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FARKLI LOSEMI TiPLERINDE NUKLEER MANYETIK REZONANS
TABANLI METABOLOMIiK PROFILLEME

OZET

Losemi, cocukluk ¢aginda %30’luk oran ile en sik goriilen kanser tiirii olup, tim
kanserler icerisinde 3.2%’ lik oran1 kapsamaktadir. Lenfomalar ise orijin aldigir doku
acisindan I0semi ile ayrigmakla beraber ortak semptomlar gosterebilmektedir. Hastalik
gelisiminde temelde beyaz kan hiicrelerinin kemik iligi/ lenfoid organlardaki
maturasyon bozuklugu yer almaktadir. Literatiirde 16semi ve lenfomada metabolik
profilleme ¢alismalari mevcut olup, belirlenen biyobelirteg aday1 metabolitlerin erken
tani, prognoz, tedaviye cevapta kullanilabilirligi tartisilmaktadir. Yiizlerce metaboliti
kapsayan metabolomiks ¢alismalarinda ¢ok yonlii istatistiksel modelleme kullanilarak
bu aday belirteclerin iliskili oldugu yolaklar belirlenebilmekte, kisisellestirilmis
tedaviler icin degerli bilgiler sunulabilmektedir. Bunu miimkiin kilan analitik kimya
tekniklerinden ve metabolomiksin en 6nemli enstriimanlarindan nikleer manyetik
rezonans (NMR) ile kiitle spektrometresi (MS), birbirini tamamlayici sekilde farkli
molekiillerin 6l¢imiinde basarilidir ve entegre analizlerde analit spektrumun
tamamina yakinini kapsamaktadir. NMR; yiiksek tekrarlanabilirlik, tek internal
standartla yuzlerce metabolit kantitasyonuna olanak vermesi, uzun stabilite,
kalibrasyon gerektirmemesi gibi avantajlartyla son yillarda metabolomikste artan
siklikta kullanilmaktadir. Ote yandan rutin kullanimi oturmus MS ise yiiksek
sensitivitesi ve proteomik-lipidomik molekiillerin basarili tespiti ile pratik kullanimda
halen en 6n sirada yer almaktadir. Giincel tez ¢alismasi, sik goriilen 16semi/ lenfoma
tiplerini kapsayacak sekilde biitiinciil yaklagimla kantitatif NMR ve kalitatif MS
metodlarini entegre eden bir ¢alisma diizeni igerisinde gergeklestirilmistir. Bu amagla
her bir grupta (AML, KLL, NHL) yer alan 30 yetiskin hastaya ait serum ile I16kosit
izolatlarinda bir ve iki boyutlu *H NMR ile yiiksek-rezoliisyonlu MS (HR-MS)
analizleri tamamlandiktan sonra diferansiyel metabolitler ile ilgili metabolik yolaklar
tek degiskenli-gok degiskenli istatistiksel metotlarla MetaboAnalyst ve TidyMass
¢evrimi¢i platformlarinda belirlenmistir. 1D deneylerde kimliklendirilen metabolitler,
2D NMR analizleri ile dogrulanmistir. Lokosit izolatlart ise HRMS platformunda
serum Ornekleri ile esit kosullar altinda ¢alisilarak bu matrikste kontrollere kiyasla
anlamli eksprese edilen metabolitler belirlenmistir (TidyMass). Serum NMR
analizlerinde ortaya konan bulgulara gore; AML grubunda kontrol bireylere kiyasla
artts gosteren metabolitler (VIP skoru> 1) metilguanidin, izobdtirat, glisin, 2-
hidroksiizobtirat, glukoz, Ure, betain ve azalanlar (VIP skoru> 2) piroglutamat, 3-
hidroksiizovalerat, alanin olarak kaydedilmistir. KLL grubunda artan metabolitler
icerisinde AML ile ortak bulunanlar haricinde kreatinin-kreatin fosfat, tirozin ve
fosfoetanolamin molekilleri de yer almaktadir. Burada her U¢ grupta da artan
molekillerin protein degredasyon iriinii olmalari, hematolojik malignitelerde
gozlenen hizli protein turnoverini dogrulamaktadir. VIP skoru 2.5’ ten biiyiik bulunan
fumarat ve asetat molekullerinin azalis1 da KLL ve NHL gruplarinda ortak 6ne ¢ikan
farkliliklar olarak Krebs siklusu ara bilesenlerinin prolifere olan 16koblastlarda yogun
tiketimine isaret etmektedir. Ayrica NHL grubuna 6zgii bir farklilik olarak diisiik
bulunan serum karnitin seviyesi (VIP skoru> 1), lenfoma hastalarinda artan enerji
ihtiyacinin beta oksidasyon artigi ile kompanse edildigini diisiindiirmektedir. Serum
NMR sonuglarimi kapsayan alict 6zelligi (ROC) analizi ile AML igin 10, KLL igin 3
ve NHL i¢in 20 en anlamli metabolit ile egri alt1 alan1> 0.98 olan tanisal biyobelirteg
modelleri olusturulmustur. Grup bazli degisim gosteren yolak analizlerinde glutatyon,
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glukojenik ile dall1 zincirli amino asit metabolizmasi ve kolin oksidasyonu AML’ de
birinci siradayken; KLL ve NHL gruplarinda ise Krebs ve Ure siklusu 6ne ¢ikmaktadir.
Serum HRMS sonuglarinda ise yiiksek sensitif metodoloji yardimiyla gesitli polar
lipitler (yag asitleri ve fosfolipitler) tanimlanarak 6zellikle AML grubunda anlamh
artan doymamis yag asitleri dokozatrienoik ve cis-13-dokozenoik asit (p=0.002 ve
0.003, sirastyla, Tidymass) olarak kaydedilmistir. Serum HRMS sonuglarina gore
KLL grubunda anlamli bulunan oleamid artan ve gliserofosfokolin ile piroglutamat ise
NMR sonuglarin1 dogrulayan sekilde diisiik seviyelerde bulunmustur (p=0.001 ve
0.000, sirastyla, Tidymass). Ote yandan NHL serum HRMS bulgulari artan doymamus
yag asitleri agisindan AML ve oleamid agisindan KLL ile; azalan piroglutamat
seviyeleri acgisindan ise KLL ile benzerlik gostermektedir. Lokosit izolatlarinda
gergeklestirilen HRMS analizlerinde ise seruma gore daha az sayida anlamli metabolit
tanimlanmis olup; spermin ve uzun zincirli yag asitlerinin (serumda sonuglarini
destekleyen bicimde) artan, biyotin gibi koenzimlerin ise diisiikk seviyeleri her (g
grupta da ortak olarak kaydedilmistir. Sonug olarak giincel calismada, 16semi/ lenfoma
hastalarinda NMR ve MS metodolojilerinin komplementer kullanimu ile oldukca genis
metabolit spektrumu iceren serum-lokosit matriks profillemesi gergeklestirilmistir.
Literatirde bir ilk olarak, farkli hematolojik malignitelerde serum metabonomu
kantitatif yaklasimla belirlenmis ve HR-MS teknolojisi ile yapilan global tarama ile
entegrasyon saglanarak genis kapsamli parametre arastirmasi yapilmistir. Bir diger
yenilik ise, global serum arastirmasi yani sira 16kosit izolatlarinda MS analizi ile
hiicresel diizeyde anlik metabolik profilleme ile bireysel etyolojilere dair énemli
veriler sunulmasidir. Grup bazh degisiklikleri ortaya ¢ikaran mevcut bulgular bireysel
itici gliglerin yam sira farkli alt siniflarda yaygin olarak goézlemlenen patojenik
mekanizmalar hakkinda da ipuglar1 saglamaktadir. Tiim bunlarla birlikte sunulan
guncel sonuglarin, her grup i¢in olusturulacak genis kohort ve omiks teknolojilerinden
gelen tamamlayici veriler ile dogrulanmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Hematolojik malignansi, Kronik lenfositik I6semi, Non-Hodgkin
lenfoma, Akut miyeloid 16semi, Metabolomiks, Nukleer manyetik rezonans, Kiitle
spektrometresi, Kuadrupol-Orbitrap kiitle analizorli, fenotipik siniflandirma,
metabolom profilleme, diferansiyel metabolitler, biyobelirte¢, Kisisellestirilmis tip.
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NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE BASED METABOLOMIC
PROFILING IN DIFFERENT TYPES OF LEUKEMIA

SUMMARY

Leukemia is the most common cancer in childhood with a frequency of %30 and has
a 3.2% incidence among all new cancer cases. Lymphoma in other respects differs in
tissue origin but may manifest with similar symptoms to leukemia. Disease
pathogenesis involves impairments that may belong to any maturation step of white
blood cells in bone marrow/ lymphoid organs. Metabolomics literature harbors various
works investigating whether defined biomarker molecules would be valuable for early
diagnosis-prognosis or monitoring treatment response in leukemia/ lymphoma
patients. In fact, these studies covering hundreds of metabolites offer great
opportunities for identifying affected pathways related to the biomarkers and submit
valuable information for individualized therapy options via multivariate statistical
analysis. Nuclear magnetic resonance (NMR) and mass spectrometry (MS) constitute
the two elemental instruments of metabolomics that precede each other in the
measurement of different molecules because of their innate characteristics and so
studies combining the two methods may cover the whole metabolite spectrum. NMR
has several advantages as having high reproducibility, allowing real-time quantitation
with only one internal standard for each run, long stability, and not requiring frequent
calibration procedures. However, MS has still wider applications in the field with its
high sensitivity allowing the detection of low-abundance molecules in mixtures, and
being able to define a proteomic-lipidomic profile with high accuracy makes it the first
choice in routine laboratories. The current dissertation study was designed to integrate
the two methods of analyzing common types of leukemia and lymphoma with a global
metabolomic profiling approach. In detail, serum and leukocyte isolate samples of
acute myeloid leukemia, chronic lymphocytic leukemia, and non-Hodgkin's
lymphoma patients (30 participant for each) were investigated on 1D, 2D *H NMR
and high-resolution MS platforms. For the metabolic profiling, quantitative *H NMR
(QNMR) and untargeted HR-MS methods were applied, and data were analyzed with
univariate-multivariate statistics to identify differential metabolites and pathways
(MetaboAnalyst, Tidymass). Metabolites identified in 1D experiments were confirmed
by 2D NMR analyses. Leukocyte isolates were studied on the HRMS platform under
equal conditions with serum samples, and metabolites that were significantly
expressed compared to controls were determined (TidyMass). According to the serum
NMR analysis; metabolites increased in the AML group compared to controls (VIP
score > 1) were recorded as methylguanidine, isobutyrate, glycine, 2-
hydroxyisobutyrate, glucose, urea, betaine, and those that decreased (VIP score > 2)
were pyroglutamate, 3-hydroxyisovalerate, alanine. The metabolites increased in the
CLL group (apart from common ones with AML) included creatinine-creatine
phosphate, tyrosine and phosphoethanolamine molecules. The fact that the molecules
increased in all groups are protein degradation products confirms the rapid protein
turnover observed in hematological malignancies. The decrease in fumarate and
acetate molecules with a VIP score greater than 2.5 also indicates the intense
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consumption of Krebs cycle intermediate components in proliferating leukoblasts, as
common differences in the CLL and NHL groups. In addition, the low serum carnitine
level (VIP score > 1), which is a specific difference in the NHL group, suggests that
the increased energy need in lymphoma patients is compensated by an increase in beta
oxidation. The receiver operating characteristic (ROC) analyzes including serum
NMR results showed area under the curve values greater than 0.98 for diagnostic
biomarker models with 10 top metabolites for AML, 3 for CLL, and 20 for NHL. In
pathway analyzes showing group-based variation; glutathione, glucogenic/ branched-
chain amino acid metabolism and choline oxidation ranked first in AML while Krebs
and urea cycle were prominent in the CLL and NHL groups. According to the serum
HRMS results, distinct polar lipids (fatty acids and phospholipids) were identified with
the help of highly sensitive methodology, and the unsaturated fatty acids that increased
significantly in the AML group were recorded as docosatrienoic with cis-13-
docozenoic acid (p=0.002 and 0.003, respectively, Tidymass). Serum HRMS results
also revealed that oleamide was significantly increased in the CLL group, and
glycerophosphocholine and pyroglutamate were found to be at low levels, confirming
the NMR results (p = 0.001 and 0.000, respectively, Tidymass). NHL serum HRMS
findings were similar to AML in terms of increased unsaturated fatty acids and to CLL
in terms of oleamide while decreased pyroglutamate levels were observed as CLL. In
HRMS analyzes performed on leukocyte isolates, fewer significant metabolites were
identified compared to serum as increased levels of spermine and long-chain fatty
acids (supporting the serum results) with low levels of coenzymes such as biotin that
were common in all groups. In conclusion, complementary use of NMR-MS
methodologies expanding the metabolite spectrum in both matrixes allowed
comprehensive profiling of leukemia patients. The current findings eliciting group-
based changes provide essential tips about pathogenetic mechanisms commonly
observed in distinct subclasses along with individual driving forces. In the perspective
of personalized medicine, identifying custom targets and monitoring aberrant changes
in affected individuals is of great importance and could only be possible by virtue of
using strengths of metabolomics tools as NMR and MS. Hence, this work also
contributed to the future construction of a workflow for hematological malignancy
inspection to be used in routine hospital laboratories in the metabolomics boom era.
Yet, emerging results need to be validated with wider cohorts and omics information
for each patient within the frame of personalized medicine approach.

Keywords: Hematologic malignancy, Chronic lymphocytic leukemia, Non-Hodgkin
lymphoma, Acute myeloid leukemia, Metabolomics, Nuclear magnetic resonance,
Mass  spectrometry,  Quadrupole-Orbitrap mass  spectrometers,  Phenotypic
stratification, Metabolome profiling, Differential metabolites, Biomarker discovery,
Personalized medicine.
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1. GIRIS ve AMAC

1.1. Hematolojik Maligniteler ve Metabolomiks Uygulamalari

Hematolojik maligniteler (HM) l6semi, lenfoma, multipl miyelom (MM) ve
miyelodisplastik sendrom (MDS) alt tiplerinden olusan ve yeni goriilen kanserlerin
yiizde 9.8’lik dilimini kapsayan oldukca kompleks ve heterojen bir grup antiteyi temsil
etmektedir (1). Hematolojik kanserlerin en sik goriilen alt tipleri sirasiyla 16semi, Non-
Hodgkin lenfoma (NHL), Hodgkin lenfoma (HL), MM, MDS ve miyeloproliferatif
neoplazmlardir (2). Lésemi ve lenfoma en genel anlamiyla beyaz kan hiicrelerinin
kemik iligindeki maturasyon bozuklugu olarak tanimlanmaktadir. Altta yatan etyolojik
faktor ise gogunlukla genetik predispozisyon ve/ veya epigenetik degisimlerdir (3).
Losemi, beyaz kan hiicrelerinde gorilen erken evre maturasyon problemleri ve kan
dolagimina ¢ikan ¢ok yiiksek miktarda beyaz kan hiicresini temsil ederken, lenfoma
grubu maligniteler lenfoid dokularin lokal tiimorii olarak kabul edilmektedir.
Semptomlar ve baslangi¢ yaslari benzer olabilse de, orijin dokunun farkli olusu ve
dolasimda bulunan aberan 16kosit miktarinin 1semi lehine olmast iki tlimoriin ayirt

edilmesinde fikir verebilmektedir (4).

Akut ve kronik losemi, tiim kanserlerin 3.2%’ sini olusturmakta ve 4 ana grupta
incelenmektedir; akut lenfositik 16semi (ALL), akut myelositik 16semi (AML), kronik
lenfositik 16semi (KLL) ve kronik myelositik 16semi (KML) (5). Tan1 semasi
morfolojik inceleme i¢cin kemik 1iligi aspirati analizi, flow sitometrik
immdinfenotipleme, sitogenetik (karyotipleme, fluoresan in situ hibridizasyon [FISH])
ve genetik analizi icermektedir (6, 7). Erken tan1 ve ayrintili molekiiler analizler,
sagkalimi ciddi oranda artirmakla beraber 6zellikle son yillarda gelistirilen hedefe

yonelik tedaviler bazi 16semi tiplerinde kiir saglayabilmektedir (8).

Lenfoma tiirli kanserler lenf nodu, timus, dalak ve kemik iligi gibi lenfosit
hiicrelerinden olusan dokulardan orijin alarak 16semiden farklilik gostermekte ve

Hodgkin (HL) ile Non-Hodgkin lenfoma (NHL) olarak iki ana grupta incelenmektedir.



Kompleks alt gruplar ise, timoriin koken aldig: hiicre serisi (B, T lenfosit/ natural
killer cell) ve belirli molekiiler anomaliler ile iliskili olarak tayin edilmektedir (9).
NHL ortalama baglangi¢ yas1 55 ve iizeri olan, erkeklerde daha yaygin olmak iizere
toplumda en sik goriilen (90%, tiim lenfomalar igerisinde) lenfoma grubudur (10). HL
ise ortalama baslangi¢ yasinin 39 olmasi, iist viicut lenf nod tutulumu (boyun, gogiis,
koltuk alt1) ve mikroskopta segilen tipik Reed-Steinberg hiicreleri ile NHL’dan
kolaylikla ayirt edilebilmektedir (11). Tiim kanserlerin 4%’{inii olusturan ve her yas
grubunda goriilebilen NHL, 5 yillik sagkalim oraninin evre 1 kanserde 83% olan
oranin evre 4’te 63%’e diismesiyle dikkat ¢ekmektedir (5). International Prognostic
Index’te yiiksek riskli hastalar1 belirleyen faktorler; ileri yas, evre 3-4 kanser, LDH
yiiksekligi, metastatik kanser dokusu varligi olarak belirlenmistir (12). Bu yonuyle
bahsedilen diger HM’ lerde oldugu gibi NHL icin de erken tan1 sagkalim ve prognozu
belirleyen en 6nemli etkendir.

HM tanis1 alan bireylerde tiim alt tipleri kapsayan anlamli sagkalim artist
kaydedilmesine ragmen (1) l6semi ve lenfomaya bagli 6lim oraninin giiniimiizde
halen tiim kanserlerin % 6 (kadin)-8 (erkek)’ lik dilimini kapsamasi, erken tan1 ve etkili
tedavinin 6nemini vurgulamaktadir (5). Ozellikle AML gibi konvansiyonel tedavilere
direngli hasta grubunun ytiksek siklikta rastlandig: alt tiplerde molekiiler analizlerle
bireysel profilleme ve etyolojiye yonelik hedef tedavileri gelistirilmesi biiylik 6nem
kazanmaktadir (13). Ote yandan oldukca heterojen genetik risk faktorleri icerebilen
ALL hastalarinda benzer sekilde gozlenen koétii prognoz ve mortalite (14), bu alt grupta
da yeni tani-tedavi arayislarina yol agmistir. En yiiksek sagkalima sahip KLL grubunda
dahi rutin klinik/ molekdler verilere ek incelenen genetik-epigenetik anomaliler ile alt

tiplendirilen hasta bireylerde tedavi basaris1 oldukga yiikselmektedir (15).

HM olusum siirecinde en 6nemli itici faktorler olarak belirli genetik predispozisyona
sahip bireylerde eksprese olan molekuler anomaliler ve kanser transformasyonuna yol
acan epigenetik regiilasyon sorumlu tutulmaktadir (16, 17). Bu noktada beyaz kan
hiicrelerine 6zgii c¢oklu matiirasyon basamaklar1 ile ortaya c¢ikan kompleks
organizasyonel yapinin mutasyon hassasiyeti olusturmasi ve diger serilere kiyasla
yiikksek turnover hizi ile (06zellikle graniilositleri kapsayacak sekilde (18))
karsinojenetik hiicre hatti takibinin zorlasmasi, 16komogenetik/ lenfomagenetik
stirecleri kolaylastirict rol oynamaktadir (19). Giincel ¢alismalarin HM” e 6zgii ¢esitli

genetik-epigenetik degisimleri ortaya koymasi ile patogenetik mekanizmalarin



aydinlatilmasinda biiyiik yol kat edilmekle beraber, benzer mutasyonel alt yapiya sahip
hastalarin farkli tanilar alarak birbiriyle uyumsuz klinik prezantasyona sahip olmalari

merak konusu olmustur (20).

Bahsedilen sekilde yiiksek heterojenite gosteren HM vakalarinda bireysel etyogenetik
prosesleri belirlemek ve hedefe yonelik tedavi segenekleri gelistirmek adina
‘kisiselestirilmis tip (precision medicine)’ yaklasiminin uygulanmasi klinik ¢ikti
acisindan degerli bulunmus ve artan sayida arastirmaci/ klinisyen tarafindan
benimsenmistir (21). Kisisellestirilmis tip yaklasimi ¢er¢evesinde uygulanan ‘omiks
teknolojileri’ sirastyla genom, transkriptom, proteom, metabolom gibi organizmanin
yapisal ve fonksiyonel kisimlarini biitiinciil olarak inceleyerek (22) fenotip-genotip
iligkisinin anlagilmasinda kompiitasyonel sistem biyolojisi modelleri sunmaktadir
(23). HM alt gruplarimi kapsayan ve yiiksek-¢iktili 'omik' metodolojilerini entegre eden
oldukg¢a giincel c¢alismalarda karsinojenetik mekanizmalar biitiinsel olarak
degerlendirilerek tiimér mikrogevresine dair dnemli bulgular kaydedilmis (24) ve yeni
terapotik hedefler belirlenmistir (25). Buna ek olarak, hematolojik kanserlere 6zgl
olarak benzer molekiiler anomalileri tasiyan vakalarda temel fenotipik farkliliklarin
sebebini ortaya koymak ve bireysel tedavi yaklagimlart gelistirmek adina bir non-
genomik omiks yaklagimi olan metabolomiks analizlerinin uygulanmasi, bahsedilen

problemlerin ¢oziimiinde biiyiik potansiyel tasimaktadir (26).

‘Dort biiytiik omik (27, 28)° teknolojilerinde son basamagi olusturan ve genomun
fonksiyonel islevini yiiriiten metabolomiks, kimyasal reaksiyonlar sonucu iiretilen ara
uriin veya drunler olan metabolitleri (<1500 Da) incelemektedir. Metabolomiks ile
incelenen metabolik slreglerin non-genomik yansimasi ve nihai fonksiyonu olan
metabolit iiretim/ yikim yolaklarindaki aktivasyon ya da yavaslama, bireylerde
etyolojik yolaklara ait degerli bilgiler sunarak yeni terap6tik hedefler olugturmaktadir
(29). Hiicresel metabolizmanin dinamik degisimi anlik profilleme gerceklestiren
caligmalarda karsilagilan onemli bir handikap olmakla beraber, anlamli metabolit
degisimleri bireylerdeki genetik-epigenetik maruziyet hakkinda degerli ipucu
verebilmektedir (30, 31). Metabolomiks uygulamalari tim viicut sivilarinda
gerceklestirilebilmekte ve erken tani-tedavi agisindan yOnlendirici bilgiler
saglayabilmektedir (32). Son yillarda diisik molekiiler agirlikli metabolitlerin
genotipik ekspresyon paternini yansitmalar1 yani sira ¢esitli molekiiler etkilesimler ve

sinyal yolaklar1 yardimi ile ger¢eklesen cevresel etkilerinden bahsedilmektedir (33).



Bu noktada ortaya ¢ikan ve ‘metabolit aktivite taramasi (MAS)’ olarak adlandirilan
giincel arastirma alani, downstream genomik {iriinleri inceleyen metabolomiks
verilerini diger sistem biyolojisi katmanlariyla (proteomiks ve transkriptomiks)
entegre ederek fenotipik degisime yol agan endojen metabolit gruplarini analiz
etmektedir (34). Dolayisiyla, hastalik veya saglikli hal kondisyonlarina ait global
metabolom isleyisi ve biyoaktif molekiil etkilesimlerinin aydinlatilarak etkili terapdtik
uygulamalar i¢in hedef molekiil/ yolaklar olusturulmasi tip uygulamalarinda biiyiik
onem arz etmektedir (35). 2000’li yillardan baslayarak giderek artan ve 2018’ de 1300
sayisina ulasan insan metabolomiks calismalarina ait yayin sayisi, bu alanda artan

popularitenin énemli gostergesi olarak kabul edilmektedir (36).

Metabolomiks teknolojisinin tip alanindaki giincel kullanimi metabolik yolaklarin
kompdtasyonel tahmininden (fluksomik) molekdllerin sinyal transdiksiyon etkilerini
inceleyen analizlere kadar genisletilmis olsa da (37), erken tan1 ve hastalarin fenotipik
siiflandirilmasi noktasinda biyobelirteg arastirmalari insan ¢alismalarinin merkezini
olusturmaktadir (38). Bu noktada hastaliga 6zgii biyobelirtegleri tanimlamada yiiksek-
¢iktili veriler sunan iki temel metabolomiks enstriimani niikleer manyetik rezonans
(NMR) ve kiitle spektrometrisi (MS), metodolojilerinden 6tiirii dogal olarak sahip
olduklar1 gelismis hassasiyet ve tekrarlanabilirlikleri ile kesifsel metabolomik
(heuristic metabolomics) uygulamalarinda en sik tercih edilen teknikler olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (39).

