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ABSTRACT

Metabolome is the complete set of small-molecule metabolites to be found in a cell or a single
organism. Metabolomics is the scientific study to determine and identify the chemicals in metabolome
with advanced analytical techniques. Nowadays, the elucidation of the molecular mechanism of any
disease with genome analysis and proteome analysis is not sufficient. Instead of these, a holistic
assessment including metabolomic studies provides rational and accurate results. Metabolite levels in
an organism are associated with  the cellular functions. Thus, determination of the metabolite
amounts identifies the phenotype of a cell or tissue related with the genetic and some other variations.
Even though, the analysis of metabolites for medical diagnosis and therapy have been performed for a
long time, the studies to improve the analysis methods for metabolite profiling are recently increased.
The application of metabolomics includes the identification of biomarkers, enzyme-substract
interactions, drug-activity studies, metabolic pathway analysis and some other studies related with
the system biology. The preprocessing and computing of the data obtained from LC-MS, GC-MS, CE-MS
and NMR for metabolite profiling are helpful for preventing from time consuming manual data
analysis processes and possible random errors on profiling period. In addition, such preprocesses allow
us to identify low amount of metabolites which are not possible to be analyzed by manual processing.
Therefore, the usage of software and databases for this purpose could not be ignored. In this study, it
is briefly presented the software and database used on metabolomics and it is evaluated the capability
of these software on metabolite profiling. Particularly, the performance of one of the most popular
software called XCMS on the evaluation of LC-MS results for metabolomics was overviewed. In the
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near future, metabolomics with software and database support is estimated to be a routine process for
medical diagnosis, treatment and identification of the risk of contracting diseases.
Key words: Metabolomics, metabolite profiling, metabolite databases.

OZET

Bir hiicre veya canlidaki metabolizmanin tiimiine metabolom denilmektedir. Metabolomik,
metabolomdaki kiicik molekiilli metabolitlerin yiiksek hassasiyette analitik teknikler kullanilarak
saptanmasi, tanimlanmasi ve miktaninin belilenmesidir. Giiniimiizde herhangi bir hastaligin
molekiiler mekanizmasinin aydinlatiimasinda yalnizca genom analizinin ya da yalnizca proteom
analizinin yeterli olmadigi, bunun yerine metabolomik calismalan da icine alan biitiinsel bir
degerlendirmenin akila oldugu ve kesin sonuglar verdigi bilinmektedir. Metbolitlerin diizeyleri
hiicresel fonksiyonlarin isleyis bilgilerini yansitir ve bunun sonucu olarak genetik veya cevresel
degisikliklere bagli hiicrenin veya dokunun fenotipini tanimlar. Tibbi teshis ve tedavi amacl metabolit
analizleri uzun zamandir uygulanmasina ragmen, ¢ok sayida metabolitin analiz edilmesi ve
profillenmesi amaciyla kullanilacak metodlarin gelistiriimesi icin yapilan calismalar yeni yeni
artmaktadir. Metabolomik calismalar iceren uygulamalar; biyobelirte¢ tespitinde, enzim substrat
iliskisi degerlendirmede, ilag aktivite calismalarinda, metabolik yolak analizlerinde ve daha bircok
amaca hizmet eden calismalarda son donemlerde yaygin olarak kullaniimaktadirlar. Metabolit
profilleme ¢alismalari i¢in LC-MS, GC-MS, CE-MS ve NMR tekniklerinden elde edilen verinin bilgisayar
destekli bir on islemden gecirilmesi calisma siirecinde harcanacak zaman kaybini, yapilabilecek olasi
hatalan ve varolduklari halde gozden kacabilecek metabolitlerin tespit edilememe sorunlarini en aza
indirmektedir. Bu yiizden, yapilan calismalarda onlarca hatta yiizlerce metabolitin aynimasi ve
tanimlanmasinda yazilim ve veribankasi destegi kacinilmazdir. Bu ¢alismada; metabolit analizlerinde
halihazirda kullanilmakta olan yazilim ve veribankalari kullanim amaclari da belirtilerek dzetlenmis ve
LC-MS verilerinin degerlendirilmesinde son yillarda dne ¢ikan agik kaynak kodlu XCMS yaziliminin
kullanimi ve performansiyla ilgili yapilmis olan calismalar incelenmistir. Giin gectikce yaziim ve
veribankasi destegini de arkasina alarak rutin birer uygulama haline doniismesi muhtemel
metabolomik uygulamalar ile hastaliklara yakalanma riskinin belirlenmesi ve hastaliklarin teshis ve
tedavisinde ulagilabilecek yeni ufuklar degerlendirilmeye calisilmistir.

Anahtar kelimeler: Metabolomik, metabolit profilleme, metabolit veribankasi.

Girig
1990'larda baslayan insan Genom Projesi (Human Genome Project) 2003 yilinda
tamamlanmis olsa da insan Metabolom Projesi (HMP) 2005'de baslayan ve halen devam eden
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bir projedir. Biligim teknolojisindeki hizli ilerlemeye paralel olarak metabolomik calismalarda
yazilim ve veribankasi destegi artik kaginilmaz bir hal almigtir. Bu derlemede, metabolomik
calismalarda kullanilabilecek yazim ve veribankalar ozetlenmistir. Tibbi teshis, tedavi
stireclerinin incelenmesi ve hastaliklarin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasi amaciyla
gerceklestirilen metabolit profilleme calismalari icin sivi kromatografisi-kiitle spektrometrisi
(LC-MS) verilerinin degerlendirilmesinde kullanilan ve giderek kullanimi yayginlasan XCMS
yaziliminin ozellikleri incelenerek kullanimi ile ilgili daha 6nceden yapilmis calismalar gozden
gegirilmistir.

