz i¢in giiglii potansiyelini gostermistir (Jobard E ve ark., 2014).

Kertesz TM ve arkadaslar1 Kiitle spektrometrisine dayali metabonomi icin
karmasik biyoakiskanlardaki metabolitlerin yapisal tanimlanmasi i¢cin veritabam
arastirmasi1 ¢alismalarinda, Metabonomi/metabolomik, biyolojik  sistemlerin
anlasilmasi ve metabolitlerin profili yoluyla davranislarinin tahmin edilmesi i¢in 6nemli
bir bilimdir. Biyolojik sivilardaki metabolit profillerini analiz etmek i¢in rutin olarak iki
teknoloji kullamilir: Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopisi ve kiitle
spektrometresi (MS), ikincisi tipik olarak sivi kromatografi (LC) gibi bir kromatografi
sistemine heceleme ile bilinen bir konfigiirasyonda LC — MS olarak. Hem NMR hem de
MS tabanl tespit teknolojileri ile, biyolojik numunedeki metabolitlerin tanimlanmasi
onemli bir engel ve darbogaz olmaya devam etmektedir. Bu makale, NMR spektroskopisi
kullanilarak biyolojik sivilarda metabolit tanimlama yontemlerine rehberlik etmekte ve
fareler iizerinde yapilan son calismalardan orneklerle aciklanmistir. (Kertesz TM ve

ark.,2009)
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Kumar D ve arkadaslari, Siiziilmiis prostat kanseri serumunun NMR
spektroskopisi: metabolomikte yeni bir sinir isimli caliymalarinda, Calisma, siipheli
PC, BPH ve saglklh denek kohortundan (HC) 210 filtrelenmis serumdan
olugmaktadir. Filtrelenmis serum yaklasimi, (1) H NMR spektroskopisini kullanarak 52
metabolitin  tanimlanmasimni  ve  Olgiilmesini  betimler. Tim  denekler klinik
degerlendirmelere (DRE, PSA ve TRUS) ve ardindan gerekirse Gleason skoru igin
biyopsi gecirmistir. NMR ile 6lciilen metabolitler ve klinik degerlendirme verileri, her
kohort i¢in imza tamimlayicilarin1 aragtirmak i¢in dogrusal cok degiskenli ayirict
fonksiyon analizi (DFA) kullanilarak ayri ayri incelenmistir. DFA, glisin, sarkozin,
alanin, kreatin, ksantin ve hipoksantinin anormal prostati (BPH + PC) belirleyebildigini
gosterdi. DFA tabanl siniflandirma, HC'yi BPH + PC'den ay1rt etmede yliksek hassasiyet
(NMR ile %86,2 ve klinik laboratuvar yontemiyle %68,1) gostermistir. DFA, alanin,
sarkozin, kreatinin, glisin ve sitratin PC'yi BPH'den ayirt edebildigini ortaya
koymaktadir. DFA tabanl kategorizasyon, PC'yi BPH'den ayirmak i¢in yiliksek dogruluk
(NMR ile %88,3 ve klinik laboratuvar yontemiyle %75,2) gosterilmistir. Filtrelenmig
serum numunesinin H NMR tabanli metabolik profili, kendine 6zgii metabolik profili ile
PC ve BPH'in arastirilmast ve 6ngoriilmesi i¢in giiven verici, hizli ve en az invazif
goriilmiistiir. Bu yeni teknik, sadece PC tayininin histopatolojik degerlendirmesiyle ayn1
seviyede degil, ayn1 zamanda metabolitleri tanimlamak i¢in s1vi kromatografiye dayali

kiitle spektrometresiyle de karsilastirilmistir (Kumar D ve ark., 2016).

Liang Q ve arkadaslari, Optimize edilmis bir metabolomik yontem kullanilarak
hafif bilissel bozuklugun Alzheimer hastaligina ilerlemesinin teshisi icin serum
metabolitlerinin kesfi calismalarinda, Hafif biligsel bozuklugun (MCI) erken AD'yi
temsil ettigi diistiniilmektedir. Su anda, MCI'nin AD'ye ilerlemesini izlemek i¢in hassas
araclara biiylik bir ihtiya¢ vardir. Bu ¢alismada, MCI deneklerinden ve yasa uygun AD
deneklerinden alinan serum Orneklerindeki metabolik farkliliklar1 incelemek igin
hedeflenmemis bir metabolomik yaklasim gelistirilmistir. Temel bilesen analizine dayali
olarak, AD ve MCI denekleri arasindaki metabolik farkliliklar belirlenmistir. AD
deneklerinin serumundaki dokuz metabolit, MCI deneklerinden O6nemli oOlgiide
farkliydi. Aday biyobelirtecler olarak iki metabolit se¢ilmis ve ayr1 ve bagimsiz hasta
kohortlarinda dogrulanmistir. Ongérii modeline en biiyiik katkida bulunanlar, tatmin
edici duyarlilik ve oOzgiillik saglayan yukari regiile edilmis sfinganin-1-fosfat ve 7-

ketokolesterol idi. MCI'nin olast AD'ye doniisiimiinii tahmin etmek i¢in potansiyel degeri
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gosterir. Bu ¢alisma, MCI'nin AD'ye ilerlemesini izlemek ig¢in bir tani1 araci

saglayabilmistir (Liang Q ve ark., 2016).

Li Y ve arkadaslari, Metabolomiklere dayah olarak kardiyotoksisitenin erken
tahmini icin biyobelirteclerin taranmasi, dogrulanmasi ve optimizasyonu
cahsmalarinda, Doksorubisin (20 mg/ kg), izoproterenol (5 mg/ kg) ve 5-
florourasil(125mg/kg) gibi bilesiklerin neden oldugu sigan kardiyotoksisite modelleri
olusturulmustur. Ultra performansh sivi kromatografi dort kutuplu ugus zamani kiitle
spektrometresi kullanarak metabolomiklere dayali sican plazma oOrneklerinden veri
toplanmistir. Cok degiskenli istatistiksel ve entegrasyon analizlerinin ardindan,
kardiyotoksisiteyi biyokimyasal analiz ve histopatolojik degerlendirmeden daha 6nce
ongoren 39 biyobelirte¢ kardiyotoksisite iyonu se¢ilmistir. Farkli toksisitelere sahip
ilaglar, diger kardiyotoksik olmayan modellere (hepatotoksik ve nefrotoksik modeller)
kiyasla benzer metabolik degisikliklere neden olabileceginden, kardiyotoksisitenin
yiiksek diizeyde spesifik 10 biyobelirteci elde edilmistir. Daha sonra, 6zel biyobelirtegleri
dogrulamak ve optimize etmek i¢in 6ngoriicii bir model gelistirmek i¢in bir destek vektor
makinesi (SVM) kullanilmistir.  Bu  c¢alismaya  gore: |-Karnitin, 19-
hidroksideoksikortikosteron, LPC (14: 0) ve LPC (20: 2), en gigclii o6zellikleri
sergilenmistir. SVM modelinin tahmin oran1 %90.0" a kadar ¢ikmaktadir. Bu arastirma,
ilag giivenligi degerlendirmelerinde ve ikincil gelistirmede ilaca bagh kardiyotoksisitenin
daha iyi anlasilmasini saglamis ve metabolomik yoluyla biyobelirteclerin dogrulanmasi

ve optimizasyonu igin yeni fikirler ortaya koymustur (Li Y ve ark., 2015).

Lin W ve arkadaslari, Metabolomikler ve hipokampal proteomikler yoluyla
Alzheimer hastaliginin tamsal biyobelirtecleri ve terapotik mekanizmasi iizerine
calismalarinda vurgulanan hususlar, Alzheimer hastaligi (AD), bunamanin ana
nedenidir, ancak kesin teshis ve tedavi su ana kadar yeterli degildir. Bu ¢aligmanin amaci,
AD'nin teshisi ve daha iyi anlasilmasi icin biyobelirtecler ve terapotik hedefler
gelistirilmistir. Sonu¢ olarak, lizofosfatidilkolin ve plazmadaki sfinganin-1-fosfat,
sfingosin-1-fosfat, sfingomiyelin ve sfingozin dahil olmak {izere sfingolipid
metabolizmasimin  ara  maddeleri, UPLC-Q-TOF-MS ve UHPLC-Q-Exactive-
HANIM. Ayrica, GstA3, Gstml, Gstm5, Gstm3, Gstkl ve Gstpl dahil olmak {izere
glutatyon S-transferazlart (GST'ler) etiketsiz nano-LC-MS / MS kullanilarak AD
hipokampusunda 6nemli 6l¢iide artmustir. Boylelikle AD patogenezi, kolinin artmasi,

ACh'nin azalmasi, GST'lerin artmasi ve glutamatin artmasi oksidatif strese ve
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eksitotoksiteye yol agmuistir. Donepezil ve dogal bir ilacin etkileri metabolomik ve
proteomiklerle degerlendirilmistir. Ozetle, yapilandirilnus AD sican modeli iizerinde
proteomik ve metabolomik analizler, aday biyobelirtecleri ortaya ¢ikarmak i¢in hizl,
duyarli ve yiiksek ¢Oziinirlikli LC-MS yontemleriyle gergeklestirilmistir. Veriler,
GST'lerin terapotik hedefler olarak biiyiik bir degere sahip oldugunu ileri siirmiistiir. Bu
calisma, AD'nin tanm1 mekanizmas ve ilag kesfi i¢in degerli bilgiler saglanmistir. (Lin W

ve ark., 2017)

Lindon JC ve arkadaslari, Metabonomi ve Metabolomik El Kitabr isimli
calismalarinda, Metabolik profilleme, metabolomik ve metabonomik c¢alismalar esas
olarak biyolojik sivilarin, doku ve hiicre 6ziitlerinin NMR spektroskopisi ve / veya kiitle
spektrometrisi (MS) kullanilarak ¢ok bilesenli analizini icerir. Modern metabolik
arastirmalardaki ana NMR spektroskopik uygulamalarini 6zetlenmis ve dokulardan polar
ve lipofilik metabolitlerin ekstraksiyonu dahil olmak tizere biyoakiskan (idrar,
serum/plazma) ve doku Ornegi toplama ve hazirlama igin ayrintili protokoller
saglanmistir. Standart 1D spektroskopi, gevseme diizenlenmis, diflizyonla diizenlenmis
ve 2D J ¢oziilmiis darbe dizileri gibi H NMR spektroskopik teknikleri, farkli metabolit
gruplarim1 izlemek igin analiz asamasinda yaygin olarak kullamlmis ve burada
aciklanilmistir. Bunlari genellikle daha ayrintili istatistiksel analiz veya biyobelirteg kesfi
icin ek 2D NMR analizi izler. Ornek basina standart edinme siiresi, basit bir boyutlu
spektrum icin 4-5 dakikadir ve hem hazirlik hem de analiz, klinik tan1 ve toksikolojik
caligmalarin yani sira molekiiler fenotipleme ve fonksiyonel genomik igin yiiksek verimli
taramaya uygulamaya izin verecek sekilde otomatiklestirilebilinmistir (Lindon JC ve ark.,
2007).