NMR, belirli atomlara ait yiiklii ¢ekirdeklerin elektromanyetik alanda magnet 6zelligi
gostermesi prensibinden yararlanarak molekiiler tanimlama yapan bir analitik kimya
teknigi olarak saf/ karisim ¢ozeltilerde 3 boyutlu yapi, formiil, fiziksel 6zellikler ve
konsantrasyon hakkinda ayrintili bilgi sunmaktadir (40). Tarihsel olarak ilag analizi,
polimer ve sentetik kimya arastirmalarinda siklikla molekiil yap: tayini amach
uygulanan NMR, ilk defa 1974’ te Wilson & Burlingame tarafindan gosterildigi iizere
ratlarda gergeklestirilen etanol metabolizmasi aragtirmasinda basarili sonug vermesi
(41) ile tip uygulamalarinda da dikkat ¢ekmis ve analitik kimyanin bir diger
vazgecilmez ensriimani olan MS yaninda yerini almistir. NMR teknolojisinin
biyobelirte¢ belirleme c¢aligmalarinda sagladigi  baslica avantajlar; yliksek
tekrarlanabilirlik ~ (reproducibility), internal-eksternal  kalibrasyon ihtiyaci
bulunmamasi, numune hazirliginda ekstraksiyon/ tiirevlendirme ihtiyacinin olmayis,

uygun isletim maliyeti ve uzun enstriimantal stabilitedir (36, 42). NMR



metodolojisinin modern tip uygulamalarindaki 6nemli katkilarinin basinda, tani
konamamig metabolik hastaliklara sahip bireylerin analizi sonrasinda literatiire
kazandirilan hastaliklar gelmektedir (43). Bunun yami sira tim patolojik
kondisyonlarda uygulanabilmek iizere viicut sivilarinin es zamanli metabolik profilini
ortaya koyabilmesi yoniiyle de kohort ¢calismalarda artan siklikta kullanilmaktadir (44,
45). Bu galismalarda ¢ok-yonlu istatistiksel analizlerle belirlenen metabolitler grup
ayrimindaki potansiyellerine gore skorlanarak biyobelirte¢ adayi olarak tayin
edilmekte ve iligkili olduklar1 yolaklar etyoloji ve terapotik hedef acisindan
incelenmektedir (46).

Losemi/ lenfoma grubu hastaliklarda NMR tabanli metabolomik calismalar 2000’li
yillardan itibaren hiz kazanmis ve alt gruplara ait c¢esitli tanisal ve prognostik
biyobelirtegler tanimlanmistir. Bu patolojileri kapsayan hiicre kiiltiirii ¢aligsmalarinda
hlcre diizeyinde molekiiler degisimler kaydedilirken (47, 48), viicut siv1 analizlerinde
artan sayida arastirma ile global metabolik profilleme gergeklestirilmektedir (49). Bu
calismalarin bir kisminda ¢esitli metabolitlerin kanser alt tipleri veya sitogenetik
yapilarla iliskili oldugu ortaya konmustur (50-52). Ornegin leptomeningeal metastatik
B-hiicreli NHL’ya sahip bireylerin beyin-omurilik sivisi ve serum NMR analizinde
metastatik olmayan tumdére sahip bireylere goére glisin, alanin, pirlivat, karnitin,
asetilkarnitin ve fenilalanin diizeyleri grup ayirict metabolitler olarak tanimlanmus,
NMR’ 1n non-invaziv bir metot olarak tan1 ve tedaviye cevapta komplementer
kullanimi onerilmistir (53). 183 AML hastast ve 232 kontrol bireyi igeren bir bagka
calismada, serum NMR metabonom analizi ile glikoliz, glukoneogenez, Krebs
dongiisii, protein ve lipoprotein sentezi, yag asidi metabolizmasina ait yolaklarda
gruplar1 belirgin bigimde ayirabilen ve ayn1 zamanda sitogenetik risk ile korele olarak
degisen metabolit gruplari raporlanmistir (54). NHL ve HL hastalarini igeren bir
kohort analizde ise, otolog hematopoetik hiicre transplantasyonu 6ncesi periferal kok
hiicrelerde NMR analizi gerceklestirilmis, tedavi sonrasi terapiye bagli AML (t-AML)
gelisen hastalardaki mitokondriyal disfonksiyonun NMR analizi ile kestirilebildigi
gosterilmistir (55). Son olarak, 2018 yilinda gergeklestirilen ve g¢alismamiz ile
benzerlik gosteren bir NMR ¢alismasinda AML, NHL, KLL ve kontrol bireylerde
serum kalitatif analizi ile onemli bulunan grup ayirict metabolitlerden yararlanilarak
kompleks hastalik alt modelleri olusturulmustur (56). Bu sekilde ¢ogaltilabilecek

ornekler, NMR teknolojisinin ilgili patolojilerde es zamanli dl¢limlenen ve anlamli



bulunan ylizlerce metabolitin yolak analizleri ile biyobelirte¢ belirleme ve erken tanida

yol gosterici olma potansiyeli hakkinda fikir vermektedir.

Elektromanyetik alanda yiklii partikiilerin hareketine dayali bir 6l¢lim prensibine
sahip olan analitik kimyanin bir diger kanonik metodu MS ise giiniimiizde gelismis
iyonizasyon teknikleri ile binlerce molekuliin yiksek sensitivite ve spesifite ile
kantitasyonuna olanak saglamaktadir (57). MS rutin pratikte dzellikle peptit dizilimi,
lipidomiks, posttranslasyonel modifikasyon, ila¢ dizeyi ve polimer tayini gibi
analizlerdeki basarisi ile siklikla tercih edilen bir metot haline gelmistir (58). Buna
ornek olarak serum steroit hormonlarinin kantitasyonunda sagladigi pg diizeydeki
duyarlilik ve yiiksek spesifite ile MS metodolojisinin ylikselisi, rutin

laboratuvarlardaki immiinassay otoanalizorlerin bitis ¢ag1 olarak nitelendirilmektedir

(59).

Losemi/ lenfoma hastalarina ait MS analizlerinde one ¢ikan c¢alismalar siklikla
antilosemik ajanlarin art¢1 metabolitlerinin farmakokinetik takibini icermektedir (60-
63). Ayrica 2021 yilina ait bir derleme ¢alisma l6semi alt tiplerinin siniflandirmasinda,
biyobelirteg ve hiicre yiizey belirtegleri tanimlamada, minimal rezidii hastalik
takibinde, proteomik ekspresyon degisimleri tespitinde MS’in konvansiyonel tanisal
testlere yardimci analiz teknigi olarak kullanimini onermistir (64). Merkezi sinir
sistemi lenfomalarinda da 1lgili protein biyobelirtecler tanimlanmis ve mutasyonlara

bagli aktive-deaktive olan proteinlerin varligi tespit edilebilmistir (65).

Metabolomiks yaklasimi ile elde edilen 16semi/ lenfoma patogenezine ait bilgiler en
temelde, rekurrren genetik anomalilere sahip klonlarda metabolik yeniden programa ile
proliferasyon ve yasam devamliligi i¢in gerekli artan enerji ve kompleks molekiil
uretimine yonelik yolak aktivasyonuna isaret etmektedir (66). Artan bazal glukoz
uptake’ i ile aerobik glikoliz yolag1 en ¢ok dne ¢ikan degisim olmakla beraber, kanser
hiicrelerinin transformasyonunda Warburg etkisinden 6te bir¢ok farkli metabolik etki
gozlenmektedir (67). Ornegin AML’de farkl: sitogenetik gruplar i¢in degisen sekilde
etkilenen yolaklar; glukoz, amino asit, lipid ve sterol metabolizmasi ile oksidatif
fosforilasyon-mitokondriyal metabolizma olarak kaydedilmistir (67). AML
metabolizmasinda glutamin mevcudiyetinin mTORCHI1 aktivasyonu i¢in hiz
kisitlayict basamak oldugu ve tedavi basarisinin (L-asparaginase) glutaminaz

aktivitesi ile iligkisi gosterilmistir (68). Ayrica artan proliferasyon ve biyokiitleye bagh



de novo lipid biyosentezi aktive olmakta, iliskili yolaklardaki enzimleri hedef alan
tedaviler AML hicrelerinde apoptozu uyarabilmektedir (69). Bunlara ek olarak
oksijen varliginda dahi glikolitik yolaklarin aktivasyonu oOnceleri mitokondriyal
disfonksiyonu diistindiirse de (70), bir¢cok ¢alisma ile kanitlanan sekilde kanser
hiicrelerinde yasam devamliliginda oksidatif fosforilasyon ve mitokondrinin

vazgegilmez oldugu bilinmektedir (71).

1.2. Tezin Amaci

Calismaya ait detaylandirilmis temel amaglar su sekildedir:

1. AML, KLL ve NHL malignitelerinde yiiksek klinik heterojenite ile prezente
olan fenotiplerin ayirt edilmesi, karyotipik alt tipler ile belirli metabolitlerin
iliskisinin saptanmasi ve patogenetik siireclere ait bilgi edinilmesi ile literatiire

katkida bulunulmasi,

2. Yeni nesil tedavi gelistirilmesine yardimci olacak metabolik yolaklarin
aydinlatilmasinda kanser hiicrelerine ait metabolizmal kimligin, diger anlamda
fenotipik fonksiyonun sistemsel biyolojinin son basamagini olusturan

metabolomiks yaklasimi ile ortaya konmasi,

3. Kolay uygulanabilir bir ¢alisma akis1 ile gerekli donanima sahip tani/ arastirma
laboratuvarlarinin gelecekte rutin kullanima entegre edilmesi muhtemel
metabolomiks yontemlerini envanterlerine eklemelerinin tesvik edilmesi ve

calisma protokolleri agisindan 6rnek olunmasidir.
Calismaya ait temel hedefler ise:

1. Yiksek-¢iktili, giincel ve gelismis non-genomik teknolojilerden metabolomiks
yaklasimi yardimiyla literatiirde bir ilk olarak serum ve lokosit izolatlarini es

zamanli inceleyen metabolik profilleme calismasinin gerceklestirilmesi,

2. Metabolomiksin en Oonemli iki enstriimani olan ve Ozellikleri acisindan
birbirini tamamlayici nitelikteki NMR ve MS metotlarinin kombine edilerek;
hasta orneklerinde incelenen analit spektrumunun genisletilmesi ve her iki

platformda validasyon ile gtivenilir sonuglara ulasilmasi olarak belirlenmistir.



Caligsmada lokosit kanser hiicrelerinin metabolik disfonksiyonlarini ortaya ¢ikarmay1
hedeflerken, tiimor patogenez ve ilerlemesinde vazgegilmez role sahip oldugu
belirlenmis ana biyokimyasal gruplara ait molekiillerin (karbonhidrat, lipid, amino
asit, ara metaboliter) ayrintili sekilde inceleme yolu secilmistir. Benzer 6rneklemi
kapsayan (NHL, AML, KLL) bir 2018 c¢alismasinda serum 'H NMR analizi
gerceklestirilmis olup (72), giincel calismanm 'H NMR yan1 sira LC-MS analizini
kapsamasi ve NMR metodolojisinin serum haricinde tiimor karakteristigini yansitan
l6kosit izolatlarinda da uygulanmis olmasi proje tasarimini O6zgiin kilan ana

faktorlerdir.

1.3. Hipotez

Giincel c¢alismanin baslangici, viicut sivilarinda gerceklestirilecek metabolik
profilleme yaklasiminin HM hastalarinda gozlenen yiiksek klinik heterojenitenin
aydinlatilmasinda degerli veriler sunacagi ve bu yolla hastalarin fenotipik
simiflandirilmasinin gerceklestirilebilecegi diislincesine dayanmaktadir. Bu noktada
olusturulan hipotez, kompleks klinik prezentasyona sahip Idsemi/ lenfoma
hastalarinda metabolomiks enstriimanlarindan elde edilecek veriler ile (bireysel
metabolik farkliliklara ait) genomik profil tabanli terapotik ajanlarin hedef alacagi yeni
molekiiller ortaya konabilecegi ve bu sekilde hastalarin sagkalim siiresi/ hayat

kalitesinin artirilmasina katki saglanabilecegidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Calismada Yer Alan Hematolojik Maligniteler

2.1.1. Akut myelositik 16semi
Akut 16semi tablosu, kemik iliginde anormal prekiirsdr (immatiir) hiicrelerin 20% oranini
asmast durumunda ortaya ¢cikmakta ve temelde lenfoid/ myeloid seriye ait hiicrelerin genetik
mutasyon, gen ekspresyon anomalisi, haberci RNA (mRNA) degisimleri gibi etkenlerle

maturasyon basamaklarini tamamlayamamasina dayanmaktadir (73).

Hastalarin  ¢ogu tarihsel anlamda kabul goéren French-American-British (FAB)
smiflandirmasina gore morfolojik olarak 8 alt tipte (74) ve etyolojik kokenin gz oniine alindigi
Diinya Saglik Orgiitii 2016 siniflamasinda ise 6 alt grupta incelenmektedir (75, 76). Fakat
giiniimiizde hassas molekiiler metotlarin gelisimiyle hastalar FAB siniflamasinda oldugu gibi
hiicre morfolojilerinin yani sira tasidiklar1 klon/ subklon diizeyinde translokasyon/ kiiciik

mutasyonlarin sofistike tespiti yapilarak tedavi agisindan degerlendirilmektedir (74).

AML’de ortaya konan heterojen yapilarin sebebi (77), birgok farkli hiicre popiilasyonundan
koken alabilmesi ve farkli maturasyon basamaklarindaki bloklara bagli gelisebilmesidir (74,
78). FAB siniflandirmasinda ayni gruba dahil hastalarda dahi farkli gen ekspresyon paternleri
gosterildiginden (79, 80), 6zellikle kemosensitif bireylerde ayrintili genetik inceleme sonucu

tedavi karariin verilmesi gerekliligi vurgulanmustir (81).

2.1.1.1. Epidemiyoloji

Myeloid seri hiicrelerden koken alan alt tip AML, yetiskinlerin en sik akut 16semi tablosu

olarak ayni zamanda 16semiye bagl 6liimlerin en sik sebebini olusturmaktadir (13, 82).

2.1.1.2. Klinik ve tam



Aberan ve kontrolsiiz cogalan hiicreler periferik kan dolagimina salindiginda hastaligin tipik
belirtileri olan yiiksek ates, terleme, titreme ve agiklanamayan kilo kaybi goriilmektedir.
Kemik iligindeki kontrolsiiz ¢ogalmaya bagli eritrosit ve trombosit seride yetersiz tretim (ve

baskilanma) gergekleserek anemi, halsizlik, kanama diyatezi ortaya ¢ikmaktadir (83).

Hastalarda stipheli klinik bulgu ve kan saymmi sonuclart varliginda kesin tani, kemik iligi
aspirasyon/ biyopsi Orneklerinde yapilacak mikroskopik inceleme ile konmaktadir. AML
hastalarinda kemik iliginde oran1 %20’yi asan tipik 16semik blast hiicreleri gozlenmektedir.
Prognoz ve tedavi se¢iminde kemik iligi biyopsisi haricinde istenebilecek ek testler ise;
immunfenotipleme (flow sitometri) ve sitogenetik analiz ile gen ekspresyon profilleme/
mikroarray analizlerini icermektedir (84). Bezmialem Universitesi Merkez Rutin
Laboratuvarinda ilk defa AML tanis1 alan hastalar icin incelenen yiizey belirtegleri: CD 13,

CD14, CD15, CD 64, CD3, CDS5, CD34, CD19, CD10, CD45, CD117, CD33 seklindedir.

2.1.13. AML patogenezi ile iliskili biyobelirte¢ calismalar

AML hastalarinda panel halinde incelenen en gii¢lii molekiiler belirte¢ler TP53, FLT3,
NPM1, CEBPA, KIT, RUNXI1, IDH1, ve IDH2 mutasyonlarini kapsamaktadir (85). Ayrica
FAB smiflamasindaki her bir alt tipe iliskin anormal genetik/epigenetik allelik yapilar
belirlenmistir (78). Kemik iliginde blast sayisinin %10-19 arasinda gozlendigi
miyelodisplastik sendrom (MDS)/ AML tablosunda ise kotii prognozla iligkili genetik
degisimler cesitli sitogenetik anomaliler veya gen mutasyonlari

(ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, ve ZRSR?2) olarak
kaydedilmistir. European Leukemia Net (ELN) platformunca 2010 ve 2017 yillarinda ortaya
konan AML tani ve hastalik yonetimi rehberi, yeni molekiiler belirteclerin kesfi ve genomik
tan1 yontemlerinin gelismesi ile 2022 yilinda genetik risk kategorilendirmesi agisindan revize
edilmistir (86). Risk degerlendirmesi buna gore 3 ana grup seklinde (iyi, orta, kotii) molekiiler

ve sitogenetik anomalilerin tespitiyle gergeklestirilmektedir.
2.1.1.4. Calismada yer alan AML hastalarinin siniflandirilmasi

Calismada yer alan AML hastalarinin 2022 ELN risk kategorilerine gére dagilimi, Bezmialem
Vakif Universitesi Hastanesi Tibbi Genetik Anabilim Dali tarafinca paylasilan karyotip
(konvansiyonel sitogenetik) ve FISH analiz sonuglari (Tablo 2.1) ile belirlenmistir (Tablo 2.2).
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Tablo 2.1 Calismada yer alan AML hastalarina (n=30) ait sitogenetik ve molekiiler genetik skorlama.

AML- FISH Vaka Oram  Karyotip Vaka Oram
Genetik

Siniflamasi

Skor 0 t(15;17)(q22;921) negatif = % 60 (n=18)  normal % 43 (n=13)
Skor 1 t(15;17)(922;921) pozitif % 3 (n=1) anormal % 20 (n=6)
Bilinmeyen - % 37 (n=11) - % 37 (n=11)

Tablo 2.2. Calismada yer alan AML hastalarinin 2022 ELN risk kategorilerine gore dagilimi (n=30).
APL: Akut Promyelositik Lésemi.

AML- 2022 ELN Vaka oram Genetik Anomali
Risk Kategorisi

Iyi (favorable) % 46
% 3 (n=1) t(8;21)(q22;922.1)/RUNX1::RUNX1T1

- inv(16)(p13.1g22) veya
t(16;16)(p13.1;922)/CBFB::MYH11

NPM1 mutasyonu (FLT3-ITD harici)

CEBPA geni bZIP bolgesinde gerceve kaymast mutasyonu

% 43 (n=13) (frameshift)

FISH ve karyotip analizleri normal

Orta % 7

(intermediate) e .
- FLT3-ITD mutasyonu esliginde NPM1 mutasyonel/ vahsi

tip
£(9;11)(p21.3;q23.3)/MLLT3::KMT2A

% 7 (n=2)
Tyi veya kétii olarak simflandirilamayan molekiiler/
sitogenetik anomaliler
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AML- 2022 ELN Vaka oram G

Risk Kategorisi

Kot
(adverse)

APL

Bilinmeyen

%7

% 7 (n=2)

% 3 (n=1)

% 37 (n=11)

enetik Anomali

1(6;9)(p23;934.1)/DEK::NUP214
t(v;11923.3)/KMT2A-yeniden diizenlenmis (rearranged)
t(9;22)(q34.1;911.2)/BCR::ABL1
t1(8;16)(p11;p13)/KAT6A::CREBBP

inv(3)(g21.3g26.2) veya t(3;3)(q21.3;026.2)/GATAZ,
MECOM(EVI1)

t(3926.2;v)/MECOM(EVI1)- yeniden diizenlenmis
(rearranged)

=5 or del(5q); —7; —17/abn(17p)
Kompleks veya monozomal karyotip
MDS-iligkili gen mutasyonlar1

TP53 mutasyonu

t(15;17)(q22;G21), PML-RARA

FISH ve karyotip sonucuna ulasilamayan bireyler

Calismamizda yer alan Bezmialem Vakif Universitesi Hastanesi Hematoloji Bilim Dali
tarafindan tan1 konan AML hastalarinin morfolojik French-American-British (FAB)
siiflamasi (74) ise asagidaki tabloda 6zetlenmistir:

Tablo 2.3 Calismada yer alan AML hastalarinin FAB alt tiplerine gore dagilimi (n=30).

AML-FAB Alt Tipi

MO
M1
M2
M3

M4
M5
M6
M7

Vaka oram
% 7 (n=2)
% 27 (n=8)
% 7 (n=2)

% 33
(n=10)

% 3 (n=1)
% 23 (n=7)

Atipik Hicre Morfolojisine Gore
Minimal diferansiye AML
Az diferansiye (maturasyonun olmadigi) AML
Maturasyonun oldugu AML

Promyelositik 16semi

Myelomonositik 16semi
Monositik 16semi
Eritroldosemi

Megakaryositik 16semi
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2.1.2. Non-Hodgkin lenfoma

Non-Hodgkin lenfoma, lenfoid dokulardaki matur lenfositlerden koken alan ve tim
lenfomalarin %90°1n1 olusturan bir HM olarak 30’dan fazla alt tiirii ile oldukga heterojen bir
grup hastalig1 kapsamaktadir (87). Alt gruplar tiimoriin kdken aldigi hiicre serisi (B, T
lenfosit/ dogal 6ldiiriicii hiicre) ve ¢esitli molekiiler anomaliler ile iligkili olarak

belirlenmektedir (9).

2.1.2.1. Epidemiyoloji

NHL, erkeklerde daha yaygin olmak iizere toplumda ¢ok daha sik goriilmekte ve tani
genellikle 55 yas ve iizerinde konulmaktadir (10). Tiim kanserlerin 4% iinii olusturan ve her
yas grubunda goriilebilen NHL, 5 yillik sagkalim oraninin evre 1 kanserde 83% iken evre 4’te
63%’e diigmesiyle dikkat cekmektedir (5). 45 yas alt1 tan1 alan bireylerde ise bu oran %84.7
olarak kaydedilmistir.

2.1.2.2. Klinik ve tam

NHL hastalarinda klinik, %60°lik oran ile daha sik gézlenen hizli (yiiksek-dereceli) ve yavas
(indolan, diisiik-dereceli) seyirli formlar olarak incelenmektedir (88). Oldukca farkli klinik ve
prognoza sahip hastalik gruplarmi barindiran NHL igin Diinya Saglik Orgiitii’niin 2016
yilinda revize ettigi siniflama, lenfositin koken aldig1 hiicre grubuna gore matiir B veya T-
dogal oldiirticii hiicre kdkenli olarak 2 ana grupta; histolojik biiylime paterni goz dniine
alindiginda ise nodiiler veya diffiiz hiicreli lenfoma olarak belirlenmistir (88). En sik goriilen
hizli seyirli klinige sahip B-hticreli gruplar difftiz buytik B-hiicreli ve mantle hicreli lenfoma
iken; yavas formlar folikiiler, marjinal zon (splenik, nodal, ekstranodal) ile kiigiik-huicreli
lenfositik lenfoma (SLL) alt tiplerini kapsamaktadir.

Hastalarda NHL agisindan ileri tetkik gerektiren en sik semptom bir veya birden fazla lenf
nodunda agrisiz sisliktir. B-semptomlar1 varlig (gece terlemesi, ates, 6 ay i¢inde %10’dan
fazla kilo kayb1) ise agresif formlarda gézlenen kotii prognoz ile iligkilidir (89). Bunlarin
disinda halsizlik, kilo kaybi, ates gibi yaygin semptomlarla da hastaneye bagvurabilen
bireylerde kesin tani, lenf nodu biyopsi 6rneginde yapilacak mikroskopik inceleme ile
konmaktadir. Bezmialem Universitesi Merkez Rutin Laboratuvarinda ilk defa NHL tanisi alan
hastalar i¢in incelenen yiizey belirtegleri KLL’ ye benzerdir: CD5, CD10, CCD23, CD3,
CD34, CD19, CD20, CD43, Lambda-Kappa orani (klonalite arastirmasi). Tan1 ve
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tiplendirmede istenebilecek ek testler; immunfenotipleme (flow sitometri), sitogenetik analiz
ile gen ekspresyon profilleme/ mikroarray analizini icermektedir (90).

2.1.2.3. NHL patogenezi ile iliskili biyobelirte¢ calismalari

Mekanistik calismalar NHL patogenezinde anormal genetik degisim, epigenetik regiilasyon
bozuklugu, farklilasmadan sorumlu yolaklarda aberan aktivasyon ile spesifik tiimor-
mikrogevre etkilesimleri ortaya koymustur (91, 92). NHL vakalarinin biiyiik gogunlugunda
translokasyon, kopya sayis1 anomalileri ve nokta mutasyonu gibi genetik degisimler,
onkojenik sinyal yolak aktivasyonu yapmaktadir (93). Genellikle kotii prognoz ile iliskili bu
degisimler, en sik agresif lenfoma tipleri olan diffiiz biyiik B hucreli (DLBCL) ve mantle
hicreli lenfoma (MHL) hastalar i¢in asagidaki genlerde kaydedilmistir:

-DLBCL igin; BCL-2, BCL-6, CARD11, CD79A-B, EZH2, MYC, MYD88, NOTCH1-2,
TNFAIP3, TCF4, SPIB, CIITA (91, 94),

-MCL i¢in; ATM, CCND1, P53, NOTCH1, ,BIRC3, MEF2B (93, 95).