Tibbi teshis ve tedavi amacli metabolit analizleri uzun zamandir uygulanmasina ragmen,
fonksiyonel metabolomik kapsaminda cok sayida hiicre ici metabolitin analiz edilmesi ve
profillenmesi amaciyla kullanilacak metodlarin gelistirilmesi icin yapilan calismalar yeni yeni
artmaktadir ve metabolit profilleme ¢alismalari her gecen giin gelisen yazilim ve veribankalan
sayesinde artik daha da kolay bir hal almaktadir.

Metabolitler ve Metabolomik Caligmalar

insan genom projesindeki temel amac, insan DNA’ sindaki genleri tanimlayarak genetik
hastaliklara yatkinligi belirlemek, ilgili genlerin yapilanini aydinlatmak ve bdylece tani ve
tedaviyi olanakli kilmak idi. Bu projenin sonucunda fiziksel ozellikleri belirleyen dgelerin
yanisira cesitli hastaliklarin da genler araciligiyla ortaya ¢iktigi anlagilmistir’. Ancak ortada
olan bir gercek sudur ki; bir gen farkli biyolojik islevlere sahip birden fazla proteini kodlamakta
ve bu proteinler gen islevinden bagimsiz olarak ¢evrim sonrasi degisimlere ugramaktadirlar.
Dolayisiyla sadece genomik calismalar hastaliklarin 6nlenmesinde, teshisinde ve tedavisinde
yeterli olmamaktadir. Metabolitlerin ve proteinlerin olusturdugu karmagik agin tasidigi bilgi
genomik bilgiden fazladir ve bu bilgi sadece genomik bilgiden yola cikilarak aydinlatilamaz’*,
Giinimiizde herhangi bir hastaligin molekiiler mekanizmasinin aydinlatiimasinda yalnizca
genom analizinin ya da yalnizca proteom analizinin yeterli olmadigi, bunun yerine
metabolomik ¢alismalan da icine alan biitiinsel bir degerlendirmenin akila sonuglar verdigi
bilinmektedir*”.

Biyokimyasal reaksiyonlarin ara iiriinleri olan metabolitler, canli hiicre icerisinde gerceklesen
cok sayida farkh yolaklarin baglanmasinda rol alan veya bu metabolik yolaklarin igleyisi
sirasinda  ortaya ¢kan onemli kimyasal yapilardir. Kiicik molekiiller, peptitler,
oligoniikleotidler, sekerler, niikleozidler, organik asitler, ketonlar, aldehitler, aminler, amino
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asitler, lipitler, steroitler, alkaloidler ve ilaclar, birer metabolittir ve molekiil agirliklari 1.500
Da’un altindadir®. Metabolomik ise belirli bir zaman diliminde dokularda, hiicrelerde ve
fizyolojik sivilarda ve diger hiicre bilesenlerinde gorevi bulunan metabolitlerin yiiksek
hassasiyette analitik teknikler kullanilarak saptanmasi, tanimlanmasi ve miktarlarinin
belirlenmesidir’.

Fenotip, genetik ve cevresel etkenlerin olusturdugu ozelliklerin canlinin dis goriiniistindeki
yansimasidir. Fenotip cogunlukla genler tarafindan belirlenir ancak bazi kosullarda evresel
etkenler fenotipin genotipe yiizde yiiz uymasini engelleyebilir. Metabolitlerin diizeyleri
hiicresel fonksiyonlarin igleyis bilgilerini yansitir ve bunun sonucu olarak genetik veya cevresel
degisikliklere bagl hiicrenin veya dokunun fenotipini tanimlar. Klinik fenotipi belirleyen bilgi
hiicrede olusan metabolitlerde saklidir. Transkriptom ve proteom gibi metabolom da hiicresel
fonksiyonlara bagimli olup her bir metabolitin seviyesi hiicre, doku ya da organizmanin
fizyolojik, gelisimsel ve patolojik durumuna gdre degiskenlik gdsterir. Ancak en dnemli fark,
mRNA ve proteinlerin aksine genler ile metabolitler arasinda dogrudan bir baglantinin

kurulmasinin zor ya da imkansiz olmasidir™®".

Metabolitler hastaliklarin teshisinde iyi birer biyobelirte¢ (biomarker) gérevi gormektedirler.
Biyobelirtecler viicut tarafindan iiretilen ve viicut sivilarinda tespit edilebilen spesifik bir
stireci, durumu veya hastaligi belirten maddelerdir. Konuyla ilgili giincel bir 6rnek sag kalan
meme kanseri hastalarinin kanlarindan metabolit profilleme calismalandir. Bu calismalar
sonucunda meme kanserli hastalarda kanserinin tekrarlama riski ile iliskili oldugu anlasilan
bazi metabolitler tespit edilmistir'”. Tespit edilen bu metabolitler hastalarda hastaligin ileride
tekrar niiks etme egilimi olup olmadigiyla ilgili bilgi edinilmesi agisindan onem arz
etmektedir.