Liu Y ve arkadaslari, Hepatoseliiler karsinomu karaciger sirozundan ayiran
serum biyobelirte¢lerini tamimlamak icin NMR ve LC/MS tabanh global
metabolomikler adli cahsmalarinda, Hepatoseliiler karsinom (HCC) diinyadaki en
yaygin kotii huylu timorlerden biridir. Bununla birlikte, HCC'yi karaciger sirozundan
(LC) ayiran mevcut biyobelirtegler onemlidir, ancak sinirlidir. Bu nedenle, HCC teshisi
icin daha giivenilir biyobelirteclere ihtiya¢ vardir. HCC hastalarindan, LC hastalarindan
ve saglikli goniilliilerden alinan serum, serum metabolik profillerini ayirt etmek icin
rastgele orman (RF) analizi ile birlikte NMR ve LC/MS tabanli yaklasim kullanilarak
analiz edilmistir. Otuz iki potansiyel biyobelirte¢ belirlendi ve bu biyobelirtegleri HCC

tanist i¢in kullanmanin fizibilitesi degerlendirilmistir, burada AFP degerleri 20 ng/



14

mL'den disik olsa bile HCC hastalarinin tespitinde %100 hassasiyet
saglanmistir. HCC'nin neden oldugu metabolik degisiklikler, keton cisimciklerinin
sentezinde,  sitrat  dongiisiinde,  fosfolipid = metabolizmasinda  bozulmalar
gosterilmistir. HCC hastalarinda sfingolipid metabolizmasi, yag asidi oksidasyonu,
amino  asit katabolizmast ve safra asidi metabolizmas1  degisiklikler
gosteriyor. Sonuglarimiz, tanimlanan bu potansiyel biyobelirteclerin, HCC i¢in daha
fazla arastirilmayr hak eden tanisal ve/veya prognostik degerlere sahip oldugunu
gosterilmistir. EK olarak, RF'nin metabolomiklerde biyolojik olarak ilgili 6zelliklerin

secimi i¢in ¢ok uygun bir siniflandirma algoritmasi olmaktadir. (Liu Y ve ark., 2014)

Louis E ve arkadaslari, Kan plazmasinda dl¢iilen metabolik degisiklikler yoluyla
akciger kanserinin tespitinde adh calismalarinda, Akciger kanseri taramasinda su
anda kullanilan ara¢ olan diisiik doz bilgisayarli tomografi, yliksek oranda yanlis pozitif
sonuglarla karakterize edilmistir. Biriken kanitlar, kanser hiicresi metabolizmasimin
normal hiicrelerden farkli oldugunu gdstermistir. Bu nedenle bu ¢alisma, kan plazmasinin
metabolik fenotipinin akciger kanserinin saptanmasina izin verip vermedigini

degerlendirmeyi amaglamistir (Louis E ve ark., 2016).

Ludwig C ve arkadaslari, iki boyutlu J ¢éziimli NMR Spektroskopisi:
metabolomik ara¢ kutusundaki 6nemli bir metodolojinin gozden gecirilmesi adh
cahismalarinda, Tek boyutlu (1D) (1) H NMR spektroskopisi, metabolomikte lider bir
analitik teknoloji olmaya devam etmektedir. Bu yaklagimin avantajlari, nispeten hizl
spektral edinimi ve tek bir dahili standarda dayali olarak metabolit konsantrasyonunun
dogrudan bir ol¢iisiinii saglayan NMR rezonanslarini igerir. Bununla birlikte, siddetli
spektral tikaniklik, hem metabolit tanimlamasini hem de miktar tayini énemli Olciide
engelleyebilir. Tki boyutlu (1) HJ-¢oziilmiis JRES) NMR spektroskopisi, 1D NMR'nin
pek cok faydasini korur, ancak ek olarak iist iiste binen rezonanslar1 ikinci bir boyuta
dagitir, tikanikligi azaltir ve metabolit Ozgilliginii arttirir. Metabolomiklere bu
yaklasimin faydasi ilk olarak alt1 y1l dnce gerceklestirildi ve o zamandan beri bitki ve
hayvanlarin biyolojik, tibbi ve ¢evresel ¢alismalarinda kullanilmistir. Burada, 2D JRES
NMR deneyine temel bir giris saglanmis ve ardindan, metabolomik uygulamalar
baglaminda spektral edinim ve isleme stratejilerini tartisilmis ve bazi dnemli onerilerle
sonlandirilmistir: uyarim sekillendirme ile ¢ift spin-eko dizisi kullanarak elde etme; SEM
pencere islevini kullanarak isleme, egme ve simetriklestirme, istege bagli olarak bir ufuk

cizgisi projeksiyonu gibi. JRES spektroskopisini metabolomik ara¢ kutusuna uygulamak
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icin  stratejiler, metabolik parmak izi, metabolit tamimlama ve metabolit
kantifikasyonundaki rolleri dahil olmak {izere daha sonra degerlendirilmistir. JRES
metabolomikleri i¢in kamu kaynaklar1 ve veri standartlar1 gozden gegirilmistir (Ludwing

Cveark., 2010).

MacKinnon N ve arkadaslari, idrarim NMR Tabanh Metabolomik Profili:
Prostat Kanseri Tespitinde Uygulama icin Degerlendirme adh c¢alismalarinda,
Prostat kanserinin (PCa) saptanmasi ve hastaligin agresif formlarina karsi agrisiz
formlarinin ayirt edilmesi kritik bir klinik zorluktur. Mevcut klinik test, 4 ila 10 ng/mL
aralifinda kanser teshisinde belirli zorluklarla karsilasan, dolasimdaki prostata 6zgii
antijen seviyeleridir. Boylece, invazif olmayan bir biyobelirteg paneli olusturmaya
yonelik uyumlu bir ¢aba gelismistir. Bu raporda, biyopsi negatif bireylere karsi biyopsi
pozitif bireylerin idrarinda Olgiilen niikleer manyetik rezonans (NMR) kaynakl
metabolomik profillerin, potansiyel biyobelirte¢ sinyallerinin bir se¢imini belirleyecegi
hipotezi arastirilmistir. 317 kisiden (111 biyopsi-negatif, 206 biyopsi-pozitif) alinan idrar
orneklerinin 1H NMR spektrumlar analiz edilmistir. iki sinifi ayirt edebilen sinyalleri
aday gostermek igin ¢ift ¢apraz dogrulama kismi en kiigiik kareler ayirt edici analiz
modelleme teknigi kullanilmistir. Degisken se¢im protokolleri uygulandiktan sonra,
lojistik regresyon analizinden sonra 29 degiskenli bir alt kiimenin egri (AUC) degeri
altinda 0.94 degerinde bir alan tirettigi, 18 degiskenden olusan bir "ana listenin" bir alic1

caligsma karakteristigi ROC) AUC iirettigi gézlemlenmistir (MacKinnon N ve ark., 2019).