Indolan seyirli grubun en sik gériilen tipi olan folikiiler lenfoma ile iliski degisimler ise:

- Folikuler lenfoma igin: BCL2, CREBBP, EZH2, KMT2D, SOCS1, STAT6, MEF2B,
PAPOLG, REL, MYC, TP53, TNFAIP3 genlerinde tespit edilmistir (91, 93).

Ayrica bahsedilen genlerdeki metilasyon, histon modifikasyonu ve kodlamayan RNA
ekspresyonu (96) gibi mekanizmalarla gergeklesen epigenetik degisimler de gesitli

lenfomagenez siireclerinden sorumlu tutulmustur (97).

NHL Uluslararas1 Prognostik Indeksinde (NHL-IPI) yiiksek riskli hastalar1 belirleyen faktérler
ise; cinsiyet (erkek), ileri yas, Lugano siiflandirmasi evre 3-4 kanser (98), LDH yiiksekligi, B-
semptom ile metastatik kanser dokusu varlig1 olarak belirlenmistir (12). Bu yonuyle bahsedilen
diger malignitelerde oldugu gibi NHL i¢in de erken tani, sagkalim ve prognozu belirleyen en

onemli etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
2.1.2.4. Calismada yer alan NHL hastalarinin siniflandirilmasi

Giincel ¢aligmada toplumda sik goriilen alt tiplere yer verildiginden, lenfoma grubu olarak
klinik basvurularinin %90’1indan fazlasini olusturan matiir B-hiicreli NHL hastalar1 se¢ilmistir.
NHL hastalarinin IPI risk gruplarina gore dagilimi klinik, radyolojik ve biyokimyasal
evrelendirme ile belirlenen risk faktorii sayilarina gore olusturulmustur (Tablo 2.4). Bezmialem
Vakif Universitesi Hastanesi Tibbi Genetik Anabilim Dali tarafinca paylasilan karyotip

(konvansiyonel sitogenetik) ve FISH analiz sonuglar1 ise Tablo 2.5 Te goriilmektedir.
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Tablo 2.4 Calismadaki farkli Uluslararas1 Prognostik indeks (NHL-IPI) kategorilerine ait hasta
dagilimi (n=30).

NHL-IPI kategorisi Vaka orani Klinik Cikt1
Diisiik risk (1 risk faktorii) % 23 (n=7) Tedavisiz izlem
Diisiik-orta risk (2 risk % 47 (n=14) Semptomatik olana kadar tedavisiz izlem
faktori)
Y liksek-orta risk (3 risk % 13 (n=4) Kombinasyonel kemoterapi tedavisi
faktori) (asemptomatik harici)
Yiksek-risk (4 veya fazlarisk % 17 (n=5) Kemoterapi yerine hedefleyici ajanlar veya
faktor() klinik ¢alisma agamasindaki tedaviler

Tablo 2.5 Calismada yer alan NHL hastalarina (n=30) ait sitogenetik ve molekiiler genetik skorlama.

NHL-Genetik  FISH Vaka Oram Karyotip  Vaka Oram
Smiflamasi

Skor 0 17p13 delesyon negatif % 44 (n=13) normal % 33 (n=10)
Skor 1 17p13 delesyon pozitif % 3 (n=1) anormal % 17 (n=5)
Skor 2 13914 delesyon pozitif % 3 (n=1)

Bilinmeyen - % 50 (n=15) - % 50 (n=15)

Calismada yer alan ve Bezmialem Vakif Universitesi Hastanesi Hematoloji Bilim Dali
tarafindan tan1 konan B-hiicreli NHL hastalarina ait Lugano klinik evrelemesi ise asagidaki

sekildedir:

Tablo 2.6 Lugano simiflamasina gére NHL hasta dagilimi (n=30). Biitiin evreler i¢in A: B semptomlar1

(ates, terleme, %10’dan fazla kilo kayb1) yok, B: B semptomlart mevcut, E: ekstranodal tutulum.
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NHL-Lugano Vaka orani Klinik

Siniflandirmasi

Smirh  (non-bulky)-

Evre 1ve 2
Evre 1 % 46 Tek lenfoid alan/ tek ekstranodal bolge tutulum
A % 43 (n=13)
B % 3 (n=1)
E -
Evre 2 % 13 Diyaframin ayni1 tarafinda 2 veya fazla lenf nodu
A % 13 (n=4) tutulumu/tek ekstranodal bolge ve birden fazla komsu
lenfoid alan tutulumu
B -
E -

ileri (advanced)-

Evre 3ve 4

Evre 3 % 14 Diyaframin farkli taraflarinda 2 veya fazla lenf nodu

A i tutulumu/ dalak ve diyafram stl birden fazla lenfoid
alan tutulumu

B % 7 (n=2)

E % 7 (n=2)

Evre 4 % 27 Lenf nodu tutulumu bakilmaksizin difiiz kemik iligi,

A i karaciger veya akciger tutulumu

B % 7 (n=2)

E % 20 (n=6)
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2.1.3. Kronik lenfositik l0semi

Kronik lenfositer lenfoma, yetigkinlikte goriilen en sik 19semi tiirii olarak kemik iligi, lenfoid
dokular (siklikla dalak) ve kanda matiir lenfositoz varligi ile karakterize bir klinik tablodur.
Koken aldigi hiicre agisindan B hiicreli NHL ile ayn1 olmakla beraber, periferik kanda
>5.000/ mm? monoklonal B lenfositoz varligi KLL ayirici tanisinda belirleyici rol
oynamaktadir. Agresif seyretmeyen indolan NHL alt grubunda yer alan kiiglk lenfositik
lenfoma (small lymphocytic lymphoma-SLL), KLL ile birlikte olgun “B” hiicreli neoplaziler

arasinda yer almakta ve ayni hastaligin farkl iki klinik tablosunu ifade etmektedir (99).

Patogenez, kemik iligine ait B, T veya dogal dldiirticti kok hiicre serisinde proliferasyon ile
apoptozis diizenlenmesinde gorev alan genlerde kazanilmig (acquired) bir/ ¢oklu mutasyon
sonucu ortaya ¢ikmaktadir. 2 tipi mevcut olup, vakalarin %95’ ten fazlasinda B-Hicreli KLL
ve %1’ inde T-Hucreli KLL g6zlenmektedir (100). KLL ile iliskili antitelerden yine nadir
gozlenen bir ara form olan Prolenfositik Losemi, B veya T hiicre serisinde gozlenebilmekte ve
KLL’ deki kii¢lik matiir lenfositler ile akut lenfositik 16semideki immatiir, genis lenfositlerin

karisimindan olusmaktadir.
2.1.3.1. Epidemiyoloji

Yetigkinlikte (ortanca yas 70) yillik 100.000°de 4.9 insidans ile en sik goriilen 16semi tipi olan
KLL (99); 2023 verilerine gore yillik goriilen yeni 16semi vakalarinin %31,4” {inii, [6semiye

bagli 6limlerin ise %18,9’ unu olusturmaktadir (101).

2.1.3.2. Klinik ve tani

Losemi hiicreleri saglikli lenfositlere gore daha uzun canli kaldigindan; kan, kemik iligi ve
dalaktaki birikim diger hiicrelerin fonksiyonlarini etkileyerek anemi, enfeksiyon ve kanama
yatkinlig gibi tipik 16semi semptomlarina yol agmaktadir. Farklilasma kusuru gozlenen B
lenfosit KLL hiicrelerinde etkili antikor iiretimi olmadig1 ve diger saglikli hiicrelerin de
tiretim fonksiyonu etkilendiginden, hastalarda derkantitatif immanglobulin testiyle ortaya
konan diisiik antikor diizeyleri gézlenmektedir (G, A ve M tipi antikorlar) (102).

B-hiicreli KLL, klinik olarak daha sik gbzlenen yavas ve hizli seyreden formlar olarak
incelenmektedir. Indolan seyreden fakat kiir saglanamayan KLL, asemptomatik olabilmekle
beraber prolenfositik 16semi veya blylk B-hicreli lenfomaya transforme olabilmektedir
(Richter sendromu) (103). Asemptomatik bireylerde tedaviye hemen baslamazken,

semptomatik vakalarda acil tedavi protokolii uygulanmaktadir.
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Halsizlik, kilo kaybi, ates gibi yaygin semptomlarla hastaneye bagvuran bireylerde tani kan
hiicre sayimi ve ileri tetkiklerle konmaktadir. Lenfositoz saptanan hastalar ileri tetkik
acisindan dncelikle immiinfenotipleme (flow-sitometrik analiz) ve sonrasinda kemik iligi
analizi yonlnden incelenmektedirler. Flow-sitometri testi sonucu mikrolitre basina 5000 veya
daha fazla anormal B hiicre ile tipik hiicre yiizeyi belirtegleri varliginda KLL tanisi
konmaktadir (104). Bezmialem Universitesi Merkez Rutin Laboratuvarinda KLL tanis1 alan
hastalar i¢in incelenen yiizey belirtecleri su sekildedir: CDS5, CD10, CCD23, CD3, CD34,
CD19, CD20, CD43, Lambda-Kappa orani (klonalite arastirmasi). KLL’ye ait ayirt edici
pozitif belirtegler; CD5, CD19, CD20 (zayif ekspresyon), CD23 ve CD43 iken; negatif
belirteg ise CD10 seklindedir.

2.1.3.3. KLL patogenezi ile iliskili biyobelirte¢ calismalar:

KLL tanis1 konan bireylerdeki klinik seyir olduk¢a heterojen seyretmektedir. Bunun en
onemli sebebi, patogenezdeki molekiiler mekanizmalarin genomik (105) ve non-genomik
yaklagimlarla (106) ortaya kondugu sekilde biiyiik oranda farklilik géstermesidir. En yiiksek
sagkalima sahip hematolojik malignite olmasina ragmen (101) giiniimiizde KLL hastalarinin
barindirdig1 genetik ve epigenetik anomalilere gore alt tiplendirilmesi tedavi yaklagimlari
acisindan hala biiylik 6nem tasimaktadir (15). Uygun tedavi segenegi ve prognoz belirlemede
incelenen rutin belirtegler cogunlukla spesifik mutasyon ve karyortipleme analizleri ile ortaya
konmaktadir. Vakalarin yaklasik %80°1 anormal karyotipe sahiptir, hastalarin %20’sinde
trizomi 12 (tek basina orta risk) ve %50’sinde 13q14 delesyonu rapor edilmistir (103). Son
yillarda KLL progresyonu ve tedavisi agisindan incelenen belirtecler asagidaki sekilde

Ozetlenebilmektedir (107):

-Tam kan sayiminda 1 yilda iki kat artan lenfosit sayimu (ytiksek risk),

-Serum belirtecleri (beta-2 mikroglobulin, laktat dehidrojenaz yiiksekligi hastaligin ileri
progresyonu/ artan hiicre sayisi ile iliskili olarak),

-DNA sekanslama ile en gii¢lii prognoz belirteci olan (iyi prognozla iliskili) immiinglobulin
agir zincir degisken bolgesi (IgVH) ve NOTCHI, SF3B1, TP53 gen mutasyonel durumu
(kotii prognozla iliskili),

- Floresans in situ hibridizasyon (FISH, %80 hastada kromozom 11, 12, 13 ve 17 ye ait
anormal bulgu) veya sitogenetik analiz (karyotipleme; del(13)-diisiik risk, del(11)-yuksek

risk, del(17p)-yiiksek risk ve kemoterapi rezistansi) ,
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-Yiizey protein belirtegleri (yliksek riskle iligki olarak zeta-chain-associated protein kinase 70
(ZAP-70), CD38, CD49d pozitifligi).

2.1.3.4. Calismada yer alan KLL hastalarinin siniflandirilmasi

Calismada yer alan KLL vakalarmin tiimi, erigskinlerin en sik 16semi tablosu olan B-hiicreli
KLL alt tipine ait olarak secilmistir. KLL hastalarinim 2016 Uluslararas1 Prognostik Indeks
(International Prognostic Index, IPI) ¢alisma grubunun belirledigi risk gruplarina gére
dagilimi (108), Bezmialem Vakif Universitesi Hastanesi Tibbi Genetik Anabilim Dali
tarafinca paylasilan karyotip (konvansiyonel sitogenetik) ve FISH analiz sonuglar1 (Tablo 2.7)

ile belirlenen skorlara gére olusturulmustur (Tablo 2.8).

Tablo 2.7 Calismada yer alan KLL hastalarina (n=32) ait sitogenetik ve molekiiler genetik skorlama.

KLL- FISH Vaka Oram  Karyotip Vaka Oram
Genetik

Simiflamasi

Skor 0 17p13 delesyon negatif % 44 (n=14)  normal % 53 (n=17)
Skor 1 17p13 delesyon pozitif % 6 (n=2) anormal % 6 (n=2)
Skor 2 13914 delesyon pozitif % 6 (n=2)

Skor 3 t(14;18)(q32;921) pozitift % 3 (n=1)

Bilinmeyen - % 41 (n=13) - % 41 (n=13)

Tablo 2.8 Calismadaki farkli Uluslararas1 Prognostik indeks (KLL-IPI) kategorilerine ait hasta
dagilimi (n=32).

KLL-2016 IPI kategorisi Vaka orani Potansiyel Klinik Cikti

Diistik-risk, skor 0-1 % 22 (n=7) Tedavisiz izlem
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KLL-2016 IPI kategorisi

Orta-risk, skor 2-3

Yuksek-risk, skor 4-6

Cok yiksek-risk, skor 7-10

Bilinmeyen

Vaka orani

% 22 (n=7)

% 12 (n=4)

% 3 (h=1)

% 41 (n= 13)

Potansiyel Klinik Cikt1

Semptomatik olana kadar tedavisiz izlem

Kombinasyonel kemoterapi tedavisi
(asemptomatik harici)

Kemoterapi yerine hedefleyici ajanlar veya

klinik ¢alisma asamasindaki tedaviler

FISH sonucuna ulagilamayan hastalar

Calismada yer alan ve Bezmialem Vakif Universitesi Hastanesi Hematoloji Bilim Dal1

tarafindan tan1 konan KLL hastalarina ait klasik Rai evreleme sistemi dagilimi asagida

belirtilmistir (109):

Tablo 2.9 Rai evreleme sistemine gore KLL hasta dagilimi (n=32).

KLL-Rai Evreleme Sistemi Vaka oram

Diisiik Risk-
Evre 0

Orta Risk-
Evre 1

Evre 2

Yiksek Risk-
Evre 3

% 25 (n=8)

% 31 (n=10)

% 22 (n=7)

%6 (n=2)
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Klinik

Lenfositoz

Lenfositoz + lenfadenopati

Lenfositoz + hepatosplenomegali

Lenfositoz + Hb < 11 g/dL



KLL-Rai Evreleme Sistemi Vaka oram Klinik

Evre 4 % 16 (n=5) Lenfositoz + Trombositopeni
<100,000/mm?

2.2. Metabolomiks

Metabolomiks, organizmalarin kompleks fizyolojik fonksiyonunda son basamak olan fenotipi
inceleyen bir ‘omiks’ yaklagimi olarak farkli siniflara ait diisiik-molekiil agirlikli metabolitleri
(<1,500 Da) tanimlamakta ve miktar 6l¢timlemesi gergeklestirmektedir (110). Anabolik-
katabolik yolaklarda gorevli metabolitler ile eksojen/ mikrobiyata ile edinilen metabolitler
biitiiniinii temsil eden yap1 ise metabolom olarak adlandirilmaktadir. Genis aplikasyonlari
gida kalite kontrolii, tarim gibi alanlar1 kapsiyor dahi olsa, metabolomiks gunimiizde
ozellikle kisisellestirilmis tedavi yaklasimlarina enformasyon saglayan en dnemli arastirma
alanlarindan biridir ve tip uygulamalarinda giderek artan siklikta yer almaktadir (111, 112).
Genomik-transkriptomik diizeyde kodlanan bilgi kapasitesi ile fenotip olarak beliren
metabolomiks, organizmada nihai fonksiyonalite hakkinda bilgi vermektedir. Cevresel bir¢ok
faktorden etkilenerek ortaya ¢ikan bu fenotipik parmak izi, bireylerin ¢esitli patolojilere veya
uygulanan tedavilere cevabinin izleminde ¢ok degerli bilgiler vermektedir (113). Eksternal ve
internal bir¢ok uyarandan etkilenen metabolomun bu uyaranlarin etkilerini yansitmasi bir
avantaj olmak ile beraber, incelenen etkiyi ortaya ¢ikaran faktorlere ait ¢ikarimlarin objektif-
dogru sekilde yapilabilmesi adina kontrollii ¢alisma diizenleri ile gucli, kantitatif
enformasyon saglayan teknolojilere ihtiyag artmaktadir (112). Bu noktada genomik veri 4
farkli azotlu organik baz ve proteomik veri ise 20 amino asit molekiilii ile ¢esitlenmekte iken;
Human Metabolome Database (HMDB) veri tabaninda paylasilan giincel bilgiye gore
metabolomiks ¢aligmalarinda ortaya kondugu tizere 200.000’ i askin farkli insan
metabolitinden bahsedilmektedir (114). Bu nedenle bahsedilen kimyasal kompleksitenin
aydinlatilmas1 ve metabolit spektrumunun tamamini kapsamak adina metabolomiks alaninda
oldukga fazla teknige ve enstriimana ihtiya¢ duyulmaktadir (32, 115).

Metabolomiks ¢aligmalari aragtirmacinin gereksinimlerine gore 2 ana yaklasimla

yuritilmektedir. Kalitatif (untargeted) metabolomikste 6lcilebilen tim metabolitler in silico
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kiitliphanelerle eslestirilerek tanimlanmakta, integralitelerine gore rolatif kantitasyonlari
Olgilmektedir. Elde edilen kompleks veri seti ¢ok yonli istatistiksel analizle gruplanabilir
kiigiik setlere indirgenerek yorumlanmaktadir (116). Avantaji, global degerlendirme ile
biyobelirteg calismalarinda degerli olmasi ve bilinmeyen metabolitlerin kesfi iken; olasi
giicliikler yiiksek miktarda bulunan molekiillerin baskin sinyalleri ve kompleks datanin
dekonvoliisyonunun biiyiik ugras gerektirmesini kapsamaktadir (116). Ote yandan kantitatif
(targeted) analizde ilgili metabolitlere ait internal standartlar kullanilarak mutlak
konsantrasyon dl¢iimii yapilabilmekte, ilgilenilen metabolitler 6zel ekstraksiyon metotlariyla
diisiik miktarda bulunsa dahi zenginlestirilerek gortiniir hale getirilebilmektedir (116).
Boylece dnceden belirlenen metabolitlerin hangi metabolik yolaklarda gorev aldigi ve katki
sekli hastaliklara 6zgii bi¢imde ortaya konabilmektedir. Bu noktada unutulmamasi gereken bir
nokta da, spesifik metabolitlere ait 6zellikler arastirilirken NMR ve MS yontemlerinin
dogasinda var olan 6zelliklerinden dolay1 spektrumda ayni metabolitin birden ¢ok kompleks
sinyaller olusturabilecegidir (117). Calisma planinda spesifik metabolit izlem metotlari
(izotoplama algoritmalari, targeted analizle pik eslestirmesi) igerilerek bu problem
asilabilmektedir. Glincel calismada metabolitlerin giivenilir tanimlanmasinda (bahsedilen
sorunlarin agilmasi adina) LC-MS analiz kisminda polar maddeleri i¢erecek sekilde internal
standart kullanimu ile kalitatif analizde kalite kontrolii ve kantitatif NMR kisminda ise 1D
deney sonuglarinin (metabolit Kimliklendirmelerinin) 2D puls sekans metotlar1 ile valide

edilmesi planlanmustir.

Sekil 2.1 Sistem biyolojisi yaklagiminda yer alan 6geler ve metabolomiks.
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2.3. NMR Spektroskopisi

Nikleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopisi, elektromanyetik alana maruz kalan
ornekteki atom/ molekiilleri spesifik frekanslarda absorplanan radyofrekans dalgalarinin
Ol¢iimiine dayanarak hizli ve dogru sekilde tespit eden bir yontemdir. Temel analitik kimya
tekniklerinden biri olan NMR ile drnek safligi/ igerigi belirlenebilmekte; soliisyon igerigine
ait molekiiler formiil ve konformasyon, fiziksel 6zellikler, konsantrasyon hakkinda bilgi
edinilebilmektedir. NMR, tekniksel karakteristigi ile 6zgiil birtakim avantaj/ dezavantajlar
barindirmaktadir. NMR’1n diger analitik tekniklere gore baslica iistiin 6zellikleri giiclii (cihaz
stabilitesi olarak) ve yiiksek tekrarlanabilirlige sahip olmasi (reproducibility), tek internal
standartla yuzlerce metabolit kantitasyonu saglanmasi, uygun isletim maliyeti ve destriiktif
olmayan pratik 6n islem agamalar1 icermesi olarak sayilabilmektedir. Yiiksek c¢iktili
teknolojisi sayesinde biiyiik kohort ve longitudinal ¢alismalara olduk¢a uygun bir calisma

platformu saglamaktadir.

3.6.1. NMR spektroskopisi kisa tarihcesi

NMR’ 1n fiziksel prensipleri ve spektrometrik cihazin olusturulmasi 1940-1950 yillari

arasinda gerceklestirilmistir. Atomlarin manyetik momentum ve niikleer spin 6zelliklerini
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gelistirdigi NMR teknigini kullanarak ilk kez inceleyen Columbia Universitesi’ nden
Amerikal1 fizik¢i Isidor Rabi (1938) NMR’ in mucidi olarak anilmaktadir. 1946’ da
Amerikali fizik¢iler Felix Bloch ve Edward Mills Purcell bagimsiz olarak neredeyse ayni
sayilacak yeni bir metot gelistirerek likit ve kat1 maddelerde niikleer manyetik momentum
Ol¢timii gergeklestirerek Rabi’ nin teknigini ilerletmislerdir (119). 1951 yilinda ise ilk NMR
cihazi patenti Varian Associates sirketinin sahibi Russell Varian tarafindan A.B.D.’ de
alinarak ileriki yillarda ‘dubbed NMR HR-30 adli ilk cihaz tiretilmistir. NMR’ 1n tip
uygulamalarina kazandirilmasi ise, kanser taramalarinda kullanilmak iizere gelistirilen MRI
teknolojisi ile gerceklesmistir. Medikal NMR tarihgesi 1970’ li yillarda Amerikali medikal
doktor Raymond Vahan Damadian’ in hiicreler iizerinde yaptig1 ¢aligmalar sirasinda timdr
dokusunun normal dokulardan MR 1ile ayirt edilebilecegini kesfetmesine dayanmaktadir.
Kanser hiicrelerinin artan potasyum icerigine bagli olarak uzamis T1 ve T2 relaksasyon
zamanlarina sahip olmasi bu ayrimi olusturan ve dlglimlenmesini saglayan fiziksel sebebi
ortaya koymaktadir (120). NMR’1n kanser taramasi amagli deneysel kullanim1 Damadian
tarafinda 1977 yilinda gergeklestirilmis; glinlimiizde vazge¢ilmez yere sahip manyetik
rezonans goriintiilleme kavrami tip diinyasina kazandirilmistir. Medikal NMR tarihgesinde
Damadian ile beraber dnculiik yapan Amerikali kimyaci Paul Lauterbur, sinyal eldesinde
alan-odakli metodun aksine gradient kullanarak ilk 2 ve 3 boyutlu NMR goériintiilerini elde
etmistir ve dokulardan elde edilen sinyal farkliliklarini pratik kullanima uygun goriintiilere
cevirmistir. Lauterbur’ un 2003 Nobel &diiliinii paylastigi Ingiliz fizik¢i Peter Mansfield ise
gelistirdigi matematiksel formiil sayesinde saatler siiren taramalar1 saniyelere indirmis ve
daha berrak goriintiiler elde etmistir. Ote yandan Amerikali fizik¢i Herman Carr ise, 1950
yilinda manyetik alanda gradient kullaniminin ilk tekniksel gosterimini gergeklestirmis ve ilk
1 boyutlu NMR goriintiisiinii elde etmis olup, Lauterbur ile Mansfield ile 2003 Nobel ddiiliinii
paylasmamasi tartigma konusu olmustur. Ayni yillarda atom ¢ekirdeklerinin Larmor
frekanslarinin kimyasal bag/ atomik komsuluklara gore hafif degisim gostermesine dair
aydinlatilan fiziksel prensipler ile (kimyasal kayma ve spin eslesmesi), NMR’ 1n saf veya
kompleks karigimlarin materyal igeriginin aydinlatilmasi amaciyla kullanimi s6z konusu
olmustur ve NMR spektroskopisi analitik kimyanin en 6nemli enstriimanlarindan biri haline
gelmistir. 1964 yilinda Varian Associates calisani Isvicreli fizikokimyaci Richard Ernst’ iin
Fourier Transform- NMR teknigini gelistirmesi ile karmagik sinyallerin ayristirilarak spesifik
atom/ molekiillere ait parmak izlerinin belirlenmesi kolaylastirilmis, yliksek rezoliisyonlu
spektrumlarin eldesine katkilarindan dolay1 Ernst, 1992 Nobel Kimya 6diilii sahibi olmustur

(119). Ernst ayn1 zamanda korelasyon spektroskopisi (COSY) puls sekansi kullanarak 2
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boyutlu NMR’ 1n ilk gdsterimini yapmis; medikal MR tomografi ile 1980° de protein
makromolekiiliine ait 3 boyutlu yapiyt NMR ile goriintiileyen meslektasi Kurt Wuthrich’ in
biyopolimerlerin yapisal tayini aydinlatilmasi ¢alismalarina destek olmustur (121). Gelisen
bilgisayar teknolojileri ile ticarilesme yolunda oldukga biiyiik hiz yakalayan NMR, 1980’ 1i
yillarin ortalarindan itibaren medikal komiinitenin kullanimina sunulmustur (122).
Glinlimiizde NMR goriintiileme (NMRI) terimi tip uygulamalarinda kullanim alani agisindan
yerini manyetik rezonans goriintiileme (MRI)’ ye birakmistir. NMR spektroskopisi ise saf/
kompleks karisimlarda spesifik molekiil identifikasyonu, ii¢ boyutlu yap1 tanimlamasi
yapabilen metabolomik teknolojilerin en 6nemli iki enstriimanindan birini tanimlamaktadir.
Bu noktada her iki terim de ayn1 fiziksel prensiplere dayali ¢alisan teknolojileri tanimlamakla
beraber, arastirma tezimizde kullanilan NMR spektroskopisinde siiperiletken magnetler
sayesinde MRI” da kullanilan manyetik alan giiciiniin (1.5-7 Tesla) onlarca kat1 giigte

manyetik alan olusturulabilmektedir (9.4-21 Tesla).