Genom, transkriptom ve proteomlarin aydinlatilmasi, 4 farkli niikleotid (genom ve
transkriptom) veya 22 aminoasitten (proteom) olusan biyopolimerlerin hedeflendirilmis
kimyasal analizlerine dayanir. Bu bilegenler kimyasal olarak olduk¢a benzerdir ve rutin analitik
yaklagimlara olanak tanir®. Genomik, transkriptomik, ve proteomik analiz metodlan hizli bir
gelisme doneminde olmasi ve halihazirda kullanilmasina ragmen metabolomun analizine
imkan saglayan tek ve temel bir yontem bulunmamaktadir” . Metabolom, iyonik inorganik
tiirlerden hidrofilik karbonhidratlara, ucucu alkoller ve ketonlara, amino ve amino olmayan
oranik asitlere, hidrofobik lipitlere ve karmagik dogal iiriinlere kadar son derece farkli kimyasal
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bilegiklerden olusur. Dolayisiyla metabolom icin kimyasal yapilar ve ozelliklerde biyiik
farklliklar vardir. Bu karmagik yapr metabolomun tamaminin es zamanl (simultane)
belirlenmesini ve profillenmesini hemen hemen imkansiz hale getirmektedir'”'®. Pek cok
metabolit viicut ici sivilarda diisiik derigimlerde bulunur ve metabolit havuzlari araciligiyla cok
yiiksek akis ve devir gostermektedir’.

Metabolomik; kromatografi, molekiiler spektroskopi ve kiitle spektrometrisi gibi analitik
tekniklerin ok degiskenli veri analiz yontemleriyle birlestirilmesiyle ic ice isleyen biyoloji,

kimya ve matematigin ic ice gectigi multi-disipliner bir bilimdir'”.

Metabolomik Uygulamalar

Metabolomik calismalar; metabolitlerin aynimini saglayan metabolit ayrim teknikleri (Gaz
kromatografisi, sivi kromatografisi ve kapiler elektroforez), metabolitlerin analizini saglayan
dedeksiyon teknikleri (Kiitle spektroskopisi ve Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi),
metabolitlerin teshisini ve tanimlanmasini saglayan yazilim-veribankasi kulanimi ve
istatistiksel degerlendirmeden olusmaktadir.

Ayrim Teknikleri
Gaz Kromatografisi (GC)

Metabolomik calismalarda en sik kullanilan tekniklerden biridir. GC' nin kromatografik aynm
kapasitesi yiiksektir ancak sadece ugucu metabolitlerin aynimini saglar ve dolayisiyla ugucu
olmayan ¢ogu biyomolekiil icin tiireviendirme gerekebilmektedir. Kiitle spektrometresi ile
kombine vaziyette kullanilir. En onemli avantaj GC ile kromtagorafik ayrimlarda
tekrarlanabilirligin yiiksek olusudur ve bu sebeple GC-MS uygulamalari icin halihazirda

alikonma zamani indekslerini de ieren bircok veribankas bulunmaktadir™?',

Sivi Kromatografisi (LC)

Son yillarda on plana ¢kan UPLC (Ultra performansli sivi kromatografisi) cihazlan ile
kromatografik aynm gelistirilmis olsa da GC ile kiyaslandijinda daha diisiik bir kromatografik
aynm kapasitesi vardir. Buna ragmen GC ile kiyaslandiginda en biiyiik avantaji daha fazla
sayida metabolitin aynmina izin vermesidir. LC-MS icin farkl biyolojik sivilarda veya hiicre
kiiltiiri ortaminda rutin metabolit profilleme calismalar icin C18 ve HILIC kolonlarin
kullanildigi protokoller kullanilabilmektedir™**2,
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Tablo 1. Metabolomik Calismalarda Kullanilan Yazilimlardan Bazilan

Yazihm Adi’ Kullanim Amaci

BioSpider Biyomolekiillerin raporlanmasinda kullanilan bir yardimadir. Metabolitlerin kimyasal isimlerini,
yaygin isimlerini, fiziksel ve kimyasal dzelliklerini ve CAS** numaralarini raporlamada yardima
olur®,
http://www.biospider.ca/

Colmar Kompleks metabolit karisimlarindaki metabolitlerin NMR ile teshisine yardimar olan bir web
tabanli yaziimdir. NMR spektrumlarini igeren bir veribankasi aracidiyla calisir ve piklere ait
kimyasal kayma degerleri ile ilgili listeler icermektedir.
http://spinportal.magnet.fsu.edu/

FiD  (Fragment | MS/MS analizlerinden elde edilen bilginin yorumlanmasinda grafik arabirimi kullanarak

iDentificator) calisabilen kolay kullanimli bir yardima yaziimdir. Fragmentlerin yapilan ve parcalanma
mekanizmalari ile ilgili bilgi verebilmektedir.
http://www.cs.helsinki.fi/group/sysfys/software/fragid/