Messana | ve arkadaslari, Tip II diyabetik hastalarda idrarmn proton niikleer
manyetik rezonans spektral profilleri adh ¢alismalarinda, 33 tip Il diyabetik hasta ve
20 kontrol deneginin seri idrar ornekleri 1H niikleer manyetik rezonans (NMR) ile
incelenmistir. Diyabetik hastalarda daha yiiksek konsantrasyonlarda olmakla birlikte tiim
deneklerde laktat, sitrat, glisin, alanin, hippurat, trimetilamin-N-oksit ve dimetilamin gibi
metabolitler tespit edilmistir. Kreatin, asetat, betain ve keton cisimleri gibi diger analitler,
diyabetiklerde kontrollere gore daha sik ve daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunmustur.
Ek olarak, artan glikoziiri ve glikohemoglobin ile laktat, sitrat, alanin ve hippurat
konsantrasyonlar1 artmasina ragmen, trimetilamin-N-oksit ve dimetilamin, iyi metabolik
kontrolii olan diyabetiklerde bile yiiksek konsantrasyonlarda bulunmustur. 1H NMR
spektroskopisi, idrar Orneklerinde bulunan metabolitler arasindaki iliskilerin
kesfedilmesini ve tip II diyabetik hastalarda hastalik durumu hakkinda bilgi edinilmesine

izin vermistir (Messana | ve ark., 1998).
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Mikkonen JJ ve arkadaslari, Agiz kanseri ve periodontal hastaliklarin tanisinda
tiikriik metabolomikleri calismalarinda, Metabolomik, metabolizma siireci tarafindan
iretilen kiiciik molekiiller olan metabolitlerin sistemik bir calismasidir. Tiikiiriigiin
metabolik profili, agiz kanseri ve periodontal hastaliklar dahil ¢ok gesitli hastaliklarla
iliskili degisikliklerin erken bir goriiniimiinii saglayabilir. Bu ¢alismada sunulan farkl
yontemler  kullanmilarak  hastaliga  6zgli  metabolitlerin ~ diizeylerini  6lgmek
miimkiindiir. Bununla birlikte, farkli agiz hastaliklarinin karmasik metabolik yollarinin
tam olarak anlasilmamasi da dahil olmak iizere bir¢ok zorluk mevcuttur. Inceleme, bir
klinisyenin bakis agisindan tiikiirik metabolomiklerinin gelecekteki perspektifleri
hakkindaki tartismayla sona ermektedir. Tikiirlik metabolomikleri, lokal ve sistemik
bozukluklar1 tanimlamak i¢in yeni bir arastirma yolu saglayabilir, ayni zamanda
tedavilerin tasarimina ve modifikasyonuna yardimer olabilir. "Tiikiiriik metabolomikleri"
anahtar kelimelerini kullanan bir MEDLINE arastirmasi, toplamda 23 sonug¢ vermistir,
bunlarin yedisi gdzden gecirme veya editore mektup oldugu i¢in ¢ikarilmistir. Geri kalan
makaleler derlemenin hazirlanmasinda kullanilmis, bunlardan 13 tanesi son 5 yil i¢inde

yayinlanmustir (Mikkonen JJ ve ark., 2016).

McConnell YJ ve arkadaslari, 1H-NMR spektroskopisi ve gaz kromatografisi-
kiitle spektrometrisinin kombine kullamm kullanilarak iyi huylu pankreas ve
periampuller lezyonlardan ayirt etmesi calismalarinda, K6ti huylu ve iyi huylu
pankreas ve periampuller lezyonlar1 olan 157 hastadan alinan serumlar, proton niikleer
manyetik rezonans (H-NMR) spektroskopisi ve gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi
(GC-MS) kullanilarak analiz edilmistir. Egitim veri kiimelerinde SIMCA-P + yazilimini
kullanan ¢ok degiskenli projeksiyon modelleme (n= 80) hastalik durumlarini ayirt etmek
icin en iyi modelleri olusturmak i¢in kullanilmigtir. Modeller, test veri kiimelerinde
dogrulanmistir (n= 77). Nihai 'H-NMR spektroskopisi ve GC-MS metabolomic
profilleri sirastyla AUROC 0.74 degerleri (SE 0.06) ve 0.62 (SE 0.08) ile, 14 ve 18,
bilesikler olusmustur. Kombinasyonu H-NMR spektroskopisi ve GC-MS metabolitleri,
bu performansi énemli 6l¢iide iyilestirmemistir. Adenokarsinomlu hastalarda, glutamat
seviyeleri stirekli olarak daha yliksekken, glutamin ve alanin seviyeleri siirekli olarak
daha diisiiktii. Pankreas ve periampuller adenokarsinomlar benign lezyonlardan ayirt
edilebilir. Bu ortamda metabolomiklerin ayirt edici giiciinii daha da artirmak i¢in, bu
heterojen kanser grubunun her bir alt sinifin1 karakterize eden metabolomik degisiklikleri

tanimlamak 6nemli olacaktir (McConnell YJ ve ark., 2017).
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Monleon D ve arkadaslari, 1H NMR tabanh spektroskopi ile serum ve idrarin
metabonomik profili, kronik obstriiktif pulmoner hastalar1 ayirt eder adh
calismalarinda, Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), bireylerin ve toplumlarin
sagligini ciddi sekilde etkilemistir. Bu ¢alismada, niikleer manyetik rezonans (proton 1 *
H NMR) degiskenli goriintii tanima analizi KOAH hastalarinin metabolik profilini
arastirmak i¢in uygulanmistir. Serum ve idrar 6rnekleri sirasiyla KOAH hastalarindan (n
= 32) ve saglikl1 kontrollerden (n = 21) toplanmustir. Ornekler yiiksek ¢oziiniirliiklii 1H
NMR (600 MHz) ile analiz edilmistir ve elde edilen spektral profiller daha sonra ¢ok
degiskenli veri analizine tabi tutulmustur. KOAH hastalarindan ve saglikli kontrollerden
alman idrar Orneklerinin yam sira serumda da tutarli metabolik farkliliklar
bulunmustur. Saglikli kontrollerle karsilastirildiginda, KOAH hastalari, serumda dalli
zincirli amino asitler (BCAA'lar) dahil olmak {izere lipoprotein ve amino asitlerde azalma
ve gliserolfosfokolin artis1 sergilenmistir. Dahasi, idrardaki metabolik farkliliklar
serumdakinden daha 6nemliydi. KOAH hastalarinda saglikli kontrollere kiyasla azalmis
idrar 1-metilnikotinamid, kreatinin ve laktat kesfedilmistir. Tersine, asetat, keton
cisimleri, karnosin, m-hidroksifenilasetat, fenilasetilglisin, piruvat ve a-ketoglutarat,
saglikli deneklere gore KOAH hastalarinda artmis ekspresyon seviyeleri sergilenmistir

(Monleon D ve ark., 2013).

Pearce JTM ve arkadaslari, Kan serumunun 1D H-1 NMR spektrumlarinin
otomatik kimyasal kayma kalibrasyonu icin saglam algoritmalar adh
calismalarinda, Biyo-akiskan NMR spektroskopisinde, her rezonansin frekansi tipik
olarak numuneye 3- (trimetilsilil) -propiyonik asit-d4 (TSP) gibi bir referans bilesigi
eklenerek kalibre edilmistir. Bununla birlikte, soliisyondaki makromolekiillere
baglanmanin neden oldugu rezonans kaymasi nedeniyle, serum gibi biyoakiskanlar
TSP'ye atifta bulunulamaz. Bu smirlamanin iistesinden gelmek i¢in, (1) H NMR
spektrumlarini alfa-glikoz anomerik ciftine yerlestirmek ve kalibre etmek icin tiirev
spektrumlarinin analizine dayali algoritmalar gelistirilmistir. Bu algoritmalari, 77 serum
(1) HNMR spektrumunu kalibre etmek i¢in basariyla kullanilmis ve hesaplanan kimyasal
kayma diizeltmelerinin (r = 0.97) manuel hizalama ile olusturulanlardan (r = 0.8-0.88)
daha yiiksek tekrarlanabilirligi gosterilmistir. Bu nedenle, bu algoritmalarin, serum,
plazma veya glikozun bol oldugu herhangi bir biyo-sivinin (1) H NMR'sini kalibre etmek
icin saglam ve tekrarlanabilir yontemler sagladigi gosterilmistir. Karmasik biyoakiskan

NMR spektrumlarinin hassas otomatik kalibrasyonu, yiizlerce veya hatta binlerce
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spektrumun Oriintii tanima analizi ile yiiksek ¢oziiniirliikte analiz edilebildigi biiyilik
olgekli metabonomik veya metabolomik ¢alismalarda 6nemli bir aragtir (Pearce JTM ve
ark., 2008).

Pinto J ve arkadaslari, Tasima ve saklama sirasinda insan plazma stabilitesi:
NMR metabolomiklerine etkisi adli calismalrinda, Bu calisma, Niikleer Manyetik
Rezonans (NMR) metabolomiklerinde en 6nemli sorun olan isleme ve depolama sirasinda
insan plazmasinin pargalanabilirligine iliskin bilgilerdeki bazi mevcut bosluklarin
doldurulmasina katkida bulunmustur. Heparin ve EDTA antikoagiilan toplama tiipleri
arasindaki karsilastirmayla ilgili olarak, ilki, tam spektral bilgiyi korurken polisakkaritin
hicbir etkilesimi gdstermemistir. Zaman/sicaklik kosullarina gore, oda sicakliginin 2.5
saatten itibaren lipoproteinler ve kolin bilesikleri {izerinde biiyiik bir etkiye sahip oldugu
goriilmiistiir. Ayrica -20 ° C'de kisa stireli saklama 7 giline kadar uygun bulunmus ancak
1 aya kadar olan siirelerde -80°C tavsiye edilmistir. Ayrica, plazma drneklerinin yeniden
kullanilmasi durumunda, arka arkaya 3'ten fazla dondurma-¢6zme dongiisii tavsiye

edilmemistir (Pinto J ve ark., 2014).