Sekil 2.2 NMR ve MRI teknolojisi.

e NMR/MRI

(119)
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2.3.2. NMR spektroskopisi calisma prensipleri- fizikokimyasal parametreler

Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) metodunun ¢alisma prensibi, elektromanyetik alanda
pozitif yliklii atom ¢ekirdeginin sahip oldugu momentumun (osilasyon manyetik
momentumu) eksternal radyofrekans dalgalari ile uyarilmasi sonucu degisiminin olgiilmesine
dayanmaktadir (40). NMR’ da yalnizca spin-aktif 6zellikteki atom ¢ekirdekleri magnet
ozelligi gostermekte (spesifik spin oryantasyonuna sahip olarak) ve spin oryantasyonundaki
degisime bagli olarak absorplanan radyofrekans dalgalar1 6l¢iimlenmektedir. Burada spin, bir
partikiiliin kendi ekseni etrafindaki agisal doniistinii ifade etmektedir. Spin, kiitle veya yiik
gibi en temel partikiil elementlerinden birisidir ve partikiiliin uzaysal hareketine bagli olusan
momentumunun aksine intrinsik momentumunu ifade eder. Elektromanyetik alan
davraniglarini inceleyen Maxwell esitliklerine gore belirli yiike sahip hareketli/ spin-aktif
partikiiller magnet davranisi sergilemekte ve manyetik alan olusturmaktadir (Ampere’s law)
(123). Atom gekirdegi de benzer sekilde pozitif yiiklii bir partikiil olarak kendi ekseni
etrafinda yaptig1 spin hareketi ile manyetik alan kuvveti olugturmaktadir. Bu hareket ile
indlklenen nikleer manyetik momentum vektori, niikleer spin momentum vektoru ile direkt

orantilidir ve asagidaki formiille hesaplanmaktadir:

=y xI

= =l

: nikleer manyetik momentum

: giromanyetik oran (her niikleus i¢in 6zgiil degeri deneysel belirlenmektedir)

~l =

: niikleer spin angular momentumu

Spin kuantum numarasi (7) her bir ¢ekirdek tiiriine 6zgii bir degerdir ve proton/ nétron
sayisinin tek veya ¢ift olmasina gore belirli bir patern izledigi gézlenmistir. Proton ve nétron
numarasi tek say1 ise (8rnegin 2D) spin kuantum degeri tam say1 olmakta (1,2,3,...) ve niikleus
kiiresel olmayan yiik dagilimi gostermekte iken; proton veya nétron tek sayi ise (*H, $3C, N,
31P) s kesirli say1 olmaktadir (1/2, 3/2, 5/2,...) ve niikleus kiiresel yiik dagilimi1 gdstermektedir.
Proton ve notron sayisi ¢ift ise, spin kuantum sayis1 0°dir (tanecikler birbirine aksi yonde
donmektedir) ve ¢ekirdek spin-aktif degildir. NMR spektrumunun goézlenebilmesi adina
niikleer spin kuantum sayisinin sifirdan farkli olmasi gerekmektedir. NMR, %2 spin kuantum
sayisina sahip atomlar i¢in standardize ve matematize edilmistir; incelenen atom ¢ekirdegine

gore proton veya karbon NMR spektroskopisi olarak adlandirilmaktadir.
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Eksternal manyetik alan yoklugunda (B,), niikleus spinleri dejenere halde bulunmakta ve net

manyetik momentum sifir olmaktadir. Giiglii bir §0 varliginda ise spinler belirli bir
oryantasyona sahip olarak net bir y1gin (bulk) manyetizasyon paterni gostermektedir. Net
manyetizasyon (bulk) her bir spin manyetik momentin ortalamasi olarak hesaplanmaktadir.
Burada manyetik momentum enerjisi, alan ¢izgilerine olan goéreli oryantasyona baglidir ve
manyetik alana paralel dizilen spine sahip atomlar minumum enerjide iken anti-paralel
siralananlar maksimum enerji konformasyonundadir. Atomlara ait spin durum (spin state)
sayist n= 27 + 1 formilu ile belirlenmektedir, bu durumda 1= % atomlari igin 2 spin durumu
mevcut olmaktadir: alfa ve beta. Alfa diisiik enerji diizeyindeki atom spin durumunu
(manyetik alana paralel dizilimli) ve beta ise yliksek enerjili atomlar1 ifade etmektedir. Termal
dengeye sahip sistemlerde farkli niikleer spin dagilimimin (yiiksek enerjili/ diisiik enerjili atom

popiilasyonu orani) olasilik hesabi, Boltzmann dagilimina gére matematize edilmistir (124):
Nyiiksek / b e—i—?
Diisiik

AE: Enerji farki (Eyiksek- Episiik)

k: Boltzmann sabiti

T: Sicaklik (Kelvin)

Transisyon Frekanslar: : NMR spektroskopisi temelde, komsu spin enerji durumlari
arasindaki degisimin eksternal RF dalgalari ile indiiklenmesi sonucu absorplanan enerjinin
Ol¢limiine dayanmaktadir (58). Her farkli atom ¢ekirdegi, diisiik enerji diizeyinden (o) yuksek
seviyeye (B) gececegi enerji farki ile orantili frekansi absorplamaktadir:

AE =hXv

(v: Frekans, h: Planck sabiti)

Nikleusa ait manyetik momentum vektori, eksternal manyetik alan varliginda By, ile orantili
olarak enerji dogurmaktadir:

E=—ux B_O) ve [i;=y X h X uolarak hesaplandigindan;

Em = —f; XBo =y X hxmx By

AE=7y x h X B, (transisyona ugrayan atom cekirdeginin enerji degisimi)

(h=h/ 2m)

Dolayisi ile gekirdeklerin absorpladigi rezonant frekans (Larmor frekansi (v));

v:A_E:]/XBO

- / o Olarak hesaplanmaktadur.
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NMR spektroskopi terminolojisinde saniyedeki siklus sayisi olan frekans yerine saniyedeki
radyan degeri olan angular frekans (w) tercih edilmektedir. Bir siklus= 2 radyan
oldugundan;

w = 21 X v ve transisyon angular frekansi w, = y X B, olarak ifade edilmektedir (birimi
Hertz (s1)).

NMR Sinyal Olusumu: NMR sinyali olusumu, absorplanan foton frekansini 6l¢en klasik
infrared/ UV-visible spektroskopi ¢alisma prensibinden oldukga farkli kabul edilmektedir.
Yaygin kabul alan goriise gére NMR spektrumu, foton emilimi/ yayilimi mekanizmasindan
cok manyetik indiksiyon deney parametreleri ile elde edilmektedir (58). Klasik bir NMR
deneyinde, gucli manyetik alan icerisinde denge halindeki sistemin sekonder transvers bir
manyetik alan uygulanmasi ile ugradigi degisim 6l¢iimlenmektedir. Burada uygulanan
eksternal manyetik alan, sistemi denge halinden ¢ikarabilecek ve rezonansi indiikleyebilecek
olan degisen frekanstaki RF dalgalari ile elde edilmektedir. Farkli elektrokimyasal ¢evredeki
atomlarin zaman bagimli olarak denge haline doniisii ise Fourier doniisiimii ile kaydedilerek
frekans spektrumu olusturulmaktadir.

Net Manyetizasyon Vektoru (Ekilibrasyon Manyetizasyon Vektor(): Manyetik alan (B,)

dogrultusunda presesyona (salinim) ugrayan tiim ¢ekirdeklerin net manyetik moment vektorii

(1\7 ) Z-aksisi ¢evresinde tanimlanabilmektedir (58). Diisiik enerji (manyetik alana paralel
presesyonlarin toplami1) projeksiyonu yiiksek enerjiye (anti-paralel) oranla oldukca ciizi
miktarda fazlalastigindan, Z-aksisi yoniindeki net manyetizasyon kiigiik bir deger almaktadir.
Ote yandan manyetik alan dogrultusunda rastgele presesyon hareketi yapan atomlarin X-Y
planinda baskin tercihi olmadigindan esit miktarda gozlenen projeksiyonlar bu plandaki net

manyetizasyonun sifir olmasiyla sonuglanmaktadir:

Sekil 2.3 Net manyetizasyon vektorinin manyetik alan (By) dogrultusunda hizalanmasi.

Z

2l

(58)
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M degerinin hesaplanmasi ayni dogrultuda uygulanan gii¢lii manyetik alan varliginda
cozllmesi guc bir problem haline gelirken, ilk defa Nobel fizik 6dull sahibi Bloch ve Purcell
tarafindan 1946’ da gergeklestirilmistir. Bu gelisme giiniimiizde NMR analizlerinde 0.1 ppm’
den kiiclik manyetik momentum farkliliklarin 6l¢timiinii miimkiin kilarak molekiil igerisinde
farkli kimyasal ¢evrede bulunan ayni cins atomlarin tespitini saglamistir.

Larmor Presesyonu: Presesyon kelime anlamiyla, donen bir cisme ait eksenin dis kuvvet
etkisinde olusan donme momentumu ile diger bir eksen ¢evresinde yaptig acisal hareketi
ifade etmektedir. Belirli bir agida manyetik alana maruz kalan manyetik momentuma sahip
niikleus da benzer sekilde bir donme kuvveti ile bu manyetik alan dogrultusunda presesyona
ugramaktadir ve presesyon frekansi Larmor esitliginde tanimlanmistir. NMR cihazinda
degisen frekansta RF dalgalari uygulandiginda spesifik atomlara ait Larmor frekans1 yakalanir
ise, atomlar alfa-beta diizey degisimini gergeklestirecek enerji farkiyla orantili olan Larmor
frekans1 absorplamaktadir. Larmor frekansi bu yoniiyle niikleer spin kuantum durumlari
arasindaki transisyonu indiikleyen elektromanyetik radyasyonun frekansidir (58). Presesyon
frekans1 (Larmor frekanst):

wo =Y X By

Transvers Manyetik Alan: Ornekteki her bir atoma ait niikleer manyetik moment vektor(
uygulanan B, alan1 dogrultusuna (Z-aksisi) egimli olacak sekilde rastgele presesyona
ugramaktadir. Fakat net manyetizasyon vektorii (1\71> ) Z-aksisi boyunca yonlendiginden net
manyetizasyon vektorii presesyona ugramamaktadir. Olgiilebilir bir presesyon gdzlenmesi
adina, Z-aksisine dik ikinci bir eksternal manyetik alan (B1) uygulanarak M vektori Z-
aksisinden uzaklastirilmaktadir. By statik olarak uygulandiginda B’ a gore oldukca kiiglik
kalmakta ve M vektor yonii 6l¢iilebilir sapmaya ugramamaktadir. Ote yandan B, Z-aksisi
¢evresinde Larmor frekanst ile (wg) donecek sekilde uygulandiginda M vektorii oldukca
kompleks bir presesyon hareketi sergilemektedir. M’ e ait w4 degeri, uygulanan Bj alani
cevresinde yapilan presesyon hareketini ifade etmektedir. Net manyetizasyon vektorii ayrica
Z-aksisi ¢evresinde w, frekansi ile spiral hareket ¢izmektedir. Sonugta M uc agisi Z-
aksisinden 90° uzaklasarak olgiilebilir NMR sinyali olusturabilmektedir. Dénen B manyetik
alan1 XY plan1 yerlesimli bir solenoid bobin sisteminin, w, frekansh siniizoidal ¢ikt1 voltaji
saglayan alternatif akim kaynagina baglanmasi ile tiretilmektedir (58). NMR deneylerinde
bahsedilen karmasik presesyon hareketini kolayca gorsellestirmek adina ‘donen referans

cercevesi (rotating frame of reference)’ adli yeni bir sanal aks sisteminin kullanimi
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Onerilmistir. Bu referans ¢ercevesinin donme frekansi ve yonii By vektorii ile ayni oldugunda

(wg), manyetizasyon vektorinln Z-aksisindeki presesyonu statik hale gelmektedir, diger

anlamiyla B, manyetik alan1 bu sanal aksta kaybolmaktadir. Bu durumda M vektéri yalnizca

w, frekansi ile By alani etrafinda presesyon hareketi sergilemektedir (ZY planinda):

Sekil 2.4. Manyetizasyon vektoriiniin donen referans cercevesindeki hareketi (58).

F

V.

FT-NMR spektrometresinde net manyetizasyonun sapma yonii, agis1 ve hizi uygulanan farkli

puls sekanslart ile kontrol edilebilmektedir. M vektdrii ucuna ait egilme hiz ve agisi, prob
icerisindeki 6rnege sarmal koiller araciligryla uygulanan kisa RF pulslarinin giicli (power) ve
uygulanma siiresi ile iligkilidir (58). Guc¢lu RF pulsu, gucli B; alan1 olusturarak yiiksek
degerli agisal frekansa yol agmaktadir (w). Uzun sireli RF pulsu ise presesyon hareketinin
devamliligin1 artirmaktadir. Bu kontrol mekanizmasi ¢oklu puls NMR deneylerini miimkiin
kilan temel faktordiir.

Relaksasyon: B, manyetik alaninda bulunan ¢ekirdeklere presesyon frekansi ile esit frekansli
RF dalgas1 uygulandiginda diisiik enerjili spin durumunda bulunan (manyetik alana paralel
yonlenmis) ¢ekirdekler RF elektrik enerjisini absorblamakta (AE=h.v) ve manyetik alana zit
yonlenmektedir. Bu etkilesim niikleusun manyetik rezonansi veya niikleer gecisi olarak
adlandirilmaktadir (62). Rezonans, osilasyona sahip iki fiziksel sistem arasindaki enerji
transferinin sistemlere ait frekansin esit oldugu durumda maksimum oldugu durumu ifade
etmektedir. Bu anlamda nukleer manyetik rezonans, RF elektriksel sinyalinin manyetizasyon
vektoru ile rezonant eslesmesi prensibini agiklayan uygun bir terim olarak kabul edilmektedir
(58). Ote yandan termal stabil sistemlerde Boltzman dagiliminda belirtildigi {izere niikleer
spin popiilasyonlar1 ekilibrasyonda bulunmakta, yiiksek-diisiik spin enerji durumlari arasi
dinamik transisyon gerceklesmektedir. Ekilibrasyon durumu, RF transmitter koil araciligiyla

uygulanan transvers B; manyetik alani ile bozulmaktadir; yuksek spin enerjili niikleus, 0.1-1
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sn gibi kisa bir siire sonra absorbladigi enerjiyi h.v seklinde geri vermekte ve diisiik enerjili
spin durumuna ge¢mektedir. Bu olay relaksasyon (durulma) olarak adlandirilmaktadir.
Relaksasyon hizini etkileyen faktorler ¢ekirdek tipi, manyetik alan homojenitesi, sicaklik,
spine sahip veya paramanyetik 6zellikte manyetik materyallerin varligidir (125). Durulmaya
ait baglica iki spesifik zaman sabiti bulunmaktadir:

T1 relaksasyonu (spin-lattice relaksasyon): Manyetizasyon vektorinin biyiklik ve yon (z-
aksisine geri donerek) acisindan ekilibrasyondaki haline ulagsmasi i¢in gerekli zamani ifade
etmektedir. T1 zaman sabiti diger anlamiyla termal dengedeki diisiik-yiiksek enerjili spin
popiilasyonunun olusmasi i¢in gerekli siiredir. Bir sonraki RF pulsunun hangi gecikme
stiresiyle (delay) uygulanmasi gerektiginin direk 6l¢iisiidiir ve ardisik puls gergeklestirilen
NMR deneyine gore 0 veya 5 X T1 saniye sonra uygulanmalidir (125).

T2 relaksasyonu (spin-spin relaksasyon): T sabiti, manyetizasyon vektor siddetinin xy-
diizleminde soniimlendigi zamani ifade etmektedir ve tipik olarak 1-2 saniye surmektedir.
NMR sinyali xy-diizlemindeki manyetizasyon vektdriintin 6lcimiine dayandigindan, T>
relaksasyon siiresi sinyalin gozlenebildigi zaman uzunlugunun direk Slgiistidiir. Genel
yaklagim transceiver koiller araciliiyla kaydedilen serbest indiiksiyonlu bozunum (FID-Free
Induction Decay) sinyalinin 3-4 x T siiresi uzunlugunda olmasi gerektigi seklindedir (125).
Kimyasal Kayma: Molekiildeki her bir ¢ekirdege 6zgii rezonant frekans degeri, ¢cekirdege
etkiyen efektif manyetik alan kuvveti ile belirlenmektedir. Efektif manyetik alansa
cevrelendigi elektronlar, dolayisi ile bulundugu kimyasal ¢evreden etkilenmektedir. NMR
teknolojisi temelde bu 6zellikten yola ¢ikarak rezonant frekans sinyali dl¢limil ile atom
cekirdeklerinin bulundugu kimyasal ¢evreyi tanimlamakta ve molekiil tespiti
gerceklestirmektedir. Genel prensip olarak elektronegativite arttik¢a elektronlarin olusturdugu
‘perdeleme (shielding)’ etkisi ile efektif manyetik alan degeri diiser ve spektrumda gdzlenen
rezonans frekansi azalir. Aromatik ve ikili/ ti¢lii bag igeren yapilarda gézlenen manyetik
anizotropi fenomeni de rezonant frekans degerini etkilemektedir. Her bir atoma ait kimyasal
kayma frekans degeri (&, ppm) Hertz cinsinden ifade edildiginde uygulanan manyetik alana
bagl olarak degiseceginden, evrensel degerler belirlemek adina agagida belirtilen esitlik

kullanilmaktadir (125):

Y =0
5 (ppm) = —5—

J: Tetrametilsilan (TMS) referans molekiiliiniin Hertz cinsinden rezonant frekans degeri

Bu esitlige géore TMS molekiiliiniin ppm cinsinden kimyasal kayma degeri 0 olmaktadir.
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Spin-Spin Yarilmas: (Multiplisite, Eslesme, coupling): Bir atoma ait absorbant pik sinyalinin
komsu atomlarca yariklanmasini ifade etmektedir (40, 126). Farkli kimyasal ¢evrede bulunan
komsu atom/ atomlarin spin pozisyonuna gore olusturdugu lokal manyetik alanin degisimi,
efektif manyetik alanda degisime sebep olarak bu yariklanmaya yol agcan temel faktordiir.
Kimyasal ekivalan protonlar molekuler simetriden dolay1 ayni frekansta kimyasal kaymaya
ugramalar ve tek bag etrafindaki hizli doniis ile spin-spin eslesmesi paterni gostermemektedir
(126). Eslesme paterni gosteren bir protona ait kimyasal kayma degeri, yariklanan sinyalin
santral merkezi olarak kabul edilmektedir (127, 128). Yarilma fenomeni, komsu proton
sayisinin tespitinde ve dolayisi ile molekiiler yap1 hakkinda ¢ok dnemli bilgiler saglamaktadir.
Yarilma paterninin gozlenebilmesi adina uygulanacak NMR frekansi yeterince yliksek
olmalidir. Multiplisite, komsu ekivalan protonlarin sayis1 (N) ile iligkilidir (62). Bir protona
ait sinyal, I=1/2 spin kuantum sayil1 ve en fazla 3 bag uzakliginda bulunan N adet komsu
cekirdek tarafindan 2NxI+1 sayida yarilmaktadir (N+1 kural1).

Yariklanan sinyalin pik noktalar1 arasindaki mesafe, ¢iftlenim sabiti (J) olarak
hesaplanmaktadir (128). J; birbiriyle eslesen protonlarin etkilesim giiciinii (diger ifadeyle
komsu niikleus spin durumunun ne kadar giiclii etkidigini) ifade etmektedir. Ciftlenim sabiti
degeri manyetik alan giicli/ operasyon frekansindan bagimsizdir ve Hertz birimi ile ifade
edilmektedir. Pikler aras1 mesafe, eslesen ¢ekirdek tiiriine gore esit veya farkli olabilmektedir.
Ciftlenim sabiti NMR analizi ile molekiil yapisin1 aydinlatmada 6zellikle bag yapis1 hakkinda
onemli bilgiler sunmaktadir. Ornegin esit ciftlenim sabitine sahip iki sinyal gdzlemlendiginde,
bu piklerin yanyana yerlesimli karbonlara bagl protonlara ait oldugu belirlenmektedir. Ote
yandan cis veya trans ikili bag yapisinda bulunan protonlarin sahip olduklari farkli J degerleri,
molekiiliin yapis1 hakkinda yol gosterici olmaktadir. Eslesen proton sinyallerinin kimyasal
kayma fark degeri (Av, Hertz) J sabitinden ¢ok yiiksek oldugunda, birinci derece yarilma
paterni gergeklesmektedir (Av/J = 8). Birinci derece spektrumlarda, sinyalin kag pike
ayrilacagini belirleyen multiplisite ve intensite dagilimini agiklayan Pascal iiggeni kurallar
gecerli olmaktadir (128). Yiiksek dereceli (ikinci dereceli) yarilma paterni ise, eslesen
protonlar aras1 kimyasal kayma farki (Av) J sabitinden oldukca diisiik veya esit biiyiikliikte
oldugunda gerceklesmektedir (Av/J < 10). ikinci dereceli spektrumlarda cat1 etkisi (roof
effect) olarak adlandirilan, birbirine bakan i¢ piklerin yiiksek ve dis piklerin ise diisiik
intensiteli gézlendigi klasik patern gozlenmektedir. Yarilma paterni manyetik alana baglh
olarak degismekte, alan giicii artirildiginda ikinci dereceli spektrum birinci dereceli spektruma

rezolve olabilmektedir.
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2.4. Kutle Spektrometresi

Kitle spektroskopisi; elektromanyetik alanda hareket eden yukli partiktllerin hareketini
inceleyerek kompleks karisimlarda molekiil/ atomlara ait kimlik ve miktar tayinini yiiksek
sensitivite ile gergeklestirebilen bir analitik kimya teknigidir. Tipik bir kiitle spektrometre
sistemi baslica 6rnek tanitma, iyon kaynagi, kiitle analizorii, detektor ve data analizi olmak
lizere 5 kisimdan olusmaktadir. Ornek tanitma sistemleri y1gin (batch), direkt prob, membran
veya kromatografik arayiz (GC/ LC-MS) seklinde MS cihazina entegre edilebilmektedir.
Iyon kaynagindan detektore kadar gergeklesen partikiil hareketi, yiiksek negatif basingl
vakum sistemleri ile gergeklestirilmekte ve olusturulan iyonlarin bagarili sekilde detektore
iletilmesinde yiiksek vakum saglayan pompa sistemleri hayati onem tagimaktadir.

MS tekniginin son yillarda rutin laboratuvar pratigine tiirlii kullanim alanlari ile girmesi
sebebiyle (129) bu alanda hem enstriimental, hem de metodolojik anlamda biiyiik gelismeler
kaydedilmistir (130). Bu noktada ana enstriimental kisimlardan biri olan analizor
sistemlerinde quadrupole kullanimi fragmantasyon ve kantitasyon adina avantaj saglamakta
iken giincel ¢alismada kullanilan orbitrap teknolojisi ise femtomolar seviyesinde (sub-ppm
kiitle farkliliklarin1 ortaya ¢ikaracak sekilde) dogruluk ile yiiksek pik rezoliisyonu
saglamaktadir. Orbitrap teknolojisi bir iyon tuzagi kiitle analizori tiirii olup, bir santral ve iki
dis elektrot icermektedir. Santral elektroda uygulanan direkt DC akim dis elektrotlar arasinda
sagladig1 yiiksek statik negatif voltaj ile, iyonlarin daha kii¢iik radyal ¢apli yoriingede
osilasyonunu ve etkili tuzaklanmasini saglamaktadir ("electrodynamic squeezing"). Farkli
tyonlarin farkl frekanslarda osilasyonu, iyon ayrimini saglayan temel noktadir. Burada dis
elektrotlar osilasyon frekansi 6l¢limii yaparak orbitrap’ in kiitle analizorii haricinde detektor
gorevi goren kismini ve iyonlara ait kiitle spektrogrami goriintiilerini olusturmaktadir (131).
Orbitrap teknolojisi, yiiksek rezoliisyon ve kiitle dogrulugu (high-resolution, accurate-mass
(HRAM)) ile kompleks karisimlardaki diisiik miktarda bulunan ve bilinmeyen metabolitlerin
aydinlatilmasinda biyik basar1 saglamasi yoniiyle ¢alismada tercih edilmis ve 6nemli katkida

bulunmustur (132).