HORA  (Human | insan kanindan tespit edilen metabolitlerin profillenmesinde bir yardimar yazilimdir. Plazmadaki

blOod Range | ve kandaki “normal” metabolit diizeyleri sistemdeki bir veribankasinda saklidir ve bu veribankasi

vAlidator) ile analiz sonucu elde edilen bilgilerin kargilagtinimasina olanak taniyarak metabolomik
calismalarin valide edilmesine yardima olur.
http://www.paternostrolab.org/

MeltDB Farkli gruplar icin metabolomik verilerin kargilastinlmasina olanak taniyan web tabanli calisan bir
yardima programdir. Calismacilara kendi veri gruplarini kaydetme ve diger veri gruplanyla
karsilagtirma olanagi tanir”’.
https://meltdb.cebitec.uni-bielefeld.de/cgi-bin/login.cgi

MetaboloAnalyst Metabolomik verilerin analizi, birbiri ile kargilagtinlmasi, istatistiksel olarak degerlendirilmesi ve
farkliliklarin bulunmasina olanak taniyan web tabanli bir uygulamadir. Metabolitler icin NMR
spektrumlanyla iligkili pik listesi, MS pikleri listesi ve metabolit derisim bilgileri vererek detayl
raporlama hazirlanmasina yardima olur.
http://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/faces/Home.jsp

MetaboMiner Kompleks viicut sivilarindan metabolitlerin analizinde 2 boyutlu NMR verilerinin yan otomatik
olarak degerlendirilmesine olanak tanir. 500" e yakin metabolitin NMR verileri ile eldeki verilerin
birbiriyle karsilastinimasina ve bu sayede metabolitlerin tanimlanmasina yardima olur®,
http://wishart.biology.ualberta.ca/metabominer/

OpenMS MS verilerinin anlasilmasina yardima olmayi hedefleyen ve kolay kullanim dzellikleriyle dikkat
ceken bir yazilimdir®,
http://open-ms.sourceforge.net/

SetupX BinBase isimli veribankasi ile GC-MS verilerinin eslestirilmesi ve metabolitlerin bu sayede tespiti
amacyla web tabanli calisan bir uygulamadir®®.
http://fiehnlab.ucdavis.edu/projects/binbase_setupx

XCMS LC-MS verilerini analiz ederek alikonma zamani farkliliklanini diizelten, pikleri tanimlayan ve

veribankasiyla eslestirebilen acik kaynak kodlu bir yazilimdir"",
http://metlin.scripps.edu/xcms/

Yaziim adlan alfabe sirasina gore verilmistir;” CAS kayit numaralan kimyasal bilesikler, polimerler, biyolojik dizinler,
kangimlar ve alagimlar icin kullanilan tek tanimlayici (unique) sayilardir. CAS numarasi olarak da bilinirler.
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Kapiler Elektroforez (CE)

LCile kiyaslandiginda tabiati geregi CE tekniklerinde daha fazla teorik tabaka sayisi olusmakta
ve dolayisiyla daha iyi bir aynim gerceklesebilmektedir. CE teknigi, ozellikle yiikli molekiillerin
aynmina olanak taniyarak LC ve GC’ ye gore daha fazla sayida metabolitin analizine imkan
saglamaktadir®***. Ancak biitiin bu avantajlara ragmen CE ile calismalarda en biiyiik sorun
tekrarlanabilirlik, duyarlilik ve saglamhgin diisiik olmasidir. Metabolit profillemede kendisine
kullanim alani bulmasina ragmen kompleks biyolojik sivilardan ayrim icin iyi bir secenek
olusturmamaktadir ve gelismeye aciktir'®,

Dedeksiyon Metodlar
Kiitle Spektrometrisi (MS)

Kiitle spektrometrisi GC, LC veya CE ile ayrilan metabolitlerin analizinde kullanilir. Aynilan ve
kiitle spektrometrisine giden metabolitler kiitle spektrumlarini iceren veribankalari sayesinde
tanimlanarak metabolit profilleme gerceklestirilmis olur. MS/MS uygulamalar icinse
fragment iyonlan hakkinda bilgi iceren ve hali hazirda kullanimi bulunan veribankalan
bulunmaktadir. MS teknolojisi hassasiyeti ve ozgiin sonuglar alinabilmesi agisindan
metabolomik calismalarda vazgecilmez bir kullanim alanina sahiptir. Kiitle spektrometrisinin
kullaniminda bir diger yaklagim ise numunede bulunan metabolitlerin tamaminin ayrilmadan
kiitle spektrometrisine verilmesidir. Ozellikle yiiksek ayrnm giiciine (>1,000,000) ve kesinlige
(< 1 ppm) sahip Fourier Transform Kiitle Spektrometrisi (FTMS) cihazlan bu is icin
kullanildiginda tatmin edici sonuclar alinabilmektedir®*. FTMS’ in metabolomik calismalarda
rutin kullanimina en biyiik engel su an icin yiiksek maliyeti ve dolayisiyla seyrek
kullanimidir®.

Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi

NMR, giinimiizde metabolitlerin ayrimini gerceklestirmeye ihtiya¢ duymadan metabolomik
calismalarin yapilabildigi ve kendisine yaygin kullanim alani edinmis yegane yontemlerden
birisidir. Cok sayida metaboliti es zamanl olarak analiz edebilme ozelligi ve metabolomik
calismalar icin gelistirilmis onlarca veribankasi sayesinde evrensel bir metabololit dedektorii
olma yolunda ilerlemektedir. Metabolitlerin aynmini gerceklestirmeye gerek duyulmadig icin
basit ve yaygin kullanilan protokoller sayesinde numune hazirlama siireci kolaylikla
gerceklestirilebilmektedir®. Ancak; biitiin bu avantajlarinin yaninda en biiyiik sorun su an icin
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duyarhihginin disiik olmasi ve dolayisiyla kiitle spektrometresi kullanilan tekniklerle

Karstlastinldiginda diisiik derisimdeki metabolitlerin teshisinde yaganan sikintilardir®"*2,

Metabolomik Calismalarda Yazilim ve Veribankasi Destegi

Metabolomik calismalari iceren uygulamalar biyobelirte¢ tespitinde, enzim substrat iligkisi
degerlendirmede, ila¢ aktivite calismalarinda, metabolik yolak analizlerinde ve daha bircok
amaca hizmet eden calismalarda son dénemlerde yaygin olarak kullanlmaktadirlar®®>,
Metabolit profilleme calismalari icin LC-MS, GC-MS, CE-MS ve NMR tekniklerinden elde edilen
verinin bilgisayar destekli bir on islemden gecirilmesi calisma siirecinde harcanacak zaman
kaybini, yapilabilecek olasi hatalar ve varolduklan halde gozden kacabilecek metabolitlerin
tespit edilememe sorunlarini en aza indirmektedir. Bu amacla cesitli ticari veya ticari olmayan
yazihmlar bulunmaktadir. Bu tiir yaziimlardan bazilari amaclarina gore Tablo 1" de
sunulmaktadir.

Metabolit profilleme c¢alismalarinin veribankasi kullaniimadan yapilamayacagi gercegi
ortadadir. Yiizlerce metabolitin kiitle degerlerinin tek tek taranmasi, tandem-kiitle
spektrometreii parcalanma iriinlerinin irdelenmesi veya NMR verilerinin tek tek incelenmesi
profilleme calismalarinda zaman kaybina ve is giiciiniin verimli kullanilmamasina sebep
olmaktadir. Ayrica tespit ve teshis edilen her bir metabolitle ilgili klinik bilgiye, yayinlara,
kimyasal ve fiziksel ozelliklere ve hatta bu metabolitin katildigi metabolik yolaklarla ilgili
bilgilere tek bir kaynaktan ulasilabilme ihtimali veribankalarinin kullanimini cazip hale
getirmektedir. Ancak; genlerle veya proteinlerle karsilastinldiginda yapilan farkli olan ve tek
bir sekilde tanimlanamayan binlerce kimyasalin yani aranilan ve anlam ifade eden/edebilecek
her bir metabolitin veribankalarina kayrth olmadigi bir gercektir. Dolayisiyla metabolomik
veribankalari genomik veya proteomik veribankalari kadar detayli ve tamamlanmis bilgiyi
heniiz icermemektedir. Her gecen giin tanimlanan metabolitlerin sayisinin artmasiyla ve
metabolitlerin fonksiyonlarinin ~ aydinlatiimasiyla metabolomik veribankalari daha da
zenginlesecektir®.

Metabolomik Dernegi (www.metabolomicssociety.org) tarafindan yapilan ayrima gore
metabolomik veribankalari; kargilastirmali metabolomik veribankalan, metabolik yolak
veribankalari, kimyasal ozellikler ve spesifik kimyasallara ait veribankalan, ilag ve
metabolitleri veribankalari ve spektral veribankalan olarak aynlmaktadir. Ancak bu
gruplandirma ¢ogu veribankasl icin i¢ ice gecmis vaziyettedir ve ¢cogu veribankasi birden fazla
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amaca hizmet edebilmektedir. Tablo 2'de metabolomik dernegi tarafindan onerilen ve
metabolomik calismalar icin kullanilabilecek veribankalari listelenmistir.

Tablo 2. Metabolomik Calismalarda Kullanilan Veribankalarindan Baslicalan

Veribankalan

icerigi

HMDB (Human
Metabolome Database)

Kimyasal bilgi, klinik bilgi ve molekiler biyoloji/biyokimyasal bilgi saglar. 6500 kadar
metabolit ve bu metabolitlerle iliskili 1500 kadar protein (ve DNA) dizilimi icerir. Bircok
metabolit icin yeraldigi metabolik yolaklar ile ilgili olarak KEGG, PubChem, MetaCyc, ChEBI,
PDB, Swiss-Port ve GenBank gibi veribanlariyla iliskilendirme saglar. Kimyasal yapilari
gosterebilmenin yanisira yaklagik 790 bilesik icin 'H ve *C NMR verisi ieren, 800 bilesik igin
MS/MS verisi iceren ve 260 bilesik icin GC-MS ve alikonma zamani bilgisi iceren bir altyapisi
bulunmaktadir. 3100 farkl metabolit icinse sanal NMR spektrumu énerebilmektedir®,

Metlin

Kimyasal isim, formiil ve kiitle degeri bilgilerini kullanarak tarama yapmaya olanak taniyan
15000’ den fazla metabolit bilgisini icinde barindiran bir veribankasidir. LC-MS ve MS/MS
bilgisi 11Ginda kiitle araligi girilerek biyolojik kaynadi ve hastalik sinifina gore metabolitleri
bulabilmekte ve listeler halinde ayirabilmektedir. XCMS yazihmiyla birlikte calisabilme
ozelligi sunar.