Posma JM ve arkadaslari, Referans Eslestirmeyle Alt Kiime Optimizasyonu
(STORM): biyo sivilarin H-1 NMR spektrumlarindan metabolik biyobelirte¢
yapisal bilgilerinin kurtarilmasi icin optimize edilmis istatistiksel bir yaklasim adh
calismalarinda, Referans eslestirme (STORM), alt kiime optimizasyonu saglamak i¢in
gelistirilmistir. STORM, degisken sayisindan daha az sayida 6rnek igeren bu azaltilmig
spektral alt kiimeleri kullanarak spektroskopik verilerdeki yapisal korelasyonlarin
gorsellestirilmesini - gelistirmeyi amacglamaktadir. (n <« p). Yanhis pozitif iliskilerin
sayisint sinirlamak ve otokorelasyon matrisinin genel yorumunu basitlestirmek igin
istatistiksel kiicilme kullanilmistir. STORM yaklasimi, popiilasyonun bir alt kiimesinde
bulunan bir biyobelirte¢ metabolitini tanimlamak i¢in viicut kitle indeksi {izerine devam
eden bir insan metabolomu ¢apinda iliski ¢alismasinin bulgularina uygulanmistir. Dahasi,
STORM'un daha oOnce yaymlanmig bir yonteme (istatistiksel toplam korelasyon
spektroskopisi, STOCSY) kiyasla daha bol NMR piklerinin gorsellestirmesini nasil
gelistirdigini gosterilmistir. STORM, yaygin uygulanabilirligi olan "omik" bilimlerde
biyobelirte¢ kesfi i¢cin yararli yeni bir aragtir. Degiskenler arasinda yorumlanabilir bir
korelasyon olmasi kosuluyla her tiirlii veriye uygulanabilir ve birden fazla boyutlu

verilere de uygulanabilir (6rn. 2D NMR spektrumlari), (Posma JM ve ark., 2012;).
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Puchades-Carrasco L ve arkadaslari, Serum metabolomik profili, kii¢iik hiicreli
olmayan akciger Kkanserinin baslangic1 ve ilerlemesi ile iliskili metabolik
biyobelirteglerin invazif olmayan tammmlanmasim kolaylastirir adh calismalarinda,
Akciger kanseri (LC), kanser oOliimlerinin g¢ogundan sorumludur. Bu hastaligin
oldiiriiciiliigiine katkida bulunan ana faktorlerden biri, klinik bir miidahalenin basarili
olma ihtimalinin diisiik oldugu ileri evrelerde hastalarin biiyiilk bir kisminin teshis
edilmesidir. Bu ¢alismada, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserinin (KHDAK) erken tan1 ve
prognozunu desteklemek icin dogru ve giivenilir biyobelirteglerin tanimlanmasini
kolaylagtirmak i¢cin 1H-NMR ile metabolomiklerin potansiyeli degerlendirilmistir.
KHDAK  hastalarinin =~ metabolik  profilleri ~ bulunmus, saghkli  bireylerle
karsilastirildiginda, farkli amino asitleri, organik asitleri ve alkolleri ve ayrica lipit
metabolizmasinda yer alan farkli lipidleri ve molekiilleri temsil eden 18 metabolitin
konsantrasyonunda istatistiksel olarak onemli degisiklikler ile karakterize edilmistir

(Puchades- Carrasco L ve ark., 2016).

Prakash ve arkadaslari, Odontojenik Kkist sivilarinin bilesenlerinin
karsilastirilmas1 adh calismalarinda, Agiz ve g¢ene yiiz bolgesini etkileyen kistik
lezyonlar agirlikli olarak koken olarak odontojenik. Odontojenik hiicre, ¢cene dokusuna
dolanmustir. Malassez hiicre dayanaklari, serre hiicre dayanaklar1 ve mine organi gibi
olusumlara yol acar. Bu ¢ene kistlerinin biiyiimesine neden olan faktorler gegirgenligi
arttirir. kist duvari, kist sivisinin protein igerigini artirdifinda ve intrakistik sivi
oldugunda c¢ene kemigi lizerindeki baski artar. Bu calismada: Albiimin, prealbumin,
globulin ve toplam protein gibi kistik sivilarin bilesenleri g¢esitli odontojenik kistler igin
verilmistir (Prakash ve ark.,2016).

Reglinski J ve arkadaslari, NMR spektroskopisinin analitik bir perspektifi
olarak biyolojik sivilarin ve hiicrelerin incelenmesi adli calismalarinda, Konsantre
edilmis Ornekleri, 0.50 mL D20 ya katarak biyolojik sivilarin NMR spektrumunu
bulmustur. Konsantrasyonu arttirmanin pik sayisini arttirdigini gostermistir (Rengliski ve

ark., 1996).

Richard V ve arkadaslari, 1H-NMR plazma metabolomu, insan meme
kanserindeki konak-tiimor etkilesimlerini yansitiyor mu? Sorusuna cevap olarak
yapmus olduklari ¢cahsmalarinda, Meme kanseri (BC), diinya ¢capinda kadinlarda en sik

teshis edilen kanser ve kanserden 6liimlerin 6nde gelen nedenidir. BC biyolojisinin daha
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iyi anlagilmasina bariz bir ihtiya¢ vardir. BC hastalarinin serum metabolomundaki
degisiklikler tanimlanmistir, ancak bunlarin klinik 6nemi belirsizligini korumaktadir. 50
erken (EBC) ve 15 metastatik BC (MBC) hastasinin filtrelenmis plazma
metabolomu, ! H-Niikleer ~Manyetik Rezonans (*H-NMR) spektroskopisi ile
incelenmistir. Ana Bilesen Analizi, Kismi En Kiigliik Kareler Ayirim Analizi ve
Hiyerarsik Kiimeleme kullanarak, plazma glikoz, laktat, piruvat, alanin, 16sin, izoldsin,
glutamat, glutamin, valin, lizin, glisin, treonin, tirozin, fenilalanin, asetat seviyelerinin
plazma seviyeleri gosterilmistir. Asetoasetat, B-hidroksi-butirat, tire, kreatin ve kreatinin,
hasta kiimeleri arasinda modiile edilir. Ozellikle laktat seviyeleri, EBC kohortundaki
timor boyutu ile ters orantilidir (Pearson korelasyonu r= —0.309; p= 0.044). BC
hastalarinda tiimdr hiicrelerinin, erken asamalarda bile tiim hastanin metabolizmasinin
modiilasyonunu indiikleyebilecegi 06ne siiriilmiistir. Daha biiyiik bir ¢alismada
dogrulanirsa, bu gozlemler klinik 6neme sahip olabilecegi belirtilmistir (Richard V ve
ark., 2017).

Saleh, MA, ve arkadaslari, Cene Kistik Lezyonlarimin Sivisinda Proteinler ve
Kolesterol Diizeylerinin adl calismalarinda, Bu calisma ile ¢ene kistik lezyonlarindaki
protein ve kolestrol diizeyi arastirilmistir. Cene Kistik lezyonlarindaki proteinler ve
kolesterol seviyeleri ameliyat oncesi taniya yardimci olacak basit bir yontem olarak
kullanilmistir (Saleh MA ve ark., 2017).

Santonea C ve arkadaslari, Tiikiirilk Metabolomigi: Tanisal Biyomarker
Kesfinden Biyolojik Fonksiyonuna dair bir arastirma adh c¢alismalarinda, Bu
derleme tiiklirik bazli metabolomiklerin tarihgesini arastirmakta ve tiikiirik
metabolomiklerine iligkin mevcut bilgileri 6zetlemektedir. Tiikiiriik metabolomiklerinin
mevcut uygulamalari biiylik 6l¢lide tanisal biyobelirteg kesfine odaklanmistir ve mevcut
literatiir tabaninin tanisal degeri arastirilmistir. Atletik performansin izlenmesinde tiikriik
metabolomiklerinin kullanimina iliskin kii¢iik, umut verici olsa da bir literatiir taban1 da
vardir. Tiikiirik metabolitlerinin fonksiyonel rolleri biiyiik ol¢iide kesfedilmemistir.
Ortaya ¢ikan bilgi alanlari, tiikiiriik metabolit profilini sekillendirmede oral konak-
mikrobiyom etkilesimlerinin rolii ve tiikiiriik metabolitlerinin agiz fizyolojisindeki
potansiyel rollerini, 6rnegin tat algilamasini igerir. Gelecekteki arastirma yonlerinin
tartisilmasi, bagirsak metabolomu alaninda giincel bir arastirma yonii olan tiikiiriik
metabolitlerinin islevi hakkinda daha fazla bilgi edinmeye baslama ihtiyacin

aciklamistir. Bagirsak metabolomunun arastirilmasinda diger gastrointestinal sivilari
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tamamlayabilen, kolayca elde edilebilen, bilgi agisindan zengin bir s1vi olarak tiikiirigiin

rolii vurgulanmustir (Santonea ve ark., 2014).

Spratlin JL ve arkadaslari, Onkolojide metabolomiklerin klinik uygulamalar:
calismalarinda, Metabolomun, kanserin erken teshisi ve teshisi dahil olmak iizere ve ilag
etkisinin hem prediktif hem de farmakodinamik belirteci olarak onkolojide ¢ok sayida
kullanima sahip olma potansiyeli vardir. Buna ragmen onkoloji camiasinda
metabolomiklerle ilgili bilgi eksikligi ve metodolojik siirecleri, teknik zorluklar1 ve klinik
uygulamalar1 hakkinda kafa karigikligi vardir. Metabolomik, arastirma aract olarak
kullanildiginda, laboratuvar ve klinik arasinda bir baglanti saglayabilir. Ozellikle
pozitron emisyon tomografisi ve manyetik rezonans spektroskopik goriintiileme gibi
metabolik ve molekiiler goriintiileme teknolojileri, metabolik belirteglerin in vivo olarak
noninvaziv olarak ayirt edilmesini saglamistir. Burada, kanser teshisi, prognozu ve
terapOtik degerlendirme ic¢in bir biyolojik belirte¢ olarak kullanimina odaklanarak,
metabolomiklerin mevcut ve potansiyel uygulamalar1 gozden gegirilmistir (Spratlin JL ve
ark., 2009).