2.4.1. Kitle spektrometresi komponentleri

Iyon kaynag
Ornek igerisindeki organik molekiiller, kiitle analizoriine ulastiklarinda gaz fazda iyon
partikiilleri haline doniismiis olmalidir. Analizde segilecek iyonizasyon kaynagi rnegin

baslangi¢ fazina gore degisiklik gostermekte ve temelde ikiye ayrilmaktadir; gaz faz ve
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desorpsiyon. Elektron iyonizasyon (EI), kimyasal iyonlastirma (CI) ile atmosferik basing
kimyasal iyonizasyon (APCI); gaz faz iyon kaynagi olarak kullanilan tekniklere drnektir.
Burada iyonizasyon 6rnek once buharlastirilip gaz hale doniistiikten sonra ger¢eklesmektedir.
Ucgucu olmayan/ termal instabiliteye sahip likit ve kat1 6rnekler i¢in kullanilan desorpsiyon
kaynaklar1 ise molekdilleri direkt gaz iyonlarina dontistiirmektedir. Elektrosprey (ESI), hizli
atom bombardimani (FAB) ve matriks destekli iyonizasyon desorpsiyon (MALDI) en sik
kullanilan desorpsiyon iyonizasyon teknikleridir. Iyonizasyon kaynaklar ayrica sebep
olduklar1 fragmantasyon paternine goére yumusak (soft) veya sert (hard) olarak da
simiflandirilabilmektedir. Sert iyonizasyonda; molekiiller yiliksek enerji aktarimi ile elektron
kaybederek radikal katyon haline doniismekte ve yiliksek oranda parcalanarak kiitle
spektrogramindaki karakteristik fragmantasyon paternini gdstermektedir.

Elektron iyonizasyon (El), prototip olarak gelistirilen ilk sert iyonizasyon teknigidir. Katot
ylizeyinden termiyonik emisyon ile yonlendirilen elektron 1sin1 kinetik enerjisi iyonizasyon
enerjisinden yiiksek oldugunda (katot ile kaynak blogu arasinda uygulanan 70 eV ile) 107
torr basing altinda gaz fazdaki molekiiller ile etkileserek i¢ kabuk elektronlardan birinin
kopmasina sebep olmaktadir. EI sistemlerinde 1yonizasyon prosesini gelistirmek adina
elektronlarin izledigi yola paralel olarak zayif manyetik alan uygulanmaktadir. Bu sayede
daha dar bir helikal yoriinge izleyerek anoda (trap) ulasan elektronlarin kat ettigi yol
uzatilmaktadir ve iyonizasyon verimliligi artirilmaktadir. Sonucta pozitif iyon radikali (tek
sayida eslesmemis elektron sayisina sahip olarak) olusarak molekiil fragmantasyona yatkin
hale gelmektedir. Genellikle GC kromatografi ile eslestirilen EI, 600 Daltondan kii¢iik ugucu
organik molekiillerin tespitinde oldukca sensitif ve basit uygulanir bir iyonizasyon teknigi
olarak giinimuzde halen tercih edilmektedir (133). Fakat EI sistemlerinde organik
makromolekiillerin ¢ogunlugu parcgalanarak spektrumda molekiiler iyon piki
sergileyememekte ve fragmantasyon paterni spesifisite gosterememektedir (134). Bu nedenle
termal ve kiitle limitasyonuna sahip analizler i¢in siklikla MALDI/ ESI gibi teknikler tercih
edilmektedir.

Kimyasal iyonlastirma (CI), molekiiler protonasyon saglayan ilk yumusak iyonizasyon teknigi
olarak gelistirilmistir. Burada ilk olarak reaktif gaz (metan, amonyak, izobiitan)
tyonlastirilmakta ve kuvvetli radikal asit olusumu saglanarak 6rnek ig¢erisindeki molekiillerin
protonasyonu saglanmaktadir ((M+H]"). Fakat EI ile benzer sekilde yiiksek molekiil agirlikli
biyomolekiillerin (protein, oligosakkarit, niikleik asit) iyonizasyonundaki basarisizlik ve gaz
fazda gorilen stabilizasyon problemleri nedeniyle yerini FAB gibi yumusak iyonizasyon

tekniklerine birakmustir.
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FAB, 1980 ile 1990 yillar1 arasinda gelistirilen, ugucu olmayan yiiksek molekiil agirlikli polar
molekiillerin iyonizasyonunda basarili olmus bir yumusak iyonizasyon teknigidir. FAB
yonteminde viskoz solvent matriks (gliserol, nitrobenzilalkol) icerisindeki 6rnek, hizli hareket
eden atom (kV enerji ile hizlandirilmis Ar, Xe) ile etkileserek pozitif, negatif veya
quasimolekiiler iyon olusumu gerceklesmektedir. Giinlimiizde bu teknigin yerini daha sensitif
protonasyon saglayan ESI ile MALDI iyonizasyon teknolojileri almistir (85).

EI ve CI tekniklerinde bahsedilen yiiksek fragmantasyon ve frajilite problemin asilmasi, sert
iyonizasyona gore daha yiiksek oranda stabil molekiiler iyon olusturabilen (M+) yumusak
iyonizasyon tekniklerinin gelisimi ile miimkiin kilinmis (135); bdylece protein, DNA, glikan
gibi makromolekiillerin analizi kolaylasarak klinik alanda MS kullanim1 hiz kazanmistir
(136). Yiiksek molekiil agirlikli (5000 kDa’ a kadar) biyomolekiillerin tespitinde oldukga
basarili olan ve atmosferik basing iyonizasyon (API) arayiizleri ile uyumlu ESI, rutin
kullanimda en sik tercih edilen yumusak iyonizasyon teknigidir. ESI, iyon olusumunu
protonasyon ve deprotonasyon mekanizmalari ile gergeklestirmektedir. Burada olusan iyonlar
1 veya daha fazla proton kazanimi [M+H]"/ kaybedimi [M-H]" ile molekiiler iyondan farkli
kiitlede iyon formlar1 olusturmakta ve bu iyonlar ‘quasimolekiiler iyon’ olarak
adlandirilmaktadir. Kantitatif LC-MS analizinde ESI kullaniminin baslica avantaji,
protonasyon/ deprotonasyona ugrayan molekiillerin minimal fragmantasyon ile olduk¢a
selektif prekiirsor iyon secilimine izin vermesi ve sensitivitenin artiriimasidir. Ote yandan es
zamanl ellisyona ugrayan analit veya matriks komponentlerine bagli olarak goriilen
sensitivite kaybi1 ve matriks etkileri, ESI tekniginin major problemlerini olusturmaktadir
(137). Guncel ¢alismaya ait MS analizlerinde de tercih edilen ESI tekniginin ¢alisma
prensipleri asagida 6zetlenmistir:

-Kromatografik arayiizden ayrilan eluent, prob igerisindeki metal kapiller ¢ikisinda
nebulizasyona ugrayarak (nebulizor gaz) damlacik formunda sprey igerisine karisir (droplet).
-Kapiller ile karsit elektrot arasinda 2-5 kV yiiksek gerilime maruz kalan damlaciklara yiik
transferi gergeklesir.

-Kurutucu nitrojen gazi (N2) ile mobil faz buharlastirilarak damlacik boyutu kiigiiliir.
-Damlacik yiizeyinde yiik yogunlugu arttiginda elektriksel repulsiyona bagl olarak damlacik
fisyonu gergeklesir.

-Bu itme kuvveti damlacik ytlizey geriliminin iizerine ¢iktiginda ise ‘Coulombic fisyon’ ile
sonuglanir ve kiitle analizoriine iletilecek olan gaz faz iyonlar olusturulur.

API arayiizleri ile uyumlu diger teknikler olan APCI ile atmosferik basing fotoiyonizasyon

(APPI) ise polar olmayan organik molekiillerin (steroid vb.) iyonizasyon verimliligini
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artirmak adina gelistirilmistir (135). Bir gaz faz iyonizasyon teknigi olan APCI ile ESI
teknigine oranla daha az iyon baskilanmasi (ion suppression) problemi yasanmaktadir. Fakat
kimyasal iyonizasyon gerceklestiginden mobil fazda daha yiiksek konsantrasyonlu solvent
kullanim1 gerekmekte ve bu sebeple solvent igerigi analit sinyal baskilanmasinin 6niine

gecilmesi adina dikkatle belirlenmelidir (137).

Kitle Analizori

1. Manyetik Sektor Analizéri: manyetik ayristirict olarak biiyiik magnetler
kullanilmaktadir. Prototip bir manyetik sektor analizoriinde iyonlarin ayrimi, manyetik
alan (B) icerisinde hareket eden yiiklii pargacigin (q) merkezcil kuvvet etkisiyle
(centripetal force, Fc) kavisli bir yoriinge cizerek detektdre belirli bir lokasyonda
varmasi ile gerceklesmektedir. Burada detektor, yoriinge yarigapini (r) kaydederek
iyona ait m/z oranin belirlemektedir:

Fm (manyetik kuvvet) = Fc (merkezcil kuvvet)

q (yiik). v (h1z). B (manyetik alan) = m(kiitle). v? (h1z)/ r (yoriinge yarigapi)

Aymni yiikteki hafif iyonlar, kiigiik yoriinge cap1 ile daha biiyiik acida saparak detektore
ulagmaktadir.

2. Kuadrupol Analizor: klinik laboratuvarlarda en sik tercih edilen analizor tipidir.
Paralel yerlesimli dort silindirik metal roddan (¢ubuk) olusur. Kuadrupol sistemlerinde
molekiillere ait m/z verisi statik veya tarama modlarinda olmak tizere iki sekilde elde
edilmektedir. Statik modda RF ve DC voltajlari optimum ayarda uygulanarak belirli
molekiiller en sensitif sekilde se¢ilebilmektedir. Yiiksek sensitivite, detektore ait
asgari bekleme suresinin (dwell time) spesifik bir molekuler iyonun m/z sinyali
eldesinde harcanmasi ile basarilmaktadir. Tarama modunda ise RF/ DC ayar siirekli
degistirilerek farkli m/z degerine sahip partikiiller secilmekte ve ugus yoriingesini
tamamlayarak detektore ulasmaktadir. Tekli (single) kuadrupol sistemleri kompleks
matrikslerde selektivite agisindan iyi performansa sahip olmadigindan rutinde sirali
(tandem) MS/ MS cihazlari tercih edilmekte ve kantitatif analizde en basarili sonuglar
vermektedir. Tandem MS cihazlar1 MS1, ¢arpisma odasi (collision cell) ve MS2
olmak Uzere (i¢ kuadrupoliin siral1 yerlesimiyle meydana gelmistir ve tarihsel olarak
carpisma odasinin da bir kuadrupol olmas1 sebebiyle ayn1 zamanda ‘triple quadrupole
(QqQ)’ olarak anilmaktadir. MS/ MS cihazlarinda prekiirsor molekiiller (parent iyon)
birinci analizorde (MS1) segilmekte, carpisma odasinda ‘collision-induced

dissociation (CID)’ fiziksel prensibi ve inert gazlarin yardimiyla (helyum, argon, azot)
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ikincil iyon fragmanlarina (daughter iyon) ayrilmaktadir. Sonrasinda farkli m/z
oranina sahip bu fragman iyonlar MS2 kuadrupoliinde uygulanan optimum RF/ DC
voltajlart ile segilerek detektore ulasmakta ve klasik kiitle spektrogrami elde
edilmektedir. Son yillarda TOF ve Orbitrap cihazlari ile hibritlestirilen LC-MS
analizorleri, yiiksek kiitle rezoliisyonu ile oldukea selektif ve dogru molekiil ayrimi
gerceklestirebilmektedir (137). Ayrica hizli data eldesi ile kromatografik pik boyunca
yeterli sayida data noktasi lireterek yiiksek sensitiviteli sonuglar saglamaktadir.

3. Ucgus Zamanl Kiitle Analizérleri (Time of Flight, TOF): siklikla MALDI iyon kaynagi
ile entegre edilerek mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilirlar (138). Tof
analizorleri tandem kuadrupollerden farkli olarak ¢arpisma odasi sonrasinda bir ugus
tiipii icerirler. Lineer veya reflektor olmak iizere iki tip tiip formu bulunmaktadir. Ugus
tiipiine giren Reflektor tipin rezoliisyonu daha yliksek oldugundan daha sik tercih
edilmektedir. Burada tiipe giren iyonlar reflektron ile yansitilarak detektore iletilirler.
Tupe giren her iyonun kinetik enerjisi sabit tutulmakta ve boylece daha hafif
tanecikler yiiksek hiz ile detektdre daha kisa zamanda ulasmaktadir.

4. Iyon Tuzakli Analizorler: elektrik ve manyetik alan kombinasyonunu kullanarak
iyonlar yakalayan, tutan ve detektore ileten sistemlerdir. 3D ion trap (QIT), 2D linear
ion trap (LIT), electrostatic trap (orbitrap) ile magnetic field-based ion trap (ion-
cyclotron resonance, ICR traps) gibi farkl tipleri gelistirilmistir (139). QIT, kuadrupol
ile benzer prensipte calisirken (statik DC akim ve RF elektronik osilasyonu
kullanarak), temelde yapisal farklilik gostermektedir. Kuadrupoldeki paralel rodlar her
iki ucta bulunan hiperbolik metal elektrotlar (end caps) ile yer degistirirken halkasal
bir elektrot ise bu ug elektrotlarin arasina konumlandirilmistir. fyon tuzakl sistemler
bir nevi kapali kuadrupol sistemlerine benzetilebilir (140). Burada iyonlar uygulanan
selektif elektrik alana gore dairesel ugus yoriingelerinde yakalanarak tutulmaktadir.
LIT sisteminde ise, kuadrupol cubuk setleri end cap elektrotlarla kombine edilerek
iyon tuzaklandirilmasi saglanmaktadir. Bu 6zellik LIT sistemlerine kitle filtreleme
(analizor) ve iyon tuzaklandirmasi olarak ikili fonksiyon kazandirmaktadir. Orbitrap
ise igsi sekilli santral bir elektrot ile dis elektrotlar1 igermektedir. Orbitrap sisteminde
uygulanan DC akim sayesinde farkli iyonlarin farkli frekanslarda osilasyonu ve
elektrotlar1 terk edisi, iyon ayrimini saglayan temel noktadir. Burada iyonlara ait
aksiyal hareket frekansi, direkt olarak m/z oranlart ile iliskilidir. ICR traps ise,
iyonlarin radyal yoriinge hareketini indiikleyen giiclii manyetik alan kullanarak opere

edilmektedir (benzer sekilde hareket frekans1 m/z orani ile iliskilidir). Orbitrap ve ICR
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analizorlerinin bir diger ortak 6zelligi, her iki sistemin de hem kiitle analizorii (iyon
tuzaklama) hem de Fourier doniisiimii kullanarak detektor 6zelligi gostermeleridir.
Burada kiitle spektrogrami, uygulanan RF voltajlarinin taranarak artan m/z degerine
gore sistemi terk eden iyonlarin frekanslarinin belirlenmesi ile detekte edilmektedir
(140). Iyon tuzakl1 analizorler 6zellikle proteomiks ve post-translasyonel
modifikasyonlarin kalitatif analizlerinde tercih edilmektedir. Maksimum iyon tutma
kapasitesine sahip iyon tuzakli sistemler, bu 6zellikleri ve diisiik m/z oranlarini tespit
etmede yasanan problemler sebebiyle kantitatif analizlerde tercih edilmemektedir.
Fourier-Transform Iyon Siklotron Rezonans Analizérleri (FT-ICR): Rezoliisyonu
(>10°) ve dogrulugu (<1 ppm) en yiiksek kiitle analizériidiir (141). ICR analizérinin
calisma prensibi, statik manyetik alana dik hareket eden yiiklii partikiiliin manyetik
Lorentz kuvveti ile merkezcil kuvvet etkisinde siklotron frekansi ile dairesel yoriinge
cizmesine dayanmaktadir (142). Burada detektor tarafindan tespit edilen siklotron
frekansi hareket cap1 ve partikiil hizindan (dolayisi ile kinetik enerjiden) bagimsiz
olarak yalnizca m/z oran1 ve manyetik alan biiyiikligii ile degigsmektedir. ICR
sisteminde analizor hiicreye ulagan iyonlarin baslangic yoriinge ¢aplari detekte
edilemeyecek kadar kiigiik oldugundan, eksternal radyofrekans sinyali ile uyarilan
(siklotron frekansina esit) iyonlar absorbladiklari enerji ile daha genis ¢apli orbital
hareket fazina gegmekte, boylece detektor tarafindan tespit edilebilmektedir (143).
Kiitle spektrumu, farkli frekanslardan olusan siniizoidal dalgalarin kompoziti olan
goruntd sinyalinin (free induction decay, FID) Fourier-transformasyon ile zaman
fonksiyonundan frekansa ¢evrimi ile elde edilmektedir (144). Glinimuzde gigcli
stiperiletken magnet ve ultra yliksek vakum saglayan sistemler i¢eren ICR cihazlarmin

klinik kullanim1 yiiksek maliyet sebebiyle kisithi kalmistir (143).

Detektor

Detektor, aktif yiizeyine (dinot) ¢arpan iyonlar ile olusan elektrik akimini dlgiilebilir

sinyallere doniistiiren MS boliimiidiir. Kiitle spektrometresinde molekiil seperasyonu ve iyon

seciliminde kaydedilen ilerlemeler sebebiyle detektor teknolojilerine olan ilgi nispeten kisitli

kalmistir fakat en son asamada iyonlarin goriiniir kilinmas1 oldukga biiyiik 6nem tagimaktadir

(145). MS sistemlerinde uzun siiredir kullanilan detektor tipleri, geleneksel analog (Faraday

cups, FC) ve electron multiplier (EM) detektorleri kapsamaktadir.

Elektron ¢ogalticilar (electron multipliers, EM): MS sistemlerinde en sik kullanilan

detektordir. Birbirine seri ve aralikli olarak baglanmis yiiksek negatif voltaj uygulanan metal
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plakalar (dinot), yiizeyine carpan iyon akimimi ~10° kat amplifiye ederek sekonder elektron
emisyonu (ve ardisik olusan elektron kaskadi ile) ile Olciilebilir elektron akimi sinyaline
doniistiirmektedir (145). Final dinot ise akiimiile olan yiikii voltaj atim1 olarak
kaydetmektedir. EM detektdrii, notral partikillerin dinot yiizeyine carparak gurulti
olusturmasinin oniine ge¢ilmesi adina iyonlarin ¢ikis ekseni digina yerlestirilmistir. En 6nemli
avantajlar giiriiltiiniin az olusmasi ve tek iyon tespitine olanak saglamasidir (146).

Faraday cup (FC): Basit ve uygun fiyath analog bir sistem olarak FC, olduk¢a sensitif EM
detektorler ile dl¢iilemeyen yiiksek iyon akimlarini tespitte basarilidir (147). FC yapisi, gukur
bir iletici elektrotun yiiksek direng ile topraklanmasindan olusmaktadir. iletici elektrota
carpan iyonlar, direng lizerinden akan ve topraktan iletilen elektron akimina sebep olmakta,
boylece direng tizerinde diisen potansiyel fark 6l¢iilerek sinyal kaydedilmektedir. Fakat termal
ve elektriksel giiriiltiiniin yiiksek olmasi, diisiik iyon akimlarinin tespitinde basarizliklar gibi
faktorler giiniimiizde FC detektorlerin MS sistemlerinde kullanimini sinirli kilmistir.
Fotomultiper tiip (PMT) Doniistim Dinot: PMT sistemlerinde mikrokanal dinot plakaya
(MCP) carpan pozitif iyon, elektron emisyonuna sebep olmakta ve fosfor ekrana ¢arpan
elektronlar ise foton salinimini indiiklemektedir. Sonrasinda ¢ogaltici tiipe ulasan fotonlar
amplifikasyon kaskadina dahil olmaktadir. Elektronlarin fotona ¢evrilmesinin baslica avantaji,
cogaltict boliimiin yiiksek vakum altinda tutularak kontaminasyondan korunmasi, boylece
detektor omriiniin uzatilmasidir (148).

Array Detektorleri: Array detektorler galigma prensibine gore farkli m/z oranina sahip
iyonlarin es zamanli tespiti ile pozisyon duyarli iyon deteksiyonu olarak iki ¢eside
ayrilmaktadir (149). Farkli m/z orani tespit eden MS sistemleri EM (nadir izotoplarin 6lgiimii)
ve FC detektortii (sik izotoplarin tespiti) kombinasyonuna sahiptir. Pozisyon duyarli 6l¢iim
sistemleri ise petek goriiniimiinde dizilmis elektriksel baglantiya sahip ¢oklu cam kanallardan
olusmaktadir (5-50 mm ¢apli1). Burada her bir kanal devamli dinot EM detektor gorevi
gorerek 10* kat amplifikasyon kazanci saglamaktadir. Sekonder elektronlarin kanallarda
siirlandirilmasi, uzaysal konum bilgisi vermekte ve final elektron bulut dagilimi charge-
couple device (CCD) gibi kamera sistemleri ile kaydedilebilmektedir. Pozisyon duyarl
detektorler kalitatif analizde yararli bilgiler sunarken, sik kalibrasyon ihtiyaci gibi faktorler

kantitatif analizdeki basarisini diistirmektedir (150).

3.6.1. Kiutle spektrometresi kisa tarihgesi
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MS tarihgesi, elektron partikiiliiniin kasifi Ingiliz fizik¢i Joseph John Thomson’ m katkilariyla
baslamaktadir. Thomson 1897 yilinda baz1 atomlarin yiik/ kiitle oranini belirlemis, iki y1l
sonrasinda 6grencisi Francis William Aston ile yeni bir cihaz ile es zamanl1 yiik 6l¢timii
gerceklestirmeyi ve elektron kiitlesi 6lglimiinti bagsarmustir. 1919” a gelindiginde ise Aston, ilk
kiitle spektrografini iireterek 287 dogal izotopun 212’ sine ait kiitle 6l¢iimlerini basartyla
gerceklestirmistir. 1940° a kadar atomlarin incelenmesi i¢in kullanilan MS, elektrik miithendisi
Alfred Nier tarafindan endiistriyellestirilerek genis bilim komiinitesinin kullanimina
sunulmustur. Nier iiretimi MS cihazlar sayesinde 6zellikle jeokimya ve biyoloji alaninda
geligsmeler saglanmig, uranyum-235 izotopunun niikleer fisyon 6zelligi belirlenmis, 1943-45
yillar1 arasinda Manhattan Projesi ile gelistirilen atom bombasinda kullanilacak uranyum
atomlarinin izolasyonu saglanmistir. MS teknolojisinin fiziksel ¢calisma prensipleri ise 1950’
lerde yapilan ¢alismalar ile aydinlatilmistir. Fred McLafferty yapisi bilinen metabolitlerle MS
metodolojisi ve terminolojisi alaninda katki saglamis (McLafferty rearrangement, (151)) ;
Klaus Biemann ise alkoloid ve peptitler lizerine ¢alismalart ile ilk kez dogal tirtinlerdeki
bilinmeyen maddelerin MS ile kesfedilebilecegini gdstermistir. Oral kontraseptiflerin mucidi
olarak anilan Carl Djerassi ise Stanford Universitesi’ nde kurdugu MS laboratuvarinda
steroid/ terpenoid bilesik analizleri gergeklestirmistir. MS” in klinik laboratuvarlarda
kullanimi ise 1980 yillarinda baglamistir. Rutin kullanimin ¢ogalmasi 6zellikle uyusturucu
madde taramalarina olan ihtiyag ile paralel seyretmistir. Bu noktada MS teknolojisi (GC-MS)
toksikolojik aragtirmalarda kullanilan klasik yontem olan immunoassay’ in sik yanlis pozitif
ve diislik spesifiteli sonuglarinin validasyonu i¢in bir gereklilik haline gelmistir. Ayni yilllarda
diisiik molekiil agirlikli organik molekiiller basariyla iyonize edilerek MS analizinde
incelenebilirken, protein/ kompleks karbonhidratlar gibi blyik molekdllerin iyonizasyon
problemi ortaya ¢ikmistir. 1988’ de dort farkli bilim adaminin katkilari, es zamanli
gelistirdikleri teknolojiler sayesinde protein iyonizasyon problemini ¢6zmiistiir. Yale
Universitesi’ nden John Fenn, giiniimiizde dahi en sik kullanilan iyonizasyon teknigi olan
elektrosprey metodunu (EST) kesfederek alanda ¢i1gir agmustir (152). Japan bilim adami1
Koichi Tanaka (Shimadzu) yumusak lazer desorpsiyonu ile biiylik protein molekiillerini
iyonize etmeyi basarmistir. Boylece iki farkli yumusak iyonizasyon teknigi gelistirilerek
analiz edilen metabolit spektrumu oldukga genisletilmis (biyolojik makromolekiillerin
eklenmesi ile) ve kolaylastirilmistir. Es zamanli olarak protein iyonizasyonu iizerine galisan
Frankfurt Universitesi biyofizik profesérleri Franz Hillenkamp ile Michael Karas, lazer
mikroprob kiitle analizorii gelistirerek basarili olmus ve bu teknolojiyi ‘matriks destekli lazer

desorpsiyon/iyonizasyonu (MALDI)’ olarak adlandirmislardir (153). Bu gelismeler sayesinde
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tiim diinyada klinik/ arastirma laboratuvarlarin hizmetine sunulan MS, kullanici dostu bir

teknoloji olarak analitik kimyadaki vazgecilmez yerini almistir (154, 155).