MMCD
Metabolomics
Consortium Database)

(Madison

10000 kadar metaboliti iceren 500 kadar metabolite ait spektral veriyi icinde barindiran
kapsamli bir veribankasidir. Kimyasal ve fiziksel dzelliklerin, formiillerin ve isimlerin yanisira
metabolitler icin teorik NMR kimyasal kayma degerleri de sunabilmektedir.

SetupX

Ozellikle GC-MS calismalan icin gelistirilen ve BinBase isimli veribankasi ile ortak calisan ve
iliskilendirme saglayan bir veribankasidir*®.

Fiehn GC-MS Database

Adindan da anlasilacagi iizere GC-MS ile metabolit analizinde yaklasik 713 kadar metabolit
icin MS spektrumu ve alikonma zamani verisini icerir.

BML-NMR Yaklasik 210 yaygin metabolit icin NMR spektrumlari igerir. En 6nemli dzellii farkl pH’ larda

(Birmingham (6.0, 7.0, 7.4) kaydedilmis NMR spektrumlarini ve 2 boyutlu NMR spektrumlarini da

Metabolite  Library | icermesidir.

Nuclear Magnetic

Resonance database)

Golm  Metabolome | Detayli GC-MS verileri icerir ve bu veriler kiitle spektrumlari, alikonma zamani indeksleri ve

Database metabolitlerle ilgili kiitiphanelerden olusur. NIST/AMDIS  yazilimi ile  birlikte
calisabilmektedir. Bu yazihm sayesinde eldeki verilere ait alikonma zamani ve kiitle
spektrumu ile veribankasi arasinda eslestirme yapabilmektedir. Farkh GC-MS kosullar igin
kayitl kiitiiphaneleri taranmaya ve indirilmeye agiktir®.

PubChem Sadece metabolitler icin olmamakla birlikte metabolitleri de kapsayan ve kiigiik kiitleli

ChEBI molekiillere ait yapilar, fiziksel ve kimyasal dzellikleri kapsayan, ilgili yayinlari ve bazen

ChemSpider Klinik bilgileri de iceren veribankalaridir*®”,

DrugBank Onayli ve halihazirda kullanilan veya iizerinde calisiimis molekiilleri de iceren genis arsivlere

PharmGKB sahip veribankalandir. ilaclanin farmakolojik ozellikleri, ila etkilesimleri, katildiklar

STITCH metabolik yolaklar ve ilag molekiillerine ait fiziksel ve kimyasal ozelliklerin de icinde

SuperTarget bulundugu pek ok veriyi icinde barindinirlar. Protein/peptid cinsi biyoteknolojik ilag

molekiilleri hakkinda da bilgi edinilebilmektedir®®*’.
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Metabolit hedef analizlerinde (targeted metabolomics) iki farkl grup arasinda (6rnegin hasta
grup ve saglikl grup) hedeflenen metabolitlerin miktarlarindaki farklilasma tespit edilerek
sonug ¢tkanilmaya calisiimaktadir. Bu tiir calismalar gerek rutin gerekse bilimsel amagli olarak
uygulanabilmektedir’”.  Metabolit hedef analizleri gibi uygulamalarda aranilan
metabolitlerin kiitlesini bilmek biiyiik avantajdir. Bu sayede kiitlesi bilinen metabolitler
yliksek ayrnm giiciine sahip cihazlarla ayrilip TOF gibi yiiksek kesinlikte calisan bir kiitle
analizorii ile analiz edildiginde karsilastinlan gruplar arasindaki metabolit diizeylerini ortaya
¢lkarmada olduk¢a basanli sonuglara ulasilmaktadir. Benzer sekilde, binlerce metabolitin
aynilip taranarak yapilaninin aydinlatildigi metabolit profilleme calismalarinda metabolitlerin
alikonma zamanlari ve Kitlelerini veritabanlarindan bularak eldeki numuneler ile
karsilastirmak, zaman ve ig giicii kaybini en aza indirmek agisindan onemli kolayliklar saglar.

Metabolomik Calismalarda XCMS kullanimi

XCMS yazilimi, LC-MS tabanli metabolomik ¢alismalarda tekrarli analizlerde grup ici ve gruplar
arasi alikonma zamanlan arasindaki farklilasmalar dogrusal olmayan (nonlinear)
matematiksel modellemelerle eslestirerek gidermek ve analiz edilen metabolit kiitleleri
arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak degerlendirerek grup ici ve gruplar arasi eglesen ve
kalitatif anlamda farklilagan metabolitleri tespit etmek icin kullanilan bir metabolit profilleme
yardima yazilimidir®',

Bir LC-MS analizinde kolon icinde ayrim sirasinda difiize olmus analit molekiilleri bir ¢an egrisi
olusturacak sekilde yani en fazla molekiil sayisi pik genisliginin ortasinda toplanmis vaziyette
dagilirlar. Kolondan ¢ikan her bir molekiil kiitle spektrometresine gonderilir ve zamana kars
her bir molekiiliin kiitle/yiik (m/z) degerlerinin 6lciilmesi sonucu olusan intensite - zaman
grafigi ekrana pik olarak yansir.