Tulpan D ve arkadasalari, MetaboHunter: karmasik karisimlarin 1H-NMR
spektrumlarindan metabolitlerin tanimlanmasi icin otomatik bir yaklasim adh
calismalarinda, Metabolitlerin 1H-NMR spektrumlarinin otomatik olarak atanmasi i¢in
kullanilabilen MetaboHunter adh bir web sunucusu uygulamasi
sunulmustur. MetaboHunter, {li¢ farkli arama yontemi ve kullanict taniml bir spektral
aralikta tepe kaymasi olasilig1 ile spektra veya tepe listelerine dayali otomatik metabolit
tanimlamast i¢in yontemler saglanmistir. Atama, NMR metabolit standart 6l¢timlerinin
(HMDB ve MMCD) halka agik iki biiyiik veri tabanindan elle kiiratorliigiinii yapilan
referans kitapliklar1 olarak kullanilarak gergeklestirilmistir. Tekli ve c¢oklu metabolit
kanigimlarinin -~ gesitli  sentetik ve deneysel spektrumlarimi  kullanan testler,
MetaboHunter'in ortalama olarak, sentetik karisimlarin spektrumlarindan saptanabilir
metabolitlerin %80'inden fazlasini ve deneysel karigimlara karsilik gelen spektrumlardan
%350'den fazlasini belirleyebildigini gostermektedir. MetaboHunter, sezgisel ¢izim ve
bilesik tepe noktasi araciligiyla verimli veri girisi ve 6n isleme, esnek parametre ayarlari,
hizli ve otomatik metabolit parmak izi ve sonug¢ gorsellestirme saglayan, serbestce
erisilebilir, kullanim1 kolay ve kullanict dostu 1H-NMR tabanli bir web sunucusu
uygulamasidir.Diger yayinlanmis ve serbestce erisilebilen metabolomik araclarla

karsilastirildiginda, Metabo Hunter, iki referans kitapliindan manuel olarak derlenmis
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verilerde metabolitleri aramak i¢in ti¢ etkili yontem uygulanmistir (Tulpan D ve ark.,
2011).

Ussher JR ve arkadaslari, Kardiyovaskiiler hastaliklarin tani ve prognozunda
metabolomiklerin ortaya ¢ikan rolii adhi cahismalarinda, En gelismis metabolomik
teknolojiler bize biyolojik sivilardaki veya biyopsilerdeki binlerce metabolitin
Olciilmesini saglayarak, bize bireysel hastalarin metabolik parmak izlerini saglamistir. Bu
metabolik profiller, KVH yonetimini dnemli dl¢iide degistirme potansiyeline sahip
tanisal ve/veya prognostik araglar olarak hizmet edebilir. Burada yazarlar,
metabolomiklerin bozulmus metabolik siireglerin yorumlanmasina nasil yardimci
olabilecegini gbozden gecirmislerdir. Bunun iskemik kalp hastaligi, ateroskleroz ve kalp
yetmezligi patolojisini anlama becerimizi nasil gelistirdigini gostermistir. Birlikte ele
alindiginda, metabolomiklerin diger "omik" platformlarla entegrasyonu, kisisellestirilmis
tibb1 gelistirirken metabolitlerin, proteinlerin, genlerin ve hastalik durumlariin
patofizyolojik etkilesimleri hakkinda fikir edinmemizi saglayacaktir (Ussher JR ve ark.,
2016).

Vahabi F ve arkadaslari, 1H-NMR Spektroskopisi ile serum metabolomikleri
kullanilarak kolorektal kanserin evrelendirilmesi ¢alismalarinda, Kolon kanserinin
evrelerinin belirlenmesi genellikle ameliyattan sonra biyopsi ile yapilir. Metabolomik,
tim metabolitlerin LC-MS ve 1H-NMR spektroskopisi kullanilarak kemometrik
tekniklerle incelenmesidir. 1H-NMR kullanilarak hastalarin  serumlarindan kolon

kanserinin evreleri tespit edilmistir (Vahabi F ve ark., 2017).

Yilmaz UN ve arkadaslari, 1.5 T MRG ile él¢iilen kist ve apselerde MR T1ve T»
durulmalar1 adhi cahsmalarinda, Bu c¢alismada, kist ve apselerde NMR durulma
oranlarnin  (1/T1 ve 1/T2) karsilagtirilmasini  yapilmis ve durulma oranlarinin
numunelerin susuz materyal igeriklerine bagimliliklarini elde edilmistir. Istatiksel
karsilastirma gruplarin birbirlerinden anlamca farkli oldugunu ortaya koymustur. Kist ve
abse icerigi ile durulma oranlari arasinda da anlamli iliski bulunmustur (Yilmaz ve ark.,
2012).

Zamani Z ve arkadaslari, Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi
kullanilarak kolon kanseri iizerine metabolik bir ¢calismalarinda, Bu derlemenin
amaci, CRC'nin bildirilen serum metabolomik profillerini karsilastirmak ve bu ¢alismalar

arasinda etkilenen yaygin metabolitleri belirlemektir. Mart 2018'e kadar yayinlanan
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serum/plazma oOrnekleri kullanilarak CRC'nin global metabolomik profili iizerine
deneysel calismalar1 dahil etmek icin bir literatiir taramasi yapilmustir. incelenen
caligmalarin kalitesini degerlendirmek icin Tanisal Dogruluk Caligsmalarinin Kalite
Degerlendirmesi (QUADAS) aract kullanilmustir. Toplamda, dokuz ¢alisma dahil
edilmistir. Calismalar ¢esitli analitik platformlar kullanilmig ve farkli popiilasyonlar
iizerinde gerceklestirilmistir. Incelenen tiim ¢alismalardan elde edilen veriler kullanilarak
bir yol zenginlestirme analizi gergeklestirilmistir. Tespit edilen en ¢ok etkilenen yollar
protein biyosentezi, lire dongiisii, amonyak geri doniisiimii, alanin metabolizmasi,
glutatyon metabolizmas1 ve sitrik asit dongiisiidiir. Metabolomik analiz, glikoliz,
trikarboksilik asit donglisii, anaerobik solunum, protein, lipid ve glutatyon
metabolizmasinin metabolit diizeylerinin kanser ve kontrol 6rnekleri arasinda 6nemli
olciide farkli oldugunu ortaya koymustur. Tanimlanan farklilagan metabolitlerin ¢ogu
farkli ¢alismalarda farkli olsada, ortak olan birka¢ metabolit vardi. Bu metabolitler
arasinda piruvik asit, glikoz, laktik asit, malik asit, fumarik asit, 3-hidroksibiitirik asit,
triptofan, fenilalanin, tirosin, kreatinin ve ornitin. Farkli c¢alismalar arasinda bu
metabolitlerin tutarli diizensizligi, CRC i¢in ortak tanisal biyobelirteclerin olasiligini

ortaya koymaktadir (Zamani Z ve ark.,2014).

Zengin B ve arkadadaslari, Protein ve Iyon iceren H20/D20 Karisimlarinin
NMR Durulma Egrilerinden Radyasyon Soniimleme Etkilerinin Ortadan
Kaldirilmasi adli ¢alismalarinda, Bu ¢alisma ile ¢esitli, Ho/D20 karisimlarinda durulma
zamanlar1 dlglimleri yapilmistir. Diisiik miktarda suyun (<0.1mL) yiiksek miktarda D20
eklenmesinin ya da (2) ¢ozeltiye albumin veya mangan ilavesinin RD'yi etkisizlestirdigi

gosterilmistir (Zengin B ve ark., 2013).

Zheng H ve arkadasalri, Niikleer manyetik rezonans temelli serum
metabolomikleri ve kendi kendini diizenleyen haritalar kullamilarak renal hiicreli
karsinomun tahmini ve teshisi calismalarinda, Renal hiicreli karsinomun (RCC) erken
evrede teshisi zordur, ancak tedavi i¢in en iyi sansi saglar. Erken evre RCC igin niikleer
manyetik rezonans (NMR) tabanli serum metabolomiklerini ve kendi kendini organize
eden haritalar1 (SOM) kullanan bir biyobelirte¢ kiimesine dayali bir 6ngoriicli tani
yontemi gelistirme amaclanmistir. Saglikli bireyler ve erken evre RCC hastalar1 dahil
olmak tizere 104 katilimcidan alinan serum metabolom verilerini kullanarak SOM modeli
egitilmis ve dogrulanmistir. Modelin tahmin kabiliyetini degerlendirmek igin, 22

denekten olusan bagimsiz bir kohortu analiz edilmistir. Daha sonra, nefrektomi dncesi ve
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sonrasi 23 RCC hastasinin metabolik paternlerindeki degisiklikleri degerlendirmek i¢in
yontemi kullanilmistir. RCC'nin erken teshisi icin 7 metabolitin (alanin, kreatin, kolin,
izolosin, laktat, 16sin ve valin) bir biyobelirte¢ kiimesi tanimlanmustir. Bir biyobelirtec¢
kiimesi kullanan egitimli SOM modeli, 22 test denegini uygun kategorilere
siniflandirabilinmistir. Nefrektomiyi takiben tiim RHK hastalari, metabolik iyilesmenin
gostergesi olan saglikli olarak simiflandirilmistir. Ancak 0,80'lik bir tam1 kriteri
kullanildiginda, 23 denekten sadece 3'lU nefrektomi sonrasi metabolik olarak iyilesmis
olarak gilivenle degerlendirilememistir. Nefrektomi sonrast 8 yil boyunca 17 RCC
hastasini basariyla takip edilmistir. Metabolik diizelme tanisi alan bu hastalardan 111 8
yil sonra saglikli kalmistir. Veriler, serum metabolomundan bir biyobelirte¢ kiimesi
kullanan bir SOM modelinin erken RCC tanisin1 dogru bir sekilde tahmin edebilecegini
ve postoperatif metabolik iyilesmeyi degerlendirmek igin kullanilabilecegini gostermistir

(Zheng H ve ark., 2016).