2.4.3. Kitle spektrometresi ¢alisma prensipleri- fizikokimyasal parametreler

Partikiillerin kiitle/ yiik (m/z) oran degerleri, MS cihazindaki hareketlerini etkileyen ve kimlik
tayininde belirlenen asil parametredir. Farkli kiitle analizor tipleri ise (kuadrupol, TOF, ion
trap) m/z oranlarin1 daha 6nce bahsedilen sekilde farkl fizikokimyasal parametreleri
Olctimleyerek belirlemektedir (spesifik radyofrekans tarama/ ugus zamani/ iyon tuzaklama).
Likit Kromatografi Analizinde Degerlendirilen Parametreler:

Alikonma zamani (¢tR): Analitin kolon icerisinde kalma siiresini veya enjeksiyon ile kolondan
eliisyon arasi gegen siireyi ifade etmektedir (156).

Rezoliisyon (Rs): Piklerin ayrilma derecesini ifade eden bir 6lgiittiir. LC-MS kantitasyon
basarisini etkileyen en dnemli kromatografi parametresidir (137). iki pik aras1 taban ¢izgisi
ayrimi rezollisyon artisi ile iyilesmektedir. “Etkinlik (N)”, “Secicilik/ Selektivite (a)” ve
“Alikonma/Kapasite Faktorii (k)” parametreleri ile hesaplanmaktadir. Formiilasyonda

goriilecegi sekilde segicilik (a), rezolusyonu en ¢ok etkileyen parametredir:

_JN k a—1
RS—T Xm X 7 (157)

Alikonma (Kapasite) faktorii (k): Analitin kolon icerisinde tutulma derecesini ifade etmektedir
(137). k, molekiiliin yapisi, sabit ve hareketli fazin cinsi ile degisim gosterirken, mobil fazin
akis hizi, kolon ve tubing ¢ap1 gibi parametrelerden etkilenmemektedir. Formiilasyonu, sabit
faz ile etkilesimde harcanan siirenin (analit pikinin alikonma zamani) mobil fazda harcanan
siireye gorece oranlanmasi ile elde edilmistir. Burada oranlanan mobil faz {izerinde geg¢irilen
stire, hareketli faz pikinin alikonma zamanidir (veya sabit fazla etkilesmeyen bilesigin kolonu
terk etmesi igin gegen 6lii zaman, tM). Alikonma faktori rezollisyonu etkileyen en 6nemli
parametrelerin baginda gelmektedir (156). Cok hizli eliisyonlarda alikonma zamani degisime
aciktir ve koeliisyona ugrayan maddeler sebebiyle izobarik interferans goriilmektedir, diger
anlamiyla incelenecek analit piki maskelenebilmektedir. Bu durumda rezoliisyon sifira
yaklasmaktadir. Ote yandan geg eliisyonlarda gériilen pik genislemesi ise dogru ve kesin
integrasyonda problemlere yol agmaktadir. Kapasite faktorii genellikle 1<k<10 araliginda
olmalidir ve mobil fazin giicli degistirilerek (zayif ve kuvvetli solvent kompozisyonu
degistirilerek) kontrol edilmektedir. Rezollisyon k arttik¢a artmakta fakat k= 10 Gzerine

ciktiginda bu artig yavaslayarak oldukc¢a uzun alikonma siireleri gozlenmektedir.
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Selektivite (Ayrim Faktorii, a): 1ki farkli analit pikinin maksimum noktalar1 arasindaki zaman/
mesafenin bir dl¢iisiidiir. iki farkli matriks komponentinin géreli alitkonmasi veya ayrimi
seklinde distiniilebilmektedir. Kapasite faktorlerinin oranlanmasi ile hesaplanmaktadir.
Selektivite; kolon paketlemesi (sabit fazla doldurulmast), mobil (pH)-sabit faz kompozisyonu
ile sicaklik faktorlerinden etkilenmektedir. o=1 degeri, iki pikin esit alikonma siiresi ve ayni
elisyona sahip oldugu durumu ifade etmektedir (156).

a=(k2)/(k1)

Etkinlik (Kolon Plaka Sayisi, N): Kolondaki partisyona bagli molekiil band1 dagiliminin bir
Olctitiidiir ve farkli kolon etkinliklerini karsilagtirabilmek amaciyla kullanilmaktadir. Etkinlik,
alikonma zamani ile dogru orantili iken, pik genisligi ile ters orantilidir. Kolonda dar pik elde
ediliyorsa etkinlik yiiksek; genis pik elde ediliyor ise etkinlik diigiiktiir. Diger bir ifade ile
etkinligi yiiksek kolonlar ile, daha yiiksek rezoliisyon ve kolay madde ayrimi elde
edilebilmektedir. Terorik plaka sayisi olarak da anilan etkinlik bu y6niiyle kolon
performansini degerledirmek amaciyla en sik kullanilan parametrelerdendir. Etkinlik kolon
uzunlugu, partikiil ¢ap1, akis hizi ve ekstra-kolon etkilerinin (tubing) bir fonksiyonu olarak
olugsmaktadir. Etkinlik kolon uzunlugu ile dogru orantili iken partikiil ¢apr ile ters orantilidir
(137). Kiigiik partikiil capina sahip kolonda difiizyon yolu da kiigiik olmakta, maddenin
partikiil icine giris ve ¢ikisi hizli gergeklesmektedir. Boylece pik diflizyonunun gerceklestigi
partikiilde daha az zaman harcanmaktadir. Fakat ¢ap kiigtildiigiinde akis hizinin etkinlik
tizerindeki etkisi azalmaktadir ve basing artmaktadir. Dolayisi ile etkinligi artirmak adina
partikiil cap1 optimal diizeyde tutulmalidir. Son zamanlarda gelistirilen ‘superficially porous
particles (SPP)’ teknolojisi ile ultra-yiiksek performansh likit kromatografi (UHPLC)
sistemlerinde goriilen yliksek arka plan basinct olmaksizin diisiik diflizyon yolu ve sonugta
yiiksek etkinlik elde edilmektedir. Ote yandan akis hiz ile etkinlik arasindaki bagint1 ise, Van
Deemter esitligi ile ortaya konmustur (158). Bu esitlik ile elde edilen akis hizi- etkinlik
grafiklerinde 2 um cap alt1 boyutundaki partikiillerin kullanildigi UHLPC sistemlerindeki
etkinlik ile biiyiik (2.7 um) SPP partikiillerin tercih edildigi sistemlerdeki etkinlik
gorsellestirilebilmektedir (137).

t (alikonma zamant) 2
N = 16 X < - Y )
W (taban pik genisligi)

2.5. Hematolojik Maligniteler ve Metabolomik Arastirmalar

2.5.1. NMR tabanh metabolomik ¢alismalar
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Losemi/ lenfoma grubu hastaliklarda 2000’11 yillardan itibaren hiz kazanan NMR tabanli
caligmalar, ¢esitli diagnostik ve prognostik biyobelirtecler tanimlamistir. Hiicre kiiltiirti
calismalari ile hiicre diizeyindeki molekiiler degisimler incelenirken (47, 48), artan sayida
arastirmada viicut sivilarinda NMR analizleri gerceklestirmistir. Bu ¢aligsmalarin bir kisminda
cesitli metabolitlerin kanser alt tipleriyle ve sitogenetik varyasyonlarla iligkisi ortaya
konmustur (50-52). Ornegin leptomeningeal metastatik B-hiicreli NHL’ya sahip bireylerin
beyin-omurilik sivist ve kan 6rneklerinde gergeklestirilen kalitatif NMR ¢alismasinda,
metastatik olmayan timore sahip bireylere gdre glisin, alanin, pirtivat, karnitin, asetilkarnitin
ve fenilalanin diizeyleri farkli bulunarak grup ayirict metabolitler olarak tanimlanmistir ve
NMR’1n invaziv olmayan bir metot olarak tani ve tedaviye cevapta komplementer kullanimi
onerilmistir (53). 183 AML hastas1 ve 232 kontrol bireyi igeren bir ¢alismada, serum NMR
metabonom analizi ile glikoliz, glukoneogenez, Krebs dongisu, protein ve lipoprotein sentezi,
yag asidi metabolizmasina ait yolaklarda hastalar1 kontrollerden ayiran ve ayni zamanda
hastaligin sitogenetik riskine gore degisen 6nemli metabolitler raporlanmistir (54). Lenfoma
hastalarin1 (HL, NHL) iceren bir kohort analizde ise, otolog hematopoetik hiicre
transplantasyonu Oncesi periferal kok hiicrelerde NMR analizi ger¢eklestirilmis, tedavi
sonrast terapiye bagli AML (t-AML) gelisen hastalardaki mitokondriyal disfonksiyonun
NMR analizi ile kestirilebildigi gosterilmistir (55). Ozellikle alanin-aspartat-fenilalanin
metabolizmasi, Krebs dongiisii, aminoacil-t-RNA sentezi gibi yollar ile iligkili metabolitler
anlamli bulunmustur. Bu sekilde ¢ogaltilabilecek 6rnekler, NMR ile es zamanli 6l¢timlenen
yuzlerce metabolitin yolak analizi ile biyobelirteg belirlemede ve erken tanida ne sekilde yol
gosterici olacagi hakkinda fikir vermektedir. Calismamiz ile kohort tipi agisindan benzerlik
gosteren bir 2018 arastirmasinda, AML, NHL, KLL ve kontrol bireylerde kalitatif serum
NMR analizi gegeklestirilmis ve dnemli bulunan grup ayirict metabolitlerle kompleks hastalik

alt modelleri olusturulmustur (56).

2.5.2. MS tabanh metabolomik ¢alismalar

Losemi/ lenfoma grubu hastaliklarda MS tabanli ¢alismalar, siklikla antilosemik ajanlarin
art¢1 metabolitlerinin farmakokinetik takibini igermektedir (60-63). Ayrica 2021 yilina ait bir
derleme 16semi alt tiplerinin siniflandirmasinda, biyobelirtec ve hiicre yiizey belirtecleri
tanimlamada, minimal rezidii hastalik takibinde, proteomik ekspresyon degisimleri tespitinde

MS’in konvansiyonel tanisal testlere yardime1 analiz teknigi olarak kullanimini 6nermistir
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(64). Ayrica merkezi sinir sistemi lenfomalarinda ilgili protein biyobelirtegler mutasyonlara

bagl aktive veya deaktive olan proteinlerin varligini tespit edebilen bir MS ¢aligmast ile

tanimlanabilmistir (65).

Tablo 2.10 NHL, KLL ve AML hastalarina ait serum, plazma, 16kosit 6rneklerinde son 10 yilda
gergeklestirilen metabolomiks calismalart (NMR, GC, LCMS).

incelenen
Matriks

Plazma

Serum

Plazma

Serum
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Kemik Seramit ve ‘Shotgun’ LC-MS/MS  GraphPad Stefanko,

Migi sfingolipitler lividomiks (TriVersa Prism 6.0, Adam, et
Aspirati P NanoMate  SIMCA al., 2017
n=16 ESI (v.14,

kaynagi) Umetrics)
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Etik Kurul Onami

TUm deneyler Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari, Bezmialem Vakif Universitesi ilag Uygulama
ve Arastirma Merkezi, Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Merkezi Rutin Biyokimya Laboratuvari ve TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi’
nde 27.02.2023 — 05.06.2023 tarihleri arasinda yiirtitiilmistiir. Bezmialem Vakif
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya A.B.D. ve Eriskin Onkoloji-Hematoloji
A.B.D. ile ¢ok disiplinli ¢alisma koordinasyonu icerisinde ydir(tilen ¢alisma,
30.11.2021 tarihli 2021/391 say1li Bezmialem Vakif Universitesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu izni ile gergeklestirilmis, Bezmialem
Vakif Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (Proje No:
20211203) ve TUBITAK 1002 - A Hizli Destek Modiilii (Proje No: 1225744,
01/09/2022) tarafindan desteklenmistir.

3.2. Cahsma Dizayni
3.2.1. Deney Tasarimi (Design of Experiments) Yaklasim

Deney tasarimi (DoE), incelenecek sonug (response) ile iligkili faktorlerin sistematik
varyasyonuna izin vererek bunlari1 es zamanl ele alan ve bu faktorlerin sonuca
kombine etkilerini, birbirleriyle etkilesimini ortaya koymak veya sonug
optimizasyonu yapmak amacli uygulanan algoritmik model yaklasimlarini
tariflemektedir (159). Bir DoE ¢alismasindan elde edilen veriler, faktorler ve 6l¢iilen
yanitlar arasindaki iligkiyi en 1yi sekilde tanimlayan matematiksel fonksiyonlar
olusturmak i¢in kullanilmaktadir (160). Bu matematiksel iligki jenerasyonunda

kullanilan veriler deneme yanilma veya faktorlerin tek tek incelenmesi ile elde
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edilmektedir. DoE, sebep-sonug iliskisini inceleyen ampirik yari-deneysel (quasi-
experiments) diizenlerde ise (giincel ¢aligmada oldugu gibi), dogal kondisyonlarin
degiskenlik gosterdigi yani varyans faktorii olarak ele alindig1 goézlemsel
metodolojiye isaret etmektedir. DoE yaklagimi ilk defa, diisiik 6rnek sayili gercek
veri analizi lizerine ¢alisan iinlii biyoistatistik¢i Ronald Fisher tarafindan ‘The
Arrangement of Field Experiments (1926)’ adli kitabinda ortaya konmustur (161,
162). Fisher, bu metodolojinin dort elemanini sirastyla faktoryel prensibi,
randomizasyon, replikasyon ve bloklama olarak tarif etmistir (160). Bu prensipler
1s18inda gegmiste manuel hesaplamalar (fonksiyonlar) kullanilirken gilintimiizde
kompiitasyonel tabanli deney jenerasyonlari ile daha verimli ve etkili deneysel
tasarim modelleri olusturulabilmektedir. Taguchi ve Shainin gibi bilim adamlarinin
matematiksel model gelistirimleriyle giiniimiizde ¢ok farkli alanlarda uygulanabilen
ve batuncil bir bilimsel metodoloji haline gelen DoE (163), 6ncelikle farmasotik
iirtin ve reaksiyon optimizasyonu ile malzeme miihendisligi gibi endistriyel

alanlarda kendine yer edinmistir (164, 165).

DoE yonteminin tibbi alandaki uygulamalari ise incelenecek hastalik veya duruma
etkiyen parametrelerin (variables) sistematik olarak ortaya konmasi ile hem
degiskenler arasi iliskinin hem de hastalik cevabina etkisinin net sekilde ortaya
cikarilmasini igermektedir (166, 167). Bir¢ok tibbi kondisyonun multifaktoriyel
etyolojisi goz oniine alinirsa, DoE yaklagiminin 6zellikle vaka ¢alismalarinda baskin
etkileri ortaya ¢ikarmada ve bireysel heterojeniteyi aydinlatmada sistematik ve etkili
bir deney akisi saglayacagi agikardir. Bu nedenle DoE, son yillarda tip alani

uygulamalarinda da artan trend halinde metodolojik bir gereksinim haline gelmistir
(159).

3.2.2. DoE Yaklasimi ile Calisma Degiskenlerinin Belirlenmesi ve Genel Akis

Guncel ¢calismada DoE yaklasimina uygun olarak tasarlanan kavramsal dgeler:
-Bagimsiz degiskenler: Incelenecek ornek tipi (serum ile tam kandan elde edilecek
16kosit izolat1) se¢imi, benzer ¢aligmalar (168) ve pilot denemelerden yola ¢ikilarak
en az Orneklem sayisinin belirlenmesi; 16kosit izolasyon protokoli (169) ve bu
orneklerde total protein miktart belirlenmesinde kullanilacak metot se¢imi (170),
serum (171) ile 16kosit izolat1 (172) 6rneklerinde uygulanacak 1D kantitatif NMR
metodu (173) ile 2D NMR metot se¢imi (174, 175), ¢evrimigi veri tabani
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COLMARM (176) kullanilarak analit tespiti- validasyonu, kalitatif (untargeted) LC-
MS deneylerinin gergeklestirilmesi (177), veri analizinde tercih edilen tek (SPSS) ve
cok-degiskenli istatistiksel metot ile analizin gergeklestirildigi yazilimsal
platformlarin se¢imi (Chenomx NMR Suite, MZmine 3, MetaboAnalyst 5.0,
TidyMass).

-Bagimli degiskenler: Hasta/ kontrol bireylere ait serum ile 16kosit izolati
orneklerinde belirlenecek analitler ve seviyeleri, analit intensiteleri arasi korelasyon
verisi, spesifik analitlerin karyotipik alt gruplar1 ayirma giiciine ait sonuglar, analit
intensiteleri ile bireylerin demografik veya farkli tam kan sayimi parametreleri
(n6trofil/ lenfosit orani, blast orani vb.) arasi korelasyon verisi, ¢ok degiskenli
istatistiksel analizler ve analitlerle iliskili yolak analizi sonuglar1, gruplar arasi
diferansiyel modelleme (regresyon analizi) sonuglari, network/ temel bilesenler
analizi ve biyobelirte¢ tanimlama analizlerine ait sonuglar.

-Kontrol degiskenler: Hasta ve kontrol bireylerin farkli bir malignite/ eslik eden
metabolik hastalik tanis1 almamis olmasi, tiim 6rneklerin ayni sekilde alinmasi, ayn1
ortamda saklanmasi, ayni kosullarda tek kisi tarafindan NMR ve MS analizleri i¢in
hazirlanmasi, NMR analizlerinin tek seferde ve MS analizlerinin ardisik 3 giin
icerisinde gerceklestirilmesi, LC-MS deneylerinde kalite kontrol materyalleri
kullanarak ‘deney-ici (Ingilizce: intra-batch) ve deneyler-aras: (inter-batch) kesinlik
(precision)’ degerlerinin belirlenmesi (177), 16kosit izolatlarinda homojenizasyon
sonrast bikinkoninik asit (BCA) analizi ile total protein 6lgimu ve metabolomiks

verisinin normalizasyonu (178) olarak belirlenmistir.
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Tablo 3.1 Calismaya ait genel akis.

HASTA & KONTROL BIREYLER

LOKOSIT iZOLATI

METABOLOMIKS METABOLOMIKS
(NMR & LC-HRMS) (LC-HRMS)
I
Kantitatif (NMR) &

Kalitatif (LC-HRMS)
|

_ VERI iSLEME &
SEVIVE 1 & 2 ANALIT KANTITASYONU

; - KISMi EN KDGDK KARELER i ; ;

TEK-YONLO ISTATISTIKSEL
ANALIZ

3.3. Orneklem Biiyiikliigii

Metabolik fenotipleme yaklagimlarinda en az 0.8 gu¢ duzeyinde 6rneklem ve etki
biiyiikliigli tahmini igin pilot ¢alismalar (117) ile klasik gli¢ analizine ek algoritmalar
yardimiyla 6ncelikli bir degerlendirme gergeklestirilmelidir (168, 179). Secilen HM
tiirlerini inceleyen benzer ¢alismalardaki (56) ve pilot denemelerde bulunan anlaml
sonuglar g6z oniine alindiginda ¢alisma 6rneklemi, her bir grupta 30’ar birey olacak
sekilde belirlenmistir. Numune hazirlig1 ve analitik siiregte yasanan ornek kaybi vb.
deneysel faktorlerden 6tird nihai 6rneklem biiytikligi 30 KLL, 27 NHL, 29 AML ve
30 kontrol bireyi kapsamistir.
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3.4. Numune Eldesi

Bezmialem Vakif Universitesi yetiskin hematoloji poliklinik/ servisinden, flow
sitometrik analiz istemiyle Saglik Uygulama ve Aragtirma Merkezi Rutin T1bbi
Biyokimya Laboratuvarina refere edilen hasta serumlari, sar1 kapakl jelli tiiplere
(BD Vacutainer®, 6 cc) alindiktan sonra 3500 rpm, 10 dakika santrifiij sonras1
alikotlanarak saklanmis (-80 °C, en az iki ependorf olarak); mor kapakli K3 EDTA
(BD Vacutainer®, 3 cc) tiipe alman tam kan drneklerinde ise hemogram ile hiicre
sayimi tamamlandiktan sonra immiinfenotipleme sonrasi 16kosit izolasyonu
gerceklestirilmistir (169). Immiinfenotipleme, BD FACSCanto™ Clinical Flow
Cytometry System cihazinda yapilmistir. NMR ve LC-MS analizleri, muhafaza
edilen 6rneklerden yalnizca KLL, NHL ve AML tanili raporlanan numunelerde ve

kontrol bireylere ait 6rneklerde gerceklestirilmistir.

Lékosit Izolasyon Protokolii: Glincel calismada HR-LCMS teknolojisinden
yararlanilarak, I6semi ve lenfoma grubu hastalarda patogenetik degisimleri ortaya
koymak amaciyla kanserin kdken aldigi l6kosit hiicreleri izole edilmis ve bu
hiicrelerde metabolom analizi gerceklestirilmistir. Lokosit eldesinde eritrosit lizis
metodu (180) elde edilen izolatlarin tim hicre serilerini icermesi, hizli ve yiiksek
verimlilikte hiicre eldesi gibi yogunluk gradyan ayrima gore iistiinliikleri ile
caligmada tercih edilen yontem olmustur. Lizis yontemi temelinde ozmotik sok ile
eritrositlere ait hiicre membran ve kalintilarin uzaklastirilarak tiim lokositlerin
%60’1m1 olusturan graniilositleri de icerecek sekilde yiiksek ¢iktili hiicre popiilasyonu
izole edilmesi yer almaktadir. Bu amagla glincel ¢aligmada (169):

-Periferik tam kan 6rneginin 300 g, 5 dakika santrifiij edilerek plazma kisminin
atilmasi,

-500 pl kan 6rneginin 5 ml eritrosit lizis tamponu (BD FACS Lysing solution 10X
Concentrate) ile 1:10 (v/v) oraninda seyreltilmesi,

-10 dakika oda 1s1sinda ve karanlikta inkiibasyon,

-300 g, 5 dakika santrifiij sonrasinda siipernatantin atilmasi,

-Lizis reaktifi kalintilarin1 uzaklastirmak {izere pelletin, 5 ml hiicre yikama soliisyonu
eklenerek (BD Biosciences X5L Cell Wash) 300 g, 5 dakika santrifiij basamaginin

iki kez tekrarlanacak sekilde yikanmasi,
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-Elde edilen pelletteki hiicrelerin mm?®basina minimum 1.000.000 hiicre igermesi
kosuluyla (Thoma lamu ile sayilarak) 2 ml’lik eppendorflara aktarilmasi, ileri

analizler icin -80°” ye kaldirilmas1 asamalar1 uygulanmuistir.

Lékosit Izolat Numunelerinin Homojenizasyonu: HR-LCMS analizi 6ncesinde
16kosit izolatlar1 oda sicakliginda ¢oziildiikten sonra homojenizasyon amaciyla ilk
olarak;

-0.5 mm zirkonyum bilye ile 30 frekansta (1/sn) 10 dk homojenizasyon (Retsch
Mixer Mill MM400),

-1500 g’de 30 dk santrifij,

-Ust fazin filtreden gegirilerek temiz bir ependorfa alinmasi asamalarindan

gecirilmigtir (181).

Lékosit Izolatlarinda Total Protein Olgiimii: Ependorflara alinan her bir izolat, analit
normalizasyonunda (178) kullanmak {izere total protein konsantrasyonu agisindan
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) metodu ile arastirilmastir.
Pulverize edilen 16kosit izolatlarinda total mikroprotein degerleri, kit protokoliinde
belirtilen sekilde her bir 6rnekten 25 pL kullanilarak mikroplaka okuyucu iizerinde
562 nm’de alinan absorbans degerleri ile elde edilmistir (Varioskan Flash Spectral

Scanning Multimode Reader, Thermo Scientific).

3.5. Dahil Edilme ve Dislanma Kriterleri

Dahil edilme kriterleri: ilk defa KLL, NHL ve AML tanis1 alan hastalardan yalnizca
hastaligin aktif evresinde ve kemoterapi tedavisi almamis olanlara ait 6rnekler
toplanmistir. Kontrol 6rnekleri ise hasta gruplariyla cinsiyet, yas (40-65 yas), BMI
acisindan eslesen, ek hastalig1 bulunmayan saglikli bireylerden tam kan ve serum
orneklerinde rutin istemleri ¢alisildiktan sonra tibbi atik olarak imha edilecek
tiiplerden (serum ve 16kosit izolat1 olarak iki sekilde) elde edilmistir.

Dislanma kriterleri: Ilag-sigara kullanimi, sekonder tiimor varligi, hipertansiyon,

diyabet, malnutrisyon, kronik enflamatuvar hastalik varlig:.
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3.6. Gereg

3.6.1. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2 Kullanilan cihazlar ve markalari.