Tautenhan ve arkadaslan tarafindan bir LC-MS analizinde herhangi bir metabolit icin ekrana
yanstyan pik seklinin olusumu Sekil 1" dekine benzer bir bicimde sematize edilmistir *. Iki
farkli grup icin (6rnek olarak hasta ve sagliki grup) beser kez LC-MS analizi yapilan bir
metabolit profilleme ¢alismasinda her bir grup icin 5 adet LC-MS ve iki grup icin toplam 10
adet LC-MS kromatogrami olacaktir. Bu gruplar icin uygulanan yonteme bagl olarak analiz
siiresinin 30 dakika ve taranacak m/z degerlerinin 50-500 arasinda oldudu distiniilstin. Boyle
bir calismada her bir saniye icin dedektor tarafindan taranan verinin toplami oldukca
biiyiiktiir. Her bir dakika icin belkide onlarca farkli metabolit kolondan elue olacak ve kiitle
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spektrometresinde analiz edilecektir. Bu metabolitlerin derisimleri birbirinden oldukca farkl
olacagina gore bunlara ait piklerin intensiteleri de birbirinden tamamen farkli olacaktir.

HPLC kolonu
a) ]hareketlifa:—lr a.it I et Kiltle Spektrometresi

intensite

bl

m/z

; %
10 pprm II‘“'-. o ey * s

Zaman

Sekil 1. LC-MS Kullamminda Bir Metabolitin Kolondan Elue Olmasi Ve Kiitle

Spektrometresinde Dedekte Edilmesine Ait Sematik Gosterim

(a) analitin kolondan bir ¢an egrisi olusturacak sekilde elue olmasl, (b) bu analite ait pik seklinin o analitin m/z degeri icin
intensite-zaman ekseninde olusumu (c) kolondan elue olan her bir analit molekiiliiniin kiitle spektrometresine ulagmasi
sonucu m/z degerlerinin 10 ppm hata payu ile 6lgiilmesi®

Boyle bir calismada tekrarli analizler icin aynm teknigindeki (LC) hata payindan dolay
metabolitler farkli zamanlarda kolondan elue olabilecek ve dedeksiyon teknigindeki (kiitle

spektrometresi) hata payindan dolayi her bir metabolit icin m/z degerleri arasinda bir miktar
da olsa farklilk goriilecektir. Eger ne aradigimizi veya neler aradigimizi biliyorsak bu ufak
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varyasyon ¢ok da problem olmayabilir; ancak, yiizlerce metabolitin farkli gruplar icin
profillendigi bir calismada ufak gibi goriinen bu farkliliklar yiiziinden metabolitlerin tespit
edilmesi ve tanimlanmasi imkansiz olmamakla birlikte zaman alici ve zor bir siirectir. Ozellikle
diisiik derisimdeki metabolitler, insan emegi ile kromatgoramlarin taranmasi sirasinda
gozden kacabilir veya zemindeki giiriiltii ile kanistinlabilirler.

XCMS, biitiin bu sorunlann iistesinden gelmek ve farkli gruplar icin metabolit diizeyindeki
farklihklan teghis etmek amaciyla kullanilan ve “R™ programlama dili altinda ¢alisan, internet
iizerinden erisilebilen ve kar amac tasimayan bir yardima yazilimdir®*. Smith ve ark.
tarafindan XCMS' in isleyis algoritmasi Sekil 2' dekine benzer bicimde ifade edilmektedir.

Alikonma 5 e

LC-MS verisi zamanlarini D
diizelt gorintile
Pikleri filtrele ve | o | Piklerieslestir | u | Pikleri karsilastir | istatistiksel
belirle ' d i analiz yap

Sekil 2. XCMS Uygulamasinda Kullanilan Algoritmanin $emasr®™

Bu algoritmadaki adimlar su sekilde siralanabilir:

1. LC-MS verisinin XCMS ile uyumlu hale getirilmesi: Nihayetinde XCMS bir bilgisayar
programidir ve LC-MS verilerini isleyebilmesi icin kromatogramlarin XCMS'in analiz
edebilecegi tiirden bir veri formatina doniistiiriilmesi gerekmektedir. XCMS ile veri
analizine baglamadan once LC-MS verileri uygun formata dondstiirilir ve XCMS'e
tanitilir.

2. Piklerin belirlenmesi ve alikonma zamanlarinin diizeltmesi: XCMS, grup ici ve gruplar
arasinda ayni metabolite ait oldugunu disiindigii pik seklindeki biitin sinyalleri
“centwave” ve “matchfilter” adi verilen iki farkli algoritma kullanarak tespit
edebilmektedir. Her iki algoritma da birbirinden farkli mantikla calisir ancak amag
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alikonma zamani ve kiitle degerleri arasindaki varyasyonlari gidererek diisiik derigimli
metabolitleri de icine alacak sekilde pikleri tespit etmek ve eglestirmektir”.

Piklerin karsilagtinlmasi: Tespit edilen pikler, gruplar arasinda nicel anlamda ne kadar
farklilastiginin belirlenmesi amaciyla ortalama pik alani degerlerine gore orantisal olarak
kargilastinlacaktir.