Wang Y ve arkadasalari, Niikleer manyetik rezonans temelli c¢alisma,
nazofaringeal Kkarsinomun metabolomik profilini ortaya koymaktadir adh
calismalarinda, Serum o6rnekleri, 20 saglikli denek ve 20 NPC hastasindan olusan 40
kayith katilimcidan toplanmustir. Ornekler, bir 600-MHz NMR spektrometresi
kullanilarak analiz edilmistir. IH-NMR spektrumlar1 ayrica, diferansiyel metabolitleri
taramak i¢in kismi en kiigiik kareler-ayirt edici analiz ile analiz edilmistir. NMR
spektroskopisi, NPC hastalarinin serumlar1 saglikli bireylerinkilerle karsilastirildiginda
farkl1 seviyelerde mevcut olan toplam sekiz metabolit tanimlamistir. NPC hastalarinin
serumlarinda metiyonin, taurin (P <0.05) ve kolin benzeri metabolitler (P <0.05)
cogunlukla yiikselmistir. Bunun aksine, lipidler (P <0.01), izol6sin (P <0.05), doymamis
lipidler (P <0.01), trimetilamin oksidaz (P <0.05) ve karbonhidratlar (P <0.05) serumlarin
serumlarinda daha diisiiktii (Wang Y ve ark., 2016).

Wen S ve arkadasalari, Karsilastirmali serum metabonomik profilleme yoluyla
pankreas Kkanserinin invaziv olmayan tipte tahmin edici farkhlasmasi
calismalarinda, Pankreas duktal adenokarsinomunun (PDAC) farklilasmasi prognoz ile
iliskili olabilir ve klinik tedavi segeneklerini etkileyebilir. Uygulanabilir hi¢bir yontem,
ameliyat Oncesi tiimor farklilagsmasini giivenilir bir sekilde ongéremez. Bu nedenle, bu
calisma ile, pankreatik duktal adenokarsinomun metabonomik profilini farklh

farklilagsmalarla karsilastirilmis ve niikleer manyetik rezonans spektroskopisine dayali
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metabonomik strateji ile tiimor farklilagsmalarini tahmin etmenin uygulanabilirligi

degerlendirilmistir (Wen S ve ark., 2017).

Wishart DS. Metabolit tanimlamadaki gelismeler ¢alismasinda, Bu derlemede,
metabolit tanimlamasini daha kolay ve daha saglam hale getiren ve de metabolomiklerde
yeni ortaya ¢ikan bazi teknikleri veya teknolojileri agiklayan  bilgiler
sunulmustur. Ozellikle, NMR, MS ve ayirma bilimine uygulanan teknolojiler,
metodolojiler ve yazilimlarla ilgili olarak son 2 ila 3 yilda meydana gelen metabolit
tanimlamasindaki ilerlemelere odaklanir. Bu yaklagimlardan bazilarinin giiglii yonleri ve

sinirlamalari, metabolit tanimlamasindaki baz1 6nemli egilimlerle birlikte tartisilmistir

(Wishart DS ve ark., 2011).

Wishart DS ve arkadaslari, HMDB 3.0 — Insan metabolom veritabam
cahsmalarinda, Insan Metabolom Veritaban1 (HMDB), bilim insanlarma insan
metabolomunun en giincel ve kapsamli kapsamini saglamaya adanmis bir kaynaktir. Bu
makalede, daha once 2009 NAR Veritaban1 Sayisinda yer alan HMDB'de yapilan bu
gelistirmeler agiklanmistir. Veri miktarindaki bu genislemeye ek olarak, yeni veritabani
gorsellestirme araglari ve yeni veri igerigi eklenmis veya gelistirilmistir. Bunlar, daha iyi
spektral goriintiileme araglari, daha giiclii kimyasal alt yap1 aramalari, gelistirilmis bir
kimyasal taksonomi ve daha iyi, daha etkilesimli yol haritalarini igcermektedir (Wishart
DS ve ark., 2013).
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2.2. Temel NMR Teorisi
2.2.1. Cekirdeginin (Protonun) Manyetik Ozellikleri

Her atom NMR’a uygun degildir. Niikleer Manyetik Rezonans olayi,
cekirdeginde c¢iftlenmemis spini bulunan atomlarda gergeklesen bir olaydir. 1 ile
gosterilen bu tip spinlere sahip atomlara drnek olarak *H,'3C, 7O ve 3P verilebilir. Bu
tip ¢ekirdeklerin her birinin NMR incelemeleri yapilabilir. Ancak bollugundan dolay:
NMR da en ¢ok incelenen atom hidrojen atomudur. Hidrojen atomunun ¢ekirdegi de tek
proton igerir. Bu nedenle hidrojen atomu i¢in proton veya ¢ekirdek terimini kullanmak,
NMR agisindan esdegerdir (Yilmaz ve Korunur, 2012).

Spin, ¢ekirdekteki protonun kendi ekseni etrafinda donmesinin yarattigi manyetik
etkinin adidir ve bir I vektérii ile gosterilir. Ote yandan proton bir yiike sahip oldugundan;
proton dondiik¢e, yiik de kendi ekseni etrafinda donme hareketi yapmaktadir. Klasik

Fizikte donme hareketi M manyetik momenti ile temsil edilir. Bu vektoriin kuantum
fizigindeki karsiigi p vektorii olmaktadir. « = » I olarak tammlanir. Dénen yiikiin

kurdugu alan ile p’niin kurdugu alan tamamen aynidir (Sekil 2.1a ve b).

e ||
e

(a) (b)

Sekil 2.1. (a) I spinin kurdugu yerel alan (b) Cubuk miknatisin kurdugu yerel alan (Yilmaz ve Korunur,
2012)

ji = 7 | deki oranti katsayis1 olan y’ ya ¢ekirdegin jiromanyetik orani denir ve

(2.1)
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Burada g, sabitine, ¢ekirdegin g-¢arpani denir ve x, ise ¢ekirdek magnetonudur. e ile

My protonun yiikii ve kiitlesi olmaktadir. Jiromanyetik oran bir ¢ekirdek i¢in ayirt edici

bir 6zelliktir.

2.2.2. Dig Manyetik Alamin Tek Spine Etkisi

Cekirdeginde spin bulunan bir atom, H=H Jk bir dis manyetik alanma
konuldugunda, spin alan etrafinda iki farkli yonelimde déner. Donme hizi z-yoniindeki
alan siddeti ile orantilidir. Burada @ = y H ; Larmor presesyon frekansidir. D1g manyetik

alan etrafindaki her donme bir enerji seviyesine karsilik gelir. D1s alana paralel donme E1
alt enerji seviyesine ve dis alana antiparalel donme ise E; iist enerji seviyesine karsilik
gelir. Bu iki farkli yonelim ve bu yonelimlere karsilik gelen enerji seviyeleri Sekil 2.2°

de gosterilmektedir. (Y1lmaz ve Korunur, 2012).

: !; I
=
Ek
=
gn
=
A —
/
-
M

=
)E

Sekil 2.2. 1=1/2 spinli bir ¢ekirdegin H , dis manyetik alan igerisindeki farkli iki yonelimi ve bu
yonelimlere karsilik gelen enetji seviyeleri (Yilmaz ve Korunur, 2012).

Radyo frekans (RF) alan1 olarak isimlendirilen bir alanin donme frekansi, spinin

donme frekansina esit olunca rezonans meydana gelir. Spin enerji yutarak iist enerji
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seviyesine gecis yapar ya da iist enerji seviyesindeki bir spin de enerji salarak alt enerji
seviyense gecis yapar. Zamana bagli pertiirbasyon teorisine gore iist seviyeden bir spinin

alt seviyeye gecis olasiligi ile alt seviyeden iist seviyeye gegis olasiliklar: aymdir.

Bir spinin RF alanindan enerji yutma ve salma mekanizmalar1 Sekil 2.3.” de
gosterilmistir. (Y1lmaz ve Korunur, 2012).

E S Ez
v ‘Lm
Y
| E1
w it W= g
z
Ho | Ez
win=y Ho | 1 RF Firr. l Lo
Kaynaf e '}
K_‘_ _- f i
>y ; Ey
(a) \ '
o
Hrr1
]

Sekil 2.3. Bir spinin enerji sogurma ve salma mekanizmalari (Yilmaz ve Korunur, 2012)

2.2.3. D1s Manyetik Alamin Spin Topluluguna Etkisi ve Boltzmann Dengesi

Bir dis manyetik alanin olmadig1 (Ho=0) durumdaki bir spin toplulugundaki spinler,
uzayda tercihli bir yon olmadigi i¢in, her yone rastgele yonelirler. Bu rastgele yonelimler

nedeniyle spin toplulugunun manyetik momentlerinin bileskesi olan M miknatislanmasi
sifir olur (Sekil 2.4).
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Bileske M=0

Sekil 2.4. D1g manyetik alanin yoklugundaki spin toplulugunun manyetik momentlerinin yonelimi (Y1lmaz

ve Korunur, 2012)

H = H .k dis manyetik alan igerisinde bulunan bir spin toplulugu, her bir spin bu
dis alan etrafinda iki tiir yonelim gostereceginden; spinler enerji seviyelerine Boltzmann
Dagilim kuralina gore yerlesirler. Buna gore alt seviyeye daha fazla spin yerlesir. Alt ile
ist seviye arasindaki fark, bir bileske manyetik momente yani M =M .k

miknatislanmasina neden olmaktadir (Sekil 2.5). NMR sinyali, enerji seviyelerindeki bu

niifus farkindan ileri gelen miknatislanmadan iiretilir (Yilmaz ve Korunur, 2012).