Cihaz

Marka

Otomatik pipetler
Distile su cihazi
Ultra saf su cihazi
Hassas terazi
Santrifij
Vorteks
Buzdolab1 (+4°C)
Derin dondurucu (-20°C, -80°C)
pH metre
Manyetik 1siticili karistirict
Otomatize klinik kimya analizori
UV-vis spektrofotometre
Homojenizator
700 MHz NMR
Q Exactive™ Plus Hybrid
Quadrupole-Orbitrap™

3.6.2. Kimyasallar

CAPP, Almanya; Eppendorf, Almanya.
Millipore Co., ABD
Sartarius Stedim Biotech, Almanya
Daihan, Kore
Hermle, Almanya; Beckman Coulter, ABD
Stuart, Ingiltere
Beko, Turkiye
Ugur, Tiirkiye; Haier, Cin
Milwaukee, Mi 151, Rocky Mount, ABD
Stuart, Ingiltere
Siemens Atellica® CH 930 analyzer, Almanya
Thermo Scientific, ABD; Biochrom, ABD
Retsch, Almanya
Bruker, Almanya
Thermo Fisher, Almanya

Calismada kullanilan kimyasallar Tablo 3.3 ve HR-LCMS analizlerinde kullanilan
internal standart icerigi (AA-IS Mix, Cambridge Isotope Laboratories) Tablo 3.4 ‘te
belirtilmistir.

Tablo 3.3 Kullanilan kimyasallar ve markalari.

Kimyasal Marka
Metanol Sigma-Aldrich, Almanya
Izopropanol Sigma-Aldrich, Almanya
Sodyum asetat Sigma-Aldrich, Almanya
Sodyum azid Sigma-Aldrich, Almanya

Tablo 3.4. Hidrofilik amino asit internal standart karisiminda yer alan bilesikler ve
konsantrasyonlar1 (Cambridge Isotope Laboratories).

Bilegik [saret & Zenginlestirme Kons. (ug/mL)

L-16sin D10, 98% 2.24
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L-glutamik asit 2,3,3,4,4-D5, 98% 2.08
L-alanin D7, 98% 1.6
L-valin D8, 98% 1.44

L-izoldsin D10, 98% 1.28
L-fenilalanin D8, 98% 1.28
L-aspartik asit 2,3,3-D3, 98% 0.96

Glisin D5, 98% 0.96
L-treonin D5, 98% 0.8
L-prolin D7, 97-98% 0.64

L-tirozin D7, 98% 0.64
L-lizin:2HCL D9, 98% 0.48

L-arjinin:HCL D7, 98% 0.48
L-serin 3,3-D2, 98% 0.48

L-histidin;HCL:H20 Ring-2,4-D2; Alpha, 0.32
Beta, BetaD3, 98%
Rezerpin 4

3.7. YOntem

3.7.1. Bir boyutlu (1D) NMR deneyleri

1 boyutlu NMR deneylerinde sinyal, kimyasal kayma degeri ile tek bir parametre
fonksiyonu olarak sunulmaktadir. Farkli kimyasal ¢evrelerde konumlanmis H
atomlarina ait kimyasal kayma (), ciftlenim sabiti, eslesme paternleri ile ilgili
edinilen bilgiler, kompleks karisimlardaki molekiillerin tantimlanmasinda
kullanilmaktadir (125). 1D NMR deneyleri yiiksek tekrarlanabilirlik ve dogruluk
seviyeleri ile 6zellikle kantitasyonda tercih edilmekte (175, 182) ve MS analizlerinde
sik yasanan analite 6zgii metot se¢imi ile internal standart gereksinimi veya tekrarl
analizlerde grup igi-gruplar arasi varyasyon (intra-interbatch) gibi problemlerin
¢ozlimiinde fizibilite agisindan kolaylik saglamaktadir (183). Ayrica NMR
analizlerinde 6nemli bir dezavantaj olarak gozlenen goreli diistik sensitivite de son
yillarda gelistirilen hiperpolarizasyon teknikleriyle asilarak (dinamik niikleer
polarizasyon, DNP), bu teknolojinin son yillarda metabolomikste artan siklikta

uygulanmasi saglanmistir (184). Bahsedilen ileri metotlarin kullanimi uzman
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tecriibesi ve pahali ekipman destegi gerektiriyor olsa da, yazilim gelistiricilerin bu
teknolojileri kolaylastirilarak daha genis komiinite ve laboratuvarlara adapte etmek
adma calistiklar1 ifade edilmektedir (184). Ornegin gelismis altyap: gerektiren DNP
metoduna alternatif olarak basarili hiperpolarizasyon saglayan “signal amplification
by reversible exchange” (SABRE, (185)) ile para-hidrojen kullanimi (186) gibi
diisiikk maliyetli hiperpolarizasyon teknikleri gelistirilerek arastirmacilarin

kullanimina sunulmustur.

3.7.1.1. Bir boyutlu (1D) kantitatif *H NMR deney tasarimi

NMR ile analit kantitasyonu, yalnizca serum Orneklerinde ve bu tiir matrikslerde su
sinyalini baskilamada en sik tercih edilen 1D Nuclear Overhauser etkisi
spektrometresi (NOESY) sekansi ile (171, 173, 187) kantitatif (QINMR) metot
seklinde gergeklestirilmistir. 1D NOESY NMR deneyleri, TUBITAK Marmara
Arastirma Merkezi (MAM) NMR Laboratuvari biinyesindeki Bruker Avance 111 700
MHz cihazinda (298 Kelvin) ve kriyojenik prob (QCI CryoProbe, Bruker) ucu
kullanilarak uygulanmastir.

Serum numune hazirliginda literatiirde yer alan ¢alismalar modifiye edilerek (171,
188) asagidaki protokol takip edilmistir:

Serum numunelerinin hazirlanmasi: Analit konsantrasyonlari, her bir numune
icerisine internal standart olarak eklenen DSS molekdiliine gore belirlenmistir (189).
Ornek hazirlama asamalarinda sirasiyla;

-15 ml’lik falkon tiiplerde 1 ml serum igerisine 2 ml soguk metanol eklenerek
vortekslenmis ve 10 000 g’de 1,5 saat santrifiij edilmis,

-Siipernatant filtrelenerek 2 ayr1 ependorfa aktarilmis ve vakum konsantratorde
(Eppendorf™ Concentrator Plus) V-AL modunda 60°C’de kurutulmus,

-Elde edilen pelete toplamda 600 pL 60 mM fosfat tamponu ve 100 pL déteryum
oksit igerisinde hazirlanmis 1.75 mM sodyum trimetilsililpropansiilfonat (DSS, %0.2
sodyum azit) eklenerek vortekslenmis, elde edilen karisim son hacim 700 pL olacak
sekilde 5-mm (Medium Wall Precision NMR Sample Tube, Wilmad) NMR tiiplerine
aktarilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 NMR analizi gergeklestirilen serum drneklerine ait 6rnek hazirlama agsamalart.

NMR- Serum Ornek Hazithg:

-

| |
0 Spematan:
analitler+ ——

= |~ . metanal
= .l |
= ' ! I
o — | ;
Y T\“ e ‘Lj: 9 Y Vakum konsantratir, V-AL,
I / Protein, \ 60°C
900 pl serum + — lipopratein
100 pl sodyum | e lipit Rekonstitiisyon: 60
fumarat (IS) + 10000 g, 90 dk \, cokeltisi mM fosfat
2 ml metanol santrifl) -, o tamponu + 1.75
mi DSS,
‘h‘!"‘ 7 dtteryum oksit
T igerisinde

3.7.1.2. Bir boyutlu (1D) NMR deney parametreleri

NMR spektrum eldesinde ilgili cihaz parametreleri: Tum parametrelere ait
optimizasyon analizleri Bruker Avance III 700 MHz cihazinda 6nceki bir ¢calismada
tanitilan metodun modifikasyonu ile ger¢eklestirilmistir (187). Segilen puls programi

Bruker terminolojisi ile ifade edildiginde ‘noesygpprid’ olmak Uzere;
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Tablo 3.5 1D NMR deneylerinde uygulanan cihaz parametreleri.

1D Cihaz Parametreleri
Kazanim zamani

(acquisition time, AQ) 4sn
Spektral genislik
(sweep Wi%th, SW) 12 ppm
Transient sayisi 128
(number of scans, NS)
Yapay tarama 8
(Dummy scans, DS)
Su sinyali 4,69 ppm
Gevseme gecikmesi 3sn
(recycle delay, d1)
Alic1 kazanci
(receiver gain, RG) 101
Nokta sayist
(number of points, NP) 64K
K?.I‘l_stll’n_la siiresi 02 sn
(mixing time, MT) ’
FID boyutu 2sn

(time-domain, TD)

3.7.1.3. Spektral isleme

Veri islenmesi otomatik olarak gergeklestirilmistir. Fourier transformasyonu,
baseline diizeltme ve pik hizalama gibi 6n islemler TopSpin (v. 4.1.3.) ve Chenomx
NMR Suite (v.9.02) programinda gergeklestirilmistir. Cizgi enlenmesi (line
broadening) 0.3 Hz ve zero-filling faktorii 2 (132K veri noktasi olusturularak) olarak
ayarlanmigtir. Otomatik fazlama yalnizca zero-order faz dizeltme ile
gerceklestirilmistir. Analitlere ait kimyasal kayma frekans degerleri DSS ile (0.0
ppm) kalibre edilmistir. Veri islenimi sonras1 kalite kontrol kriterleri, bu amagla
hazirlanan serum havuzu 6rneklerine ait spektrumlarin incelenmesi yoluyla

karsilanmistir.

3.7.14. Deney kalite kontrolu

Caligmada internal standart olarak kullanilan sodyum trimetilsililpropansiilfonat
(DSS)’1n plazma/ serum gibi matrikslerde endojen proteinlere baglanarak kimyasal
kayma referans sinyalinin genislemesine yol a¢tig1 bilinmektedir (190). Bu sebeple
ust Uste binen rezonans sinyalleri 6zellikle kiigiik molekul analizinde sorun

olusturabilmektedir. Bahsedilen problemin varligin1 aragtirmak adina spektrumun
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ilgili bolgesinde H1 protonu ile 5.23 ppm’de dublet rezonant sinyal gosteren kuguk
organik molekiillerden a-glukoz, manyetik alan homojenitesi ve kalite
monitorizasyonunda kullanilmaktadir (190). Giincel ¢alismada analiz edilen serum
matrikslerinde 6l¢iilebilir diizeyde bulunan a-glukoza ait sinyal, deney kalite
kontrolii olarak incelenmistir. Manyetik alan homojenite tespitinde bir diger
parametre olarak, serum orneklerinde 4.13 ppm’de dordiiz (quadruplet) yariklanma
paterni gosteren laktata ait santral piklerin spektral ¢izgi genisligi analiz edilmistir.
0.3 Hz ¢izgi enlenmesi (line broadening) uygulamasi sonrasi santral piklerin simetrik
olmasi ve ¢izgi yar1 genisliklerinin 1.15 Hz’ten biiylik olmamas1 gerekmektedir
(187). Ayrica kalite kontrol serum havuzlarina ait spektrumlarda, rezidiiel su pikinin
4.6-4.8 ppm aras1 bolge harici taban hattini etkilemedigi gozlenmistir.

Ortaya konan deney akigina gore serum orneklerinden elde edilen NMR
spektrumlarinda, diisiik molekiil agirlikli polar bilesikler (amino asit, organik asit ve
ara metabolitler) basta olmak iizere, ndtral ve polar lipitlerin kantitasyonu basariyla

gerceklestirilmistir.

3.6.1. Iki boyutlu (2D) NMR deneyleri

Geleneksel 1D NMR kiiciik molekiillerin fonksiyonel gruplari ile saf analit
konsantrasyonu belirlemede basarili olsa da, biiyiik yapili bilesikleri igeren kompleks
karisimlarda iist liste binen pik (overlapping) problemi oldukga sik
gozlemlenmektedir (191). Ayrica 1D spektrumlarinda gézlenen dar kimyasal kayma
penceresi (veya spektral genislik) de tist tiste binen piklere sebep olan bir baska
faktordur (192). Bu problemi agsmak adina 2D NMR ile, rezonant piklerin
spektrumun ek boyutunda dagilimi saglanmakta ve daha basarili diskriminasyon elde
edilmektedir. 2D NMR tekniginde analit dekonvoliisyonu daha iyi gerceklestirilse
de, komputasyonel analiz ile deney surelerine ait uzun zaman gereksinimi énemli bir
dezavantaj olarak karsimiza ¢cikmaktadir (175). Ik defa 1971 yilinda Jean Jeener
tarafindan ortaya atilan 2D NMR konsepti, zamanla alana kazandirilan yeni
tekniklerle geliserek gilinlimiizde 6zellikle 3 boyutlu yap1 analizi ve analit
kantitasyonu amaciyla tercih edilmektedir.

1 boyutlu deneylerde data eldesi puls sekansindan hemen sonra gerceklestirilirken, 2
boyutlu deneylerde eksitasyon dncesinde evoliisyon ve karistirma (‘mixing’)

seklinde ara basamaklar mevcuttur. 2D NMR deneylerinde tipik puls sekansi, puls- t1
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(evoliisyon zamani)- puls- t2(FID sinyal toplama zamani) asamalarini igermektedir.
Sinyal eldesi, t1 zamani artirilarak bir¢ok kez gergeklestirilmekte ve elde edilen FID
2 zaman boyutu icermektedir (x aksis-t1 ve y-t> olmak iizere). Bir sonraki asamada
FID, 2 boyutta da Fourier transformasyona ugrayarak 2 farkli frekans ekseni elde
edilmektedir (fi- evoliisyon frekansi ve f>- sinyal frekansi). Son olarak, sinyal
intensitesi de z aksisinde (degisen renk yogunlugu seklinde) gosterilmekte, boylece

spektral veri 3 boyutlu kontiir diyagrami olarak sunulmaktadir.

Sekil 3.2 2D NMR spektrumu eldesinde uygulanan FT ¢alisma diyagrami (193).

~ " FT(t,)

Sekil 3.3 2D puls sekansi sematik gosterimi; t; ve t> fonksiyonu olarak FID 6l¢iimi; f; ve f,
fonksiyonu olarak Fourier spektrumu (194).

1 evolution 1 detection
—> preparation T > mixing G >
o
| S,
JL L= "D
o | e—
= »
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2D NMR deneylerinde temelde 0Olgiilen olgu, manyetizasyon transferidir
(polarizasyon transferi). Polarizasyon transfer metodu en basit anlamda,
giromanyetik degeri yliksek olan sensitif niikleusa ait biiyiik popiilasyon fazlaligini
(‘large population excess’) insensitif ¢ekirdege aktarmay1 ifade etmektedir.
Polarizasyon transferi, iki ¢ekirdek arasindaki spin Hamiltonian etkilesimine bagl
olarak gerceklesmektedir. Bu olgu kimi zaman kimyasal bag yapisi iizerinden, kimi
zaman da uzaysal yakinlik ile olusmakta ve ayni/ farkli niikleus tiplerine
etkimektedir. COSY, TOCSY ve INADEQUATE deneylerinde kimyasal bag ile ayni
tip ¢ekirdekler arasi; HSQC, HMBC deneylerinde ise farkl: tip ¢ekirdekler arasi
manyetizasyon transferi gergeklesmektedir. NOESY, ROESY deneylerinde ise bu
etki uzaysal yakinlik ile gergeklesmektedir. 2D NMR deneylerinde arastirilan
niikleus, kendisiyle eslesen ayni (homoniikleer) veya farkli tip (heteroniikleer)
atomlarin kimyasal kayma frekanslar1 ile modiile edilmekte ve kimyasal kayma
korelasyon spektroskopisi elde edilmektedir. Bu modiilasyonu basarmanin 6nemli bir
yolu, bahsedildigi tizere ¢ekirdekler arasi polarizasyon transferidir. Her iki ¢ekirdege
uygulanan es zamanli 90° puls ciftleri ile istenilen spin komponentleri elde
edildiginde kimyasal kayma frekans degerinde modiilasyona ugrayan (inversiyon)
yuksek y degerli atomla iliskili popiilasyon farki, diisiik y degerli atoma transfer
edilmektedir.

NMR spektroskopisinde sensitivite ve sinyal/ giiriiltii oran1; giromanyetik deger ve
konsantrasyon (dogada bulunma sikl1g1) ile direkt orantili oldugundan, $3C ve °N
atomlar i¢in elde edilecek sinyal biiyiikliigii, 'H’a gore oldukga diisiik kalmaktadir.
Ornegin 13C spektroskopisi ele alindiginda, giromanyetik degeri (y) *H’ in dértte biri
oldugundan 64 kat (2 ile orantil1 olarak) ve yine 1.1%’ lik dogada bulunma siklig1
ile 100 kat olarak toplamda 6000 kat sensitivite azalis1 gdzlenmektedir (*H
spektroskopisine kiyasla) (195). Ayrica, 3C ve N atomlarma ait T; relaksasyon
zamanlar1 uzun oldugundan, deneyler arasi bekleme siiresi artmaktadir. Bu noktada
sensitivite problemi, 2D NMR metotlarinda uygulanan Niikleer Overhauser Etkisi
(NOE) ile veya INEPT, DEPT (non-selektif populasyon transferi) gibi ¢apraz
polarizasyon mekanizmalari ile agilabilmektedir (196). Selektif transfer teknikleri
genellenemedikleri, diger anlamda popiilasyon transfer etkisini tek bir rezonansta
gostermeleri ve tiim rezonanslar icin her seferinde farkli deney diizeni gerektirmeleri

sebebiyle yalnizca sinyal multiplisitesi-giftlenim sabiti belirlenmesinde
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kullanilmaktadir (196, 197). Ote yandan genis kullanim alan1 bulmus non-selektif
metotta tek bir deney ile tiim rezonanslara ait satellit frekanslar (tiim eslesen atomlar)
es zamanli inversiyona ugratilabilmekte; yiiksek verimli spektrumlar elde

edilmektedir.

3.7.2.11ki boyutlu (2D) Kkalitatif NMR deney tasarimi

2D deneylerindeki en 6nemli dezavantaj olan uzun kompiitasyonel zamanin literatiire
kazandirilan yeni puls sekanslariyla kisalmasi ve yiiksek ¢iktili deney diizenlerinde
kullanilabilmesi ile yiiksek kohort sayili metabolomiks ¢aligsmalari hiz kazanmistir
(192, 198). Fakat deney siiresini kisaltan ¢ok boyutlu NMR metotlarinin sensitivite
ve rezoliisyon kaybi ile iliskisi de kaydedilmistir (175). Bu problemlerin asilmasi,
Onceleri protein rezonans tayininde kullanilan hizli puls tekniklerinin metabolomikse
entegre edilerek, ayrica sensitivite artisi saglayan dinamik niikleer polarizasyon
(DNP) ve rezoliisyon artis1 saglayan non-uniform érnekleme (NUS)/ faz
modiilasyonu ile kombinasyonu sonucu ger¢eklesmistir (192). Kalitatif ve kantitatif
cok boyutlu ¢alismalarda hizli data eldesinde en sik kullanilan iki teknik, ultrafast
(single scan UF) NMR ile NUS olarak belirtilmektedir (198). NUS kisaca, direkt
olmayan zaman boyutunda sadece belirli zaman artislari iliskili veriyi kaydederek
kalan kismi algoritmik olarak tamamlama yaklasimidir ve deney siiresini 4 kata
kadar kisaltabilmektedir (199). NUS veri kazanim metoduna ait diger bir avantaj ise,
2D spektrumlarda bile gdzlenebilen kompleks karisimlara ait {ist iiste binen pik
problemini ortadan kaldiran gelismis rezoliisyon yetenegidir (200). Ultrafast (UF)
NMR metodu ise bir uzaysal kodlama stratejisi olarak, 6rnegin farkli kesitlerini farkli
evoliisyon zamanlarina maruz birakarak tek taramada biitiinsel 2D spektrum eldesini
ifade etmektedir (198, 201). Tek tarama (single-scan) yaklasiminda g6zlenen
sensitivite problemleri ise hibrit ¢ok taramali (multi-scan) metoda sahip UF NMR
metotlariyla agilabilmektedir (200, 202). Cok taramali UF metodlarin konvansiyonel
2D deneylere kiyasla sagladigi zaman basina elde edilen yiiksek sensitivite sonucu
cihazda daha stabil sonuglar elde edilmekte, boylece analit konsantrasyonlarina ait
tekrarlanabilirlik ve dogruluk artis1 gézlenmektedir (203). Bahsedilen sensitivite
iliskili sebeplerden dolay1 UF tabanli metodlarin metabolomiks uygulamalari,
homoniikleer deneyler ile sinirli kalmigtir (204). Giincel ¢aligmada analitlere ait

konsantrasyonlar, serum gibi matrikslerde su sinyalini basariyla baskilayan 1D
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sekanslari ile (171, 188, 205) tayin edilmis olup, 2D veri eldesi ise yalnizca
kimliklendirilen analitlerin validasyonu amaciyla gergeklestirilmistir (56, 191, 206).
Calismada 1D NMR deneyleri ile gergeklestirilen ve serum numunelerindeki polar
metabolitler basta olmak tizere nétral-polar lipitleri de iceren kimliklendirme, 2D
NMR metotlarindan TOCSY ve HSQC uygulanarak kalitatif yaklasimla valide

edilmistir (175). Metotlara ait genel ¢alisma prensibi asagida 6zetlenmistir:

'H-1H TOCSY (TOtal Correlated SpectroscopY): Homoniikleer 2D NMR
deneylerinden olan TOCSY sadece 2-3 bag uzakliginda degil, incelenen drnekteki
spin sistemini olusturan tiim protonlarin arasindaki eslesme (korelasyon) bilgisini
vermektedir. Ozellikle multiplet sinyallerin Ust Gste binmesi ile komplike olan veya
biyopolimer (oligosakkarit, niikleik asit) molekiil iceren karigimlara ait
spektrumlarda biiyiik rezoliisyon artisi saglamaktadir. TOCSY sayesinde molekiilii
olusturan farkl rezidiiler veya farkli molekiillere ait spin sistemleri
belirlenebilmektedir. Bu amagla ¢calismamiz, kompleks biyopolimerleri i¢eren viicut
stvilarinda gergeklestirilmesi sebebiyle ve 1D NMR deney sonuclarinin kalitatif
validasyonu amaciyla TOCSY puls sekansini igeren deney diizeni ¢ergevesinde
gerceklestirilmistir (174, 175, 207). TOCSY spektrumunda, COSY’e benzer sekilde
esdeger protonlara ait sinyalleri gosteren tipik diagonal pikler ile, eslesen farkli
protonlarin olusturdugu ¢apraz pikler mevcuttur (“cross-peaks”). Capraz pik
olusumu, bir protona ait sinyalin evoliisyon zamani ile frekans degisimine ugrayarak,

eslestigi diger bir proton ilizerinden gdzlenmesi esasina dayanmaktadir.

'H-13C HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence): Heteroniikleer 2D NMR
deneylerinden HSQC, tek bag karbon-proton eslesme (korelasyon) bilgisini
vermektedir. Bir diger anlamziyla, hangi proton/ protonlarin hangi karbona direkt
olarak bagli oldugunu gostermektedir. HSQC metodunda tespit edilen sinyal *H
oldugundan bu yéntem, 3C “ii tespit eden HETCOR (Heteronuclear Correlation,
heteroniikleer COSY) spektroskopisine gore daha sensitiftir. Ayrica homoniikleer
eslesmelerin (*H-'H) singlet olarak verildigi HSQC, spektrumda kalabalik bélgelerin
yorumlanmasinda ve biiyiik biyomolekiilleri igeren analizlerde sinyallerin multiplet
olarak verildigi HETCOR a kiyasla tercih edilmektedir. Bunlarla beraber HETCOR’
a gore dnemli bir dezavantaji, in-vivo gozlenen buyuk su sinyalidir (208). HSQC

spektrumunda f; alan1 (x-aksisi) *H’ e ait sinyalleri gdsterirken, fi alami (y-aksisi) *C’
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e ait olanlar1 belirtmektedir. Burada x eksenindeki her bir proton sinyali, y ekseninde
tek bir karbona ait sinyal ile eslesmek ve ¢apraz pike sahip olmak zorundadir. f1ve f2
alanlan farkli ¢ekirdek sinyallerini gosterdiginden, COSY veya TOCSY’ dekine
benzer diagonal pikler yoktur, yalnizca tek bag olarak eslesen karbon-hidrojen
atomlarina ait ¢apraz pikler mevcuttur. HSQC spektrumunda dikkat edilmesi gereken
bir diger nokta, ‘phasing’ ayaridir. Faz-sensitif HSQC puls sekansi (‘edited HSQC
pulse sequence) ile phasing ayari manuel yapilarak, DEPT-135 deneyindekine benzer
sekilde multiplisite bilgisi elde edilebilmektedir (209). Calismamizda HSQC
metodunun tercih edilme sebebi, bu deneyin Ust Uste binen (overlapped) sinyallerce
zengin bir 1D spektrumda karmasik H sinyallerini 2. bir boyutta farkli farkli
sinyallere rezole edebilme yeteneginden faydalanmaktir (56, 191).