Istatistiksel degerlendirme yapilmasi: Allkonma zamanlarinin, kiitle degerlerinin ve pik
alanlarinin istatistiksel olarak karsilastinimasiyla biitiin metabolitlerin tanimlanmasi ve
farklilasan metabolitlerin en list diizeyde tespit edilebilmesi amaglanmaktadir.

Onemli pikleri gériintiileme: XCMS biitiin bu islemler sonunda tespit ettigi ve farklilasan
metabolitlere ait olduguna karar verdigi piklerin her biri icin alikonma zamani diizeltilmis
yeni kromatogramlar yayinlayacaktir.

XCMS ile gruplar arasinda farklilasan metabolitlerin teshis edilmesi sonucunda program bir
tablo ve alikonma zamanlarinin diizeltildigi yeni kromatogramlar verecektir™. ilgili tablo
asagida siralanmig bilgileri veren siitunlar icerir;

Kromatogramdaki piklerin alikonma zamanlarinin diizeltildigi, farkl gruplardaki ve grup
ici gozlenen alikonma zamani arasindaki farkliliklari iceren (gozlenen en diisiik ve en
yiiksek alikonma zamaninin belirtildigi) stitunlar.

Kromatogramdaki piklerin kiitle degerlerinin eglestirildigi, farkli gruplardaki ve grup ici
gozlenen kiitle degerleri arasindaki farkhliklan iceren (gozlenen en diisiik ve en yiiksek
kiitle degerinin belirtildigi) stitunlar.

Bir metabolite ait oldugu digiinilen her bir pikin grup icinde ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak nekadar ortiistiigiini gosterir siitunlar.

Analiz edilen metabolitlerin pik alani degerlerini gosterir siitunlar.

Pik alanlaninin istatistiksel degerlendirmesi sonucunda iki farkli grup icin metabolit
diizeyindeki degisimi ifade eden “fold change™ yani pik alanlarindaki orantisal farklilk
degerlerini veren siitiinlar.

Metlin veribankasi ile eslestirme sonucunda tespit edilen m/z degerlerine gore olasi
metabolitlerin neler oldugu ile ilgili internet baglantisini iceren siitunlar.
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XCMS, normalde LC-MS icin geligtirilmig bir platform oldugu icin CE-MS uygulamalan
agisindan yaygin kullanimi olmasa da Nevedomskaya ve ark. tarafindan yapilan bir calismada
XCMS' in kapasitesi CE-MS uygulamalari icin degerlendirilmis ve basanli sonuglar alinmistir®®.

XCMS uygulamasinda gerek centwave gerekse matchfilter algoritmalani icin belirlenecek
alikonma zamani diizeltme ve pik tespiti parametreleri kullanilan ayrim ve dedeksiyon
sisteminin ozellikleri dogrultusunda yazilima girilebilmektedir. Bu sayede miimkiin olan en
fazla sayida metabolitin (diisiik derisimli metabolitler de dahil) profillenmesi ve gruplararasi
kalitatif anlamda farklilasan molekiillerin tespiti saglanmaktadir. XCMS, her gecen giin yeni
ozellikler kazanan ve daha fazla kullanici dostu bir arayiize kavusan bir platformdur.
Dolayisiyla yakin gelecekte metabolit profilleme ¢alismalarinin vazgegilemez bir unsuru haline
doniisecegi diisiiniilmektedir.

Sonug

Giiniimiizde Klinik fenotipi belirleyen bilginin aydinlatiimasinda anahtar roliin hiicrede olusan
metabolitlerde sakli oldugu gercegi ortadadir. Bu amagla 2005 senesinde Kanada Alberta
Universitesi'nin, Genom Kanada ve Kanada inovasyon Kurumu'nun destegi ile insan
Metabolom Projesi (HMP) baglatilmigtir. Bu proje ile insanda viicut ici sivilarda analiz
edilebilecek en diisiik derisimdeki metabolitler de dahil tim metabolitleri tanimlamak,
olcmek ve normal-anormal deger araligini belirlemek, bu verilerin serbestce elektronik
ortamda elde edilebilir olmasini saglamak icin bir kiitiiphane (Human Metabolome Database
(HMDB) olusturulmasi planlanmigtir.

Tip bilgisindeki hizli ilerlemeye paralel olarak artik hastaliklarin teghisinde ve
mekanizmalarinin aydinlatiimasinda kisiye ozel yaklasimlar gelistirilmektedir. Metabolomik
calismalar bu siirecin ileyisinde ve uygulamasinda 6nemli paya sahiptirler. Bilginin artisina zit
bir bicimde bilgiye ulasma hizinin kolaylastigi su giinlerde ileri analitik tekniklerin geligimi ve
yayginlasmas dikkate alinirsa dzellikle metabololit profilleme calismalarin 6nii her gecen giin
daha da aglmaktadir. Metabolomik calismalar amaca yonelik yazilim ve veribankasi destegi
ile yakin gelecekte belki de hastaliklara yakalanma riski, hastaliklarin teghisi, tedavisi,
tedaviye cevap ve ilerleyis siirecini gormede rutin birer analiz yontemleri haline
doniisecektirler.
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