. el
b g R

1 'YYYYYIYYY)

a c? Ay

Sekil 2.5. Dig manyetik alan i¢erisinde bulunan spin toplulugu ve Boltzmann dengesi (Y1lmaz ve Korunur,

2012).
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Bir dis manyetik alan iginde bulunan spin toplulugunun enerji seviyelerine

yerlesimi Denklem (2.2) de verilen Boltzmann Dagilim Kuralina gore olur. Bu kural;

N,=Ce ve N,=cCe =" (2.2)

seklinde yazilir. Denklem alt enerji seviyesine daha fazla ve iist enerji seviyesine daha az

spin yerlesecegini ortaya koyar (Y1lmaz ve Korunur, 2012).

2.4. Kimyasal Kayma
2.4.1. Sivilarda Kimyasal Kaymanin Nitel Anlatim

Daha o6nceleri sdylendigi gibi; cevre dikkate alinmadiginda yani yerel manyetik
alanlar ihmal edildiginde, tiim maddeler mo= yHo frekansinda ortaya cikan tek bir sinyal
verir. Tek bir ¢evre dikkate alindiginda (Ornegin H,0), bu sinyal o =yH frekansina
kayar (Y1lmaz ve Korunur, 2012).

Ug farkl1 ¢evreli CHsCH2OH molekiiliinii gdz &niine alalim. Bu molekiil CHs
CHa, OH gibi ti¢ alt molekiil icermektedir. CH3CH>OH molekiillerinin ¢dzeltideki sayisi
N olsun. Bu iri molekiil ¢ozeltide N tane CHz, N tane CHz ve N tane OH molekiiliine
ayrisir, Sekil 3.1 de goriildiigii gibi, her bir alt gruptan simdilik bir molekiil alalim. OH
tiirli molekiillerin bir tanesini (a) daki goriintii, CH? tiirii molekiillerin bir tanesini (b) deki
goriintii, CHs tiirii molekiillerin bir tanesini (c) deki goriintii temsil etsin. Her bir tiiriin
cevresi bir digerinden farklidir ve bu nedenle her molekiiliin tasidigi (i) akimu da farklidir.
Bu akimlarin gézlem altindaki spinin bulundugu yerde, kurduklar1 yerel alanlarin z-
bileseni; siras1 ile H,®, H,® ve H,® olsun. H,®, H,? ve H,® alanlarinin her biri Ho a
eklenir. Bu eklemenin sonucu olarak; OH molekiillerindeki spinler sadece bileske H®,
CHa molekiillerindeki spinler sadece bileske H? ve CH3molekiillerindeki spinler sadece
bileske H® alanindan etkilenir. S6z konusu bileske alanlar, ilgili molekiillerin sag
kisminda gosterilmistir. Béylece birinci gevredeki spinler wi = g H® | ikinci ¢evredeki
spinler w@ = g H® ve iigiincii ¢cevredeki spinler w® = g H® hizlan ile doner. Bu

durum da Sekil 2.6 da goriiliiyor.
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Sekil 2.6. Farkli kimyasal ¢evrelerin kurdugu yerel alanlar ve bileske alan.
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Bir NMR tiipiiniin i¢inde karisik olarak yer alan bu farkl tiirleri hayali olarak

ayristiralim. En tistte OH grubu, ortada CH» grubu ve en altta is CH3z grubu molekiilleri

temsilen bulunsun (Sekil 2.7)

—ac = L
€= 3 ,;7&
P

Sekil 2.7. Bir ornekteki spinlerin bileske alanlara gore enerji seviyelerine dagilim ve olusan

manyetizasyonlar.

Gortldigi tizere Cozeltide ii¢ ¢evre bulundugu icin, tiipte de ii¢ alt grup

olusmustur. Her bir gruptaki spinler ya huni ya da ters huni yiizeyinde doner. Bu

doniislerden enerji seviyeleri meydana gelir (sag taraf). En iistte yer alan OH grubunun

enerji seviyelerinde yer alan spinler w! hiz ile doniiyor. Yani iki seviye ayrikhigi w® ve

olusan manyetizasyon M®) dir. Orta kisimda yer alan CHz grubunun enerji seviyelerinde
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yer alan spinler »? hizi ile déniiyor, seviye ayrikligi w? ve olusan manyetizasyon M2 dir.
En altta yer alan CH3 grubu igin ise, seviye ayrikli§i ®® ve olusan manyetizasyon M3
olmaktadir.

NMR o6l¢giimlerinde, CH3CH2OH molekiiliiniin ii¢ farkli ¢evresi 3 farkli sinyal
verir (Sekil.2.8). 5 fakli ¢evrede, 5 ayri sinyal, n farkli gevrede ise n farkli sinyalimiz
olur. Burada her sinyal bir ¢evreyi temsil eder. Dipolar yerel alanlar nedeniyle, her bir

sinyalin dipolar genislemeye maruz kaldigin1 da akilda tutmak gerekir.

Simyal
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Sekil 2.8. Bir CH;CH,OH molekiiliindeki farkli ¢evrelerin kimyasal kaymasi.

2.4.2. Sivilarda Kimyasal Kaymanin Nicel Anlatimi
Genelde NMR cihazlarinin rezonans frekansi sabit tutulur ve kimyasal kaymay1
telafi etmek i¢in, dis alana bir H* alan1 eklenir. Dolayisiyla kullanilan yeni dis alan, H

olur. Bu yeni dis alanin yol agtig1 kimyasal kayma —cH kadardir. Simdi bunu Sekil 2.9
daki gibi resmedelim (Alan Carrington, 1967).
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Sekil 2.9. Kiiresel bir molekiiliin kimyasal kaymasina yol agan yerel manyetik alanin dis H, alanina

eklenmesi.
Rezonans frekansinin sabit tutulabilmesi igin, eklenen alan oH kadar olmalidir. Bu

durumda spinin etkilendigi dis alan H=Ho + oH ya da Ho=H- oH olacaktir. Ciplak spin

durumundaki rezonansi tercih ettigimizden, rezonans kosulu

hvo=-gnBrHo 2.8

olmaktadir.Diger taraftan Ho uygulanan H=Ho+ oH dan ¢oziilerek (2.8) denkleminde

yerine konursa, rezonans kosulu
hvo=-gnp~ (1-0)H (2.9)
olacaktir.Bu ifadeden ¢ y1 ¢ozersek
o= (H-Ho)/H = (H-Ho)/Ho (2.10)
denklemini elde ederiz. (2.10) denklemi bir tek ¢evre igin tiiretilmis bir denklemdir.
Simdi iki farkli kimyasal ¢evrenin bulundugunu diisiinelim. Kimyasal kayma
sabitlerini o1 @e o2 ile, uygulanan dis alanlart Hy ve Hy ile gosterelim. Herbir ¢evrenin

kimyasal kaymasi1 asagidaki gibi verilir.

o1= (Hi—Ho)/Ho (2.10a)
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c2= (H2—Ho)/Ho (2.10b)

yazilir. Simdi de bu iki sabitin farkini alalim.

c1-c2= (Hi—H2)/Ho (2.11)

olarak yazilir. Manyetik alanlar cinsinden yazilan bu fark 1. ¢evredeki proton ile 2.
cevredeki proton arasindaki bagil kimyasal kaymay: ifade eder. Kimyasal kayma
genellikle manyetik alan cinsinden degil, frekanslar cinsinden verilir. Bunun i¢in denklem
(2.11)’in igindeki alanlar1 frekansa ¢evirmek gerekir. Bu denklemi diizenleyip her iki
tarafin1 gnBa/h ile carparsak

gnBN/h Ho (o1-02)= gnpa/h (Hi—Ha)

oo (01-02)= ®1—m2

vo (01-62)= (Vi—Vv2)=01—-2

Bagintilar1 elde edilir. Boylece alanlar frekansa cevrilmis olur. Burada bagil kayma

0102 ile isaretlenmistir. Diger bir soyleyisle

c1—o2=(Hi1—H2)/Ho = (vi—v2)/vo (2.12)

olarak ifade edilebilir. Bu bagint1 bir pikin digerine gore kimyasal kaymasini, frekans
cinsinden verir.
3. MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢alismada kullanilan 29 kanserli kan, 29 kanserli idrar ve 28 er saglikli kan ve
idrar ornekleri Diyarbakir Memorial Hastanesinin Onkoloji Birimin den temin edildi.
Saglikli &rnekler karsilastirma amacl olarak kullanildi. Orneklerin konuldugu tiipler
parifilmle kapatildi. Daha sonra plastik bir torbaya yerlestirildi. Sonrasinda uygun kaplara

konularak -20 derecede muhafaza edildi.

NMR o6l¢iimlerinden 6nce herbir kan 6rneginin 2 puL (0.02 mL) sivi, 0.98 mL DO’
ya ve de herbir idrar 6rnegini 0.06mL si 0.94 mL D»0O’ya eklenerek karisim elde edildi.
Her bir karistm 5 mm c¢apindaki NMR tiiplerine aktarildi.
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NMR o6lgiimleri 400 mHz BRUKER AVENCE NMR spektrometresi ile
gerceklestirildi. Olgiimlerde tek puls adimi (90 derece puls uygulamasi) ile
gerceklestirildi. Her bir dlciim icin 16 tarama secildi. Olciim sicakligi (20 +1) °C de

gergeklestirildi. Cihazin prob sicakligi otomatik sicaklik kontrol yardimi ile saglandi.

Kanserli kan ve idrar 6rneklerindeki bazi biyokimsal Blood Count Device (SYMEX
XT2000I) and Clinical Chemistry Analyzer (Roche INTEGRA 400/PLUS and Roche
COBAS C311) cihazlartyla belirlendi.

4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Kanserli ve Saghkli Kan Orneklerinin Yiiksek Alan NMR Spektrumu sekil 4.1-4.6 da

gosterilmistir.

Sekil 4.1. D,0 ile hazirlanan kanserli kan 6rneginin 400 MHz NMR spektrumu.
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Sekil 4.2. D,0 ile hazirlanan kanserli kan 6rneginin 400 MHz NMR spektrumu
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Seki4.3. D0 ile hazirlanan kanserli kan 6rneginin 400 MHz NMR spektrumu.
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Sekil 4.4. D,0 ile hazirlanan kanserli kan 6rneginin 400 MHz NMR spektrumu.
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Sekil 4.5. D,0 ile hazirlanan kanserli kan 6rneginin 400 MHz NMR spektrumu.
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Sekil 4.6. D,O ile saglikli kan 6rneginin 400 MHz NMR spektrumu.
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Kanserli, saglhkli ve diabetli idrar Orneklerinin Yiiksek Alan NMR Spektrumu Sekil 4.7-
4.15 de gosterilmistir.

Sekil 4.7. D20 ile hazirlanan kanserli idrar 6rneginin 400 MHz NMR spektrumu.
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Sekil 4.8. D,0 ile hazirlanan kanserli idrar 6rneginin 400 MHz NMR spektrumu.



Sekil. 4.9. D,0O ile hazirlanan kanserli idrar 6rneginin 400 MHz NMR spektrumu.
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Sekil 4.10. DO ile hazirlanan kanserli idrar 6rneginin 400 MHz NMR spektrumu.
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Sekil 4.11. DO ile hazirlanan kanserli idrar 6rneginin 400 MHz NMR spektrumu.



Sekil.4.12. D,0O ile hazirlanan kanserli idrar 6rneginin 400 MHz NMR spektrumu
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Sekil 4.13. D,0O ile hazirlanan saglikli idrar 6rneginin 400 MHz NMR spektrumu
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Sekil 4.14. D0 ile hazirlanan saglikli idrar 6rneginin 400 MHz NMR spektrumu

pen
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Sekil 4.15. D;0 ile hazirlanan diabetli idrar rneginin 400 MHz NMR spektrumu

pp
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Olgiilen kan ve idrar drneklerindeki bazi biyokimsal parametereler Tablo 1
verilmistir.

Tablo 4.1. Olgiilen kanserli kan ve idrar 6rneklerindeki baz1 biyokimsal parametereler

ORT STANDART
HATA
Hg 12,99 1,63
Alb 44,32 2,73
TP 71,55 5,02
Glukoz 117,55 27,39
Ure 27,67 8,98
Na 136,9 6,89
K 4,32 0,41
idrar 6,22 0,67
Kalsiyum 9,51 0,42
Fosfor 3,6 0,95
Urikasit 23,68 7,016

4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Kanserli Kan Orneklerinin Sonuclar:

Sekil 4.1- 4.5’ da gorildiigii gibi kanserli kan orneklerinin yiiksek alan NMR
spektrumu iyi ¢ozliilmemis genis bir zarftan ibarettir. Bu zarf O ppm ile 8 ppm arasinda
degismektedir. Kan drneginin su (HOD) piki 4.71 ppm de ¢ikmakta olup, spektrumdaki
en yiiksek piktir. Bu pik c¢ok yiiksek oldugundan metabolit piklerini baskilamaktadir.
Normal ve kanserli kan Orneklerinin spektrumlar1 arasinda anlamli bir fark

bulunmamaktadir.

Sekil 4.1- 4.5’ te verdigimiz genis zarfin 6zellikle 0 ppm-4 ppm bolgesinde bazi
metabolit pikleri de goriilmektedir. Ancak bunlarin siddeti zayif olup, sayilar1 da 6rnekten
ornege degismektedir. Bunun bir nedeni, ornekteki yiiksek su sinyalinin metabolit
sinyallerini baskilamasidir. Diger bir neden de kan serumundaki proteinlerdir.
Proteinlerin yiiksek oldugu durumlarda metabolit sinyalleri 1yi ¢oziilememektedir (Foxall
ve ark 1992, Prakash ve ark 2016, Saleh ve ark 2017). Bu sonuglar, Tablo 4.1.’de verilen

yiiksek Hg, albumin ve total protein miktarlari ile tutarlidir.
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4.2. Saghkh Kan Orneklerinin Sonuclar

Sekil 4.6° da gosterilen saglikli kan Ornegi spektrumunda metabolit pikleri
goriilmektedir. Bu metabolitlerin spektrumdaki siddeti zayiftir. Sayilar1 da Grnekten
ornege degismektedir. Bunun sebebi ise; 6rnekteki yiiksek su sinyallerinin metabolitte Ki
sinyalleri baskilamasidir. Diger bir sebebi ise; kandaki protein miktarindan
kaynaklanmaktadir. Proteinlerin yiiksek oldugu durumlarda metabolit sinyalleri iyi
¢oziilememektedir (Foxall ve ark 1992, Prakash ve ark 2016, Saleh ve ark 2017).
Yukarida yazildig: iizere, saglikli ve kanserli kanlarin metabolitleri arasinda bir fark
bulunmamaktadir. Bu sonuglar da, saglikli kandaki yiiksek Hg, albumin ve total protein

miktarlar ile tutarlidir.

4.3. Kanserli ve Saghkh idrar Orneklerinin Sonuclarr:

Sekil 4.7- 4.12° de gosterilen kanserli idrar drneklerinin spektrumlarinda metabolit
pikleri agik olarak goriilmektedir. Bu durumda bu 6rneklerdeki Total Protein azligi ile
alakalidir. Nitekim idrardaki Total protein umol mertebesinde olup, serum veya plazma

total protein miktarindan ¢ok azdir.

Sekil 4.13-4.14 de saglikli idrar orneginin metabolit profili ve Sekil 4.15 de,
karsilastirma icin, diabetli idrar 6rneginin metabolite profili verilmistir. Her {i¢ profil tipi

birbirinden farklidir.

Sekil 4.7- 4.15° de verilen spektrumlar daha diisik NMR alanlarinda yapilan
olgtimlerle uyumludur (Messana 1998). Ancak yiiksek alan NMR spektrumlari ¢ok daha

fazla miktarda pik vermektedir (Santone ve ark, 2014, MacKinnon ve ark, 2019).
4.4, TARTISMA

Bilindigi lizere, yiiksek alan NMR spektrumlarinda su (HOD) piki daha siddetli olup
radyasyon dampinge yol agmaktadir (Zengin ve ark, 2013). Radyasyon dampingi yok
etmek icin su baskilama yontemleri kullanilmaktadir (Foxall ve ark, 1992). Bu teknikler
suyu yok etmekte ve metabolit piklerinin ortaya ¢ikmasimi saglamaktadir. Ancak, su
rolaksasyon zamaninin direk Olglilmesine mani olmaktadir. Ayrica bu tekniklerde bir
ol¢lim i¢in 64 veya 128 tarama kullanilmaktadir. Bu kadar fazla tarama, 6zellikle fazla

ornek olciildiigiinde, deneysel zaman kaybina yol agmaktadir.
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Bu ¢alismada kullanilan sivi miktari, radyasyon damping’in iistesinden gelmek, sinyal
seklini diizgiin tutmak ve dogru T1 ve T2 6l¢iim konsantrasyonunda kalmak igin kanlarda
0,02 mL ve idrar da 0.06 mL olarak tutulmustur (Yilmaz ve ark, 2020). Bu diisiik numune
miktari, tiiklirik ve idrarda bazi diisiik konsantrasyonlu metabolit tepe noktalarinin
kaybina neden olabilir. Dondurarak kurutma ile elde edilen 6nceden konsantre numuneyi
0,98 mL déteryum okside eklemek, idrardaki metabolit tepe sayisini artirabilir (Reglinski
ve ark, 1996). NMR durulma siirelerinin dlgiimleri imkansiz olsa bile, daha biiyiik
miktarlarda numune kullanmak, idrar ve tiikiirik mevcut profillerindeki metabolit
zirvelerinin sayisini da artirabilir (Messana ve ark, 1998). Ayrica 64 veya 128 gibi daha
yiiksek tarama sayilarinin kullanilmasinin daha fazla metabolit tepe noktas1 gosterecegi
aciktir. Bu nedenle, mevcut yontem, daha fazla metabolit tepe noktasi ortaya ¢ikarmak

icin gelismeye agiktir.
5.SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonuclar

1. Cok az mikatarda kan veya idrar 6rnegi, ¢ok yiiksek miktarda D20 iginde
seyreltilerek, metabolite profilleri elde edilmistir.

2. Bu profilleri elde etmek icin su baskilamaya yarayan pr-saturasyom puls
teknikleri kullanilmamustir.

3. Kullamlan teknik yeni ve basit bir tekniktir. Idrar 6rnekleri igin basarili metabolite
profillerini ortaya koymustur.

4. Kullanilan teknik 6rnekteki su sinyalinin T1 ve T2 durulma zamanlarinin direkt
Ol¢limiine izin vermektedir.

5. Kullanilan teknik, nispeten daha diisiik frekansta (400 MHz) ve su baskilamasiz,
idrar metabolitlerini ortaya koymustur.

6. Kan metabolitleri birbirine benzese de, kanserli ve saglikli idrar metabolitleri

farklidir. Bu farklilik teshis amagh kullanilabilir.

5.2.0neriler

Bu calismada, radyasyon damping alaninin disinda kalmak ve durulma zamani

Olciimlerine olanak tanimak i¢in ¢ok diisiik 6rnek miktar1 kullanilmstir.

e Metabolit pik sayisini arttirmak i¢in, daha yiiksek numune miktari ile daha diistik

D20 igeren karisimlarin metabolite profilleri incelenmelidir.
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e Bu deneylerde kullanilan 16 tarama yerine, 64 ve 128 tarama ile de deney
yapilmalidir.

e Kan ve idrar 6rneklerinin 1*C ve 3! P metabolite profilleri de elde edilmelidir.
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