3.7.2.2. Iki boyutlu (2D) NMR deney parametreleri

2D TOCSY ve HSQC deneyleri, TUBITAK MAM biinyesinde bulunan 700 MHz
Bruker AVANCE III sivi-hal NMR spektrometresi enstrimantasyonunda 298 Kelvin
ve kriyojenik prob (QCI CryoProbe, Bruker) ucu kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
1D NMR deneyleri tamamlanan serum numunelerinde, her bir deney grubunu
olusturan orneklerden 10 pl alinarak elde edilen toplamda 5 kalite kontrol serum
havuzu (4 farkli grup haricinde tiim gruplarin yer aldig1 havuz olarak toplamda 5
adet) elde edilerek ekstra bir islem uygulanmadan 2D spektrumlart kaydedilmistir (3
tekrarli olarak).

2D NMR deney prosesleri, 2016 yilinda yayinlanan insan serumunda uygulanmis bir
calisma akigi parametrelerini igermektedir (206). Segilen puls programlart Bruker

terminolojisi ile ifade edildiginde "hsqcetgpsisp2.2"” ve "dipsi2gpphzs” olmak (zere;

Tablo 3.6 2D NMR deneylerinde uygulanan cihaz parametreleri.
13C-1H HSQC
Direkt boyut (*H): 11.7; indirekt boyut (**C): 185 ppm

Spektral genislik
(sweep width, SW)
Transient say1s1
(number of scans, NS) 64
(t1 (indirekt karbon evoliisyon
zamani) artigi bagina diisen)
Transmitter frekans1 goreli

konum ayari 13C: 75 ppm; H: 4.726 ppm
(offset)
Gevseme gecikmesi 1,5sn
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(recycle delay, d1)

Nokta sayis1

1y . 13/
(number of points, NP) H:1024; C: 512

[zotropik karistirma siiresi
(mixing time, MT) 80 ms

'H-'H TOCSY
Spektral genislik 12 ppm
(sweep width, SW)
Transient sayist 48
(number of scans, NS)
Transmitter frekans1 goreli
konum ayari 1H: 4.726 ppm
(offset)
Gevseme gecikmesi 250
(recycle delay, d1)
Nokta sayisi 1 T
(number of points, NP) i W
[zotropik karistirma siiresi 80 ms

(mixing time, MT)

TopSpin yazilimi (v.4.1.3) ile 6n islemler olarak sirasiyla zero-filling, Fourier
transformasyonu, fazlama, taban hatt1 diizeltme (baseline correction) ve pik hizalama
uygulandiktan sonra elde edilen 2D NMR spektrumlarinda analit tayini, Ohio State
Universitesi yazilimi ‘complex mixture analysis by NMR (COLMARm)’ adli
ticretsiz ¢evrimici platformda gergeklestirilmistir (http://spin.ccic.ohio-
state.edu/index.php/colmarm/index, (210)). Burada temel prensip, 2 farkli 2D NMR
puls sekansmin (*H-'H TOCSY, *C-'H HSQC) es zamanl1 uygulanarak ‘dual
receiver (DR)’ spektrumlarinin eldesi (211) ve metabolit tayininin COLMARmM
platformunda iki adimda gergeklestirilmesidir (212). Ilk adim olarak deneysel HSQC
spektrumu yazilimsal HSQC metabolomiks veri tabaniyla karsilastiriimakta (213) ve
aday analit listesi olusturulmaktadir. Sonrasinda her bir eslesen analit i¢in karsilik
gelen teorik TOCSY spektrumlart COLMAR H-(**C) TOCCATA veri tabaninda
olusturularak (214) en son deneysel TOCSY spektrumu ile ortiistiiriilmektedir (206).
Kullanic, pikler arasi stiperimpozisyonun yiizdesine gore aday metaboliti manuel
olarak dogrulamakta veya diglamaktadir.

Calismanin 2D NMR deney sonuglarinda yalnizca %100 pik ortiismesine sahip aday
molekdller yer alarak, yiiksek dogruluga sahip analit tayini validasyonu basariyla
gerceklestirilmistir.
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3.7.3. NMR verilerinin istatistiksel analizi

2D NMR analizleri ile analit kimliklendirilmesi yapilan 1D spektrumlarina ait ham
veriler Bruker cihazlar1 ile uyumlu TopSpin yazilimi (4.1.3) ile n-igleme tabi
tutularak (0.3 Hz line broadening, su piki baskilamasi, otofazlama, baseline
duzeltme), sonraki adimda analit eslestirmesi ve kantitasyonu Chenomx NMR Suite
(v.9.02) analiz programu ile gergeklestirilmistir (215). Metabolit kantitasyon
degerleri, internal standart olarak kullanilan DSS molekuliine ait sinyalin pik alani
referans alinarak hesaplanmistir ve ileri istatistiksel analizler bu degerleri igeren ‘csv
(virgiille ayrilan degerler)’ konsantrasyon tablosunda uygulanmistir.

Tek-degiskenli istatistiksel analizlerin tiimii (analit kantitasyon degerlerine ait
ortalama, standart sapma belirlenmesi ve sosyo-demografik/ rutin parametreler ile
korelasyonu) SPSS programi (Version 27.0., IBM) ile gergeklestirilmistir.

NMR spektrumlarinda metabolitlerle eslesen rezonans sinyallerine ait kantitasyon
degerlerinde anlamli analit kesfi i¢in kat-degisimi (fold change, FC) ile t-testi
birlestiren volkan grafigi uygulanmistir. 2D NMR ile valide edilerek
kimliklendirmesi gerceklestirilen analitlerin karyotipik/ molekdler alt tipler ve rutin
kan parametreleri ile korelasyonu Spearman katsayilari (rs) hesaplanarak
incelenmistir.

Cok-degiskenli analiz ve analitlerin iliskili oldugu yolak analizleri ise, otomatik
Olgeklendirme ve log-transformasyon islemleri uygulanarak gerceklestirilen veri
normalizasyonu sonrast MetaboAnalyst (5.0) platformu kullanilarak raporlanmistir.
Orneklerin gruplar aras1 dagilim trendini tespit etmek ve yas/ cinsiyet iliskili farklilik
olusturan u¢ degerlerin ekarte edilmesi adina dncelikle giidiimsiiz (unsupervised) bir
analiz tiirii olan “Temel Bilesen Analizi (Ingilizce: Principal Component Analysis,
PCA)” uygulanmistir. Gruplar aras1 diferansiyel modelleme ise temelde Partial
Least-Squares (PLS) regresyon analizi ile yapilmistir. Ayrim giiciinii gelistimek
adina ‘Variable Importance in Projection (VIP)’ plot analizi ile degisken 6nemi 1’in
tizerinde olan analitler se¢ilerek bunlar1 kapsayan yeni modeller olusturulmustur
(72). VIP-PLS-DA kemometrik model performans degerlendirmesi, CV-ANOVA
(diistik p degerleri anlamli) ve uyum derecesinin incelendigi (korelasyon katsayist
R?, capraz validasyon katsayis1 Q?) permiitasyon testleri ile ortaya konmustur (216).
VIP-PLS-DA modeline ait Receiver operating characteristic (ROC) analizinde egri

altinda kalan alan (area under curve-AUC) degerleri hesaplanarak uygun tanisal
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modeller olusturulmustur. Bir sonraki basamakta anlamli analitler ile yolak

(pathway) analizi gerceklestirilmistir.

3.6.1. Yuksek ¢ozanarlukli katle spektrometresi deneyleri (HR-LCMS)
Deneyler BVU lla¢ Arastirma Merkezi (ILMER) biinyesinde bulunan dinamik 8l¢iim

aralig1 genis (femtogram-seviyesinde duyarlilik) yiiksek rezoliisyonlu Q Exactive™
Plus Hybrid Quadrupole-Orbitrap™ (Thermo Fisher, Germany) MS cihazinda
gerceklestirilmistir.

3.7.4.1. Kalitatif HR-LCMS deney tasarimi

Serum ve 16kosit izolatlarinda uygulanan LC-MS deneyleri, ilgilenilen molekullerin
global taramasini gerceklestirirken ayni zamanda kalite kontrol saglamak adina
hidrofilik molekiil sinifina ait internal standart karisimmin da kullanildigi analizleri
icermektedir. HR-LCMS analizleri sonucunda, 1 ve 2 boyutlu NMR deneylerinde
yiiksek dogrulukta kantite edilen analitlerin ¢ift validasyonu ile NMR metodunun
kapsayamadigi piko-femtomolar konsantrasyondaki polar molekllerin de analiz
kapsamina alinmasi gerceklestirilmistir. Bu sekilde, spektrumda diisiik molekiil
agirlikli organik bilesiklerin ¢ogunlugunu iceren molekiil gesitliligi elde edilerek

serum ve hiicre lizatlarinin global metabolik profilleri ortaya konmustur.

Lokosit izolati numunelerinin hazirlanmasi: Homojenizasyon ve total protein élcimu
basamaklar1 tamamlanan (bkn. ‘Numune Eldesi’) 16kosit izolatlarinda HR-LCMS
analizleri, literatiirde yer alan benzeri bir ¢aligmanin modifikasyonu ile asagida

belirtilen akis igerisinde gergeklestirilmistir (181):

-500 pL homojenize edilmis izolat ile 1 mL soguk metanoliin karistirilmasi ve

vortekslenmesi,
-10 dk ultrasonik homojenizasyon sonrasi 10 dk 10 000 g santrifij,

-190 pL supernatant (metanol iceren) icerisine 10 pL hacimde 2000-kat diliie edilmis
amino asit internal standart karisiminin eklenmesi (AA-IS Mix, Cambridge Isotope

Laboratories) ve son karigimin MS viallerine aktarilmasi agamalar1 uygulanmistir.

Serum numunelerinin hazirlanmasi: NMR analizi tamamlanan serum érnekleri BVU

Merkez Arastirma Laboratuvarina soguk zincir kosullarinda transfer edildikten sonra,
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0.45 pum seluloz asetat (hidrofilik membran) filtrelerden gegirilerek eppendorf tliplere
aktarilmigtir. 190 pL filtre edilmis 6rnegin igerisine 10 pL hacimde 2000-kat dilte
edilmis amino asit internal standart karisiminin eklenmesi (AA-IS Mix, Cambridge

Isotope Laboratories) ile son karigim MS viallerine aktarilmistir.

Biyobelirte¢ Kesfinde Kalitatif Metabolomiks Calisma AKisi

@ Gruplar @ Matriks Tipi @ Ornek Hazirhd @ Veri Eldesi
. Serum & lokosit LC-HRMS
Losemi-lenfoma izolati Metabolit
Kontroller hastalan — e ekstraksiyonu I
»\ - ve lokosit E'

" >
@ 81529/ izolatlannda
= - @: homojenizasyon
' — e

istatistiksel Analiz NMR Analizi ile Ortak Yolak Analizi e Biyolojik Yorum
@ . ) @ Tanimlanan Metabolitlerin @ .
Seviye 1 &2 analit Biyobelirteg Analizi Biyobelirte aday:
tanimlanmasi molekiilerin validasyonu

Sekil 3.4 Serum ve 16kosit izolatlarinda gergeklestirilen LC-HRMS analizlerine ait genel akais.

3.7.4.2. HR-LCMS deney parametreleri

Calismada yer alan 6rnek matriksleri olan serum ve hicre izolatlarinin kompleks analit
karisimlarindan olusmalar1 sebebiyle, deneylerde bu tiir matrikslerde en sik kullanilan
tarama modu olan ‘full scan mod’ kullanilarak 6nceki bir ¢alismada tanitilan metodun
modifikasyonu ile HR-LCMS analizleri tamamlanmistir (her iki 6rnek tiirii i¢in ayni
sekilde) (217):

LC sistemi: Dionex UltiMate 3000 UHPLC (Thermo Scientific).
Enjeksiyon modu ve hacmi: Loop enjeksiyon & 5 pl.

Kolon & guard: Fortis SpeedCore C18 1.7 um (100x2.1 mm) & Troyasil Guard C18
TNE 3 pum (10x2.1 mm).

69



Alkag hizi: 400 pl/dk.
Mobil fazlar: 1. eluent -mobil faz A- %60 ACN- %40 purifiye su icerisinde %0.1 FA
ile 10 mM amonyum format (AF) ve 2. elient -mobil faz B- ise %90 2-propanol- %10
ACN icerisinde %0.1 FA ve 10 mM AF icermektedir. Cift kanall1 gradient sisteminde
1. (A) ve 2. Eliientin (B) zamana bagli degisimi Tablo 3.7’ de goérilmektedir. Kolon
ekilibrasyonu 2 dk siireyle saglanmistir (kolon firin1 40 °C).

Tablo 3.7 Cift Kanalli Gradient Programi.

HR-LCMS analizi %60 ACN- %40 %90 2-propanol- Akis (ml/ dk)
su (%0.1 FA, 10 | %10 ACN (%0.1
mM AF) FA, 10 mM AF)

Zaman (dK) A% B% 0,40

0 95 5 0,40

2 50 50 0,40

12 5 95 0,40

14 5 95 0,40

15 95 5 0,40

17 95 5 0,40

Iyonizasyon: Calismada kullanilan iyonizasyon teknigi elektrosprey iyonizasyonu
(Electrospray ionization-ESI) birgok biyomolekil grubunu kapsayarak yiksek
dogruluk ve sensitiviteye sahip olmasi ve LC sistemlerine adapte olabilmesi yoniiyle
tercih edilmistir. Negatif ESI modu (ESI-) asidik fonksiyonalite gosteren
molekiillerin iyonizasyonunda basariliyken (6rnegin lipit (177), flavonoid,
oligosakkarit, karboksilik asit, oligonikleotit, siilfonamit (218)); bazik fonksiyonalite
gosteren analitlerin iyonizasyonunda ise pozitif ESI (ESI+) modu tercih edilmektedir
(makromolekiiller). Bu amagla deneylerdeki iyonize analit kapsamini ve ¢esitliligini
artirmak adina her bir 6rnek tiirii i¢in iki farkli mod (pozitif ve negatif)

calistirllmistir.

Veri eldesi (acquisition mode): Calismada her iki 6rnek tiiriine ait HR-LCMS
deneyleri, iyon tuzag1 analizorlerinde uygulanabilen konvansiyonel ‘data-dependent
acquisition (DDA) full scan modu’ se¢ilerek gerceklestirilmistir (cihaz
terminolojisinde: Full MS/dd-MS? (219, 220)). Belirli prekiirsorlerin secilerek analiz
edildigi DDA yontemi, 6zellikle veri tabani eslestirmesi yoluyla analit kimlik
tespitinde ve spektral kitiiphane jenerasyonunda tercih edilmektedir. Calismada
uygulanan DDA metodu ile bahsedilen molekiil kimlik tespitinin yani1 sira polar-
apolar molekiillere ait yari-kantitasyon da her bir molekiil sinifina ait hidrofilik

internal standartlarin kullanimu ile gergeklestirilmistir. Analizlerde ‘full scan mod’ ile
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150-1500 m/z kiitle aralifinda (scan range) taranan ve belirli bir esik deger lizerinde
sinyal intensitesine sahip analitler (TopN:5) kolondan ayristiginda, Q1
kuadrupoliinde segilerek collision cell olarak bilinen girisim hiicresine aktarilmistir.
Fragmantasyon sonrast Q3 kuadrupoliinde saptanan {iriin iyonlara ait spektrumlar
kaydedilmig ve prekiirsorii bilinen analitlere ait MS2 spektrum eldesi
gerceklestirilmistir. MS/MS analizlerinde spektrumlara ait sinyal/ giiriiltii oran1
(SNR) esik degeri, 10% intensite olarak belirlenmistir.

Analitik kondisyon parametrelerinin 6zeti, Tablo 3.8” de goérilmektedir.

Tablo 3.8 Analitik kondisyon parametreleri.

Iyonizasyon ESI (+) ve ESI ()
Tarama aralig1 (m/z scan range) 150-1.500 Da
Veri eldesi Full MS/dd-MS?

(tlim tarama (100 ms) ve veri bagimli
MS/MS analizleri (50 ms))

Yiik diglama 4-8 ve >8 izotop diglama
Kilif gaz akis hizi 45
Aux gaz akis hizi 10
Otomatik kazang kontrolii (AGC) 1x 106
Maksimum enjekte suresi 100 ms
Sprey voltaji (kV) 3.80
Kapiller sicaklik (°C) 320
Aux gaz 1sitict sicaklik (°C) 320
S-lens RF dizeyi 50
3.74.3. Spektral isleme

HR-LCMS sistemiyle uyumlu Xcalibur™ (Thermo Fisher Scientific, USA) yazilimi
ile kaydedilen ve gorsellestirilen spektrumlarda oncelikle giiriiltii filtrasyonu (S/N >
10), pik hizalama (5 ppm) ve kor (blank) rediiksiyonu uygulanmistir. Tespit edilen
m/z oranlarina ait intensite degerleri internal standartlar ile normalize edilerek
istatistiksel analizlerde yalnizca kalite kontrol drneklerinde rolatif standart sapma
(RSD, CV) degeri 25%’ in altinda olan analitler yer alacak sekilde pik listeleri
hazirlanmistir. Ham data (RAW) acik erisimli Global Natural Products Social
Molecular Networking (GNPS) platformunda yer alan MSConvert yazilimi ile
mzXML formatina doniistiiriilerek, m/z oran1 ve intensite degerlerinin oldugu pik
listesi disar1 aktarilmistir (221). Spektrumlara ait ileri 6n-islem agsamalari (pik tespiti,
dekonvoliisyon) MZmine 3 programi kullamlarak gerceklestirilmistir (222). On-
islem asamalari ile analit kimlik tespiti bir Phyton yazilimi olan TidyMass paketinde
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farkli veri tabanlari kullanilarak (Human Metabolome Database, MassBank of North
America) valide edilmistir (223).

3.7.4.4. Deney kalite kontroli

Kalite kontrol numuneleri icin; AML, KLL, NHL ve kontrol gruplarinda yer alan her
bir katilimcidan 10 pl alinarak serum havuzu olusturulmustur. Kalite kontrol
numuneleri LC-MS deneylerinde ‘deney-i¢i’ etkileri diizeltmek, arkaplan veya
tasinma etkisiyle (carry-over) gézlenen molekiilleri analizden ¢ikartarak yalnizca
anlamli analitleri ortaya koymak amaciyla ve ayrica enstriimental stabilite
monitorizasyonunda kullanilmistir (224).

Kor (blank) drnekleri 16kosit izolatlarinda purifiye su icerisinde %80 metanol ve
serumda ise %100 metanol igerecek sekilde hazirlanmustir.

Ornek analizi: Sistem kondisyonlama amactyla sirasiyla 2 kalite kontrol serum
havuzu, 2 kor (blank) ve tekrar 3 kalite kontrol enjeksiyonu yapilmistir (225).
Analitik kisimda ise 120 serum 6rnegi, her 10 6rnekte bir kalite kontrol enjeksiyonu
(toplamda 12) verilecek sekilde deneyler gerceklestirilmistir. Enstriimental stabilite,
kalite kontrol materyallerinin deney baslangicindaki ¢coklu enjeksiyonlari ile
degerlendirilmistir (n=5). LCMS analizi sonuglari, Tidymass yaziliminda kalite
kontrol 6rneklerinin yiiksek korelasyonlar1 degerlendirildikten sonra teyit edilmis ve

sunulmustur.
3.7.5. HR-LCMS Verilerinin istatistiksel Analizi ve Yorumlanmasi

Normalizasyon sonrasi (otomatik 6lgeklendirme, log-transformasyon) tum HR-LCMS
veri matriksini ve analitlere ait intensite degerlerini kapsayacak sekilde uygulanan
fonksiyonel analiz (‘Mummichog algoritmasi’ kullanilarak), temel bilesen analizi
(PCA), ortogonal kismi en kiigiik kareler regresyonu (KEKKR, Orthogonal Partial
Least-Squares (OPLS)), anlamli metabolik yolak analizi ve islem karakteristik
(receiver operating characteristic, ROC) egrisi ile belirlenen biyobelirte¢ analizleri
MetaboAnalyst (5.0) platformu kullanilarak tamamlanmistir (226). OPLS analizi
sonras1 gruplar aras1 ayrim giiciinii gelistimek adina degisken 6nem projeksiyonu
(variable importance projection (VIP)) analizi ile degisken 6nemi 1’in lizerinde olan
analitler sec¢ilmis, bunlar1 kapsayan yeni modeller olusturulmustur (72). VIP-PLS-DA
kemometrik model performans degerlendirmesi CV-ANOVA ve receiver operating
characteristic (ROC) curve analizinde area under curve (AUC) degerleri hesaplanarak

test edilmistir. TidyMass yazilimi ile kimliklendirilen metabolitler ise HM- kontrol
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kiyaslamasinda kat degisimi (fold-change, FC) ve student t-testi ile grup ayrimindaki
anlamliliklar agisindan incelenmis ve zenginlestirme analizi (enrichment analysis) ile

anlamli yolaklara ait p degerleri belirlenmistir.f
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4. BULGULAR

4.1. Hastalarin Demografik Ve Klinik Ozellikleri

Tek-degiskenli istatistiksel analizlerin tiimii SPSS programi (Version 27.0., IBM) ile
gergeklestirilmistir. Sosyo-demografik veri ve rutin biyokimya 6l¢lim sonuglari
dagilim tipi agisindan Shapiro-Wilk testi (grup 6rneklemi n<30) ve varyanslarin
homojenligi a¢isindan ise Levene testi ile incelenmistir. Normal dagilima sahip
parametrelerin gruplar arasi ortalama farkliliklari, iki-yonli varyans analizi
(ANOVA, p <0.05) ve ¢oklu karsilastirma ayarlamasi agisindan post-hoc Tukey’s
testleri ile analiz edilmistir. Parametrik olmayan 6l¢timlere ait gruplar arasi ortanca
degerleri, Kruskal-Wallis analizi ile karsilastirilmistir. Siirekli degiskenlere ait
degerler ortalama =+ standart sapma (Ingilizce: standard deviation, SD) olarak ifade
edilirken, siireksiz degiskenler ortanca (medyan) + geyrekler aras aciklik (Ingilizce:

interquartile range, IQR) olarak sunulmustur.

Tablo 4.1. Gruplara ait sosyo-demografik ve klinik parametreler. Degerler siirekli ve normal
dagilim gosteren degiskenler igin ortalama + standart sapma ve siireksiz- normal dagilim
gostermeyen degiskenler icin ortanca (¢eyrekler arasi agiklik) olarak sunulmustur (ns:
nonsignificant, *0.01<p<0.05; **0.001<p<0.01; ***p<0.001 &nem diizeyinde). n2, ANOVA
testi etki buytkligi.

NHL KLL (n=30) | AML Kontrol p degeri
(n=30) (n=30) (n=30)

Cinsiyet 17/13 26/6 15/15 15/15 0.05*

(erkek/kadin)

Yas (y1l) 70.5 71 (60.25-76) | 56.5 (38.5- | 43 (38.75- | 0.001***
(59.75-76) 78.25) 47.25)

VKI (kg/m?) 26.2+2.3 26.8+29 273+ 26 |258%x19 |ns

RBC (105/uL) |4.21+0.77 | 426+0.95 [29+045 |4.83+051 |0.001***

(n*=0.51)
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Hb (g/dL) 12.4 12.65 (9.98- 8.85 (7.9- 13.65 0.001***
(10.48- 14.18) 9.65) (12.93-
13.83) 15.13)
Hct (%0) 39.3 39.5 (31.95- 25.25 41.6 (40.3- | 0.001***
(32.95- 42.9) (23.35-28.1) | 44.8)
42.43)
MCV (fL) 89.04 + 88.95+7.13 |89.37+ 88.1+7.43 | ns
5.35 7.48
WBC (10%uL) | 16.3+7.1 |283+1531 |10.32+ 6.94 £1.83 | 0.001***
7.12 (n?*=0.46)
LYMPH (%) | 66.57 = 85.8+7.68 2237+ 3235+ 0.001***
13.37 14.74 5.93 (n?*=0.85)
NEUT (%) 19.21 + 1522+ 111 |17.93= 56.69 + 0.001***
9.19 11.15 7.29 (n*=0.78)
MONO (%) 544 +331 | 1.82+1.07 36.24 + 8.28£0.92 | 0.001***
19.85 (n?=0.65)
N/ L mutlak 0.29 (0.22- | 0.16 (0-0.335) | 0.75 (0.5- 1.78 (1.38- | 0.001***
deger orani 0.79) 1.75) 2)
PLT (10%uL) | 217.45+ 17253 = 26.8 £ 247.78 £ 0.001***
94.86 64.58 20.19 55.26 (n*=0.57)
Achik glukozu | 116.69 = 99 +13.36 120.64 = 94.54 + 0.001***
(mg/dL) 34.7 29.39 9.79 (n*=0.21)
Ure (mg/dL) |33.4+7.75 | 36.5+8.1 369+ 25.72 0.05*
21.67 7.35 (n*=0.11)
Kreatinin 0.98+0.27 | 0.98 +0.19 0.85+£0.4 0.68 £0.06 | 0.01**
(mg/dL) (n?=0.13)
AST (U/L) 17.28 £ 20.07£552 |20.87+9.6 |20.17% ns
3.35 541
ALT (U/L) 15.48 £ 15.22 £5.05 17.57 £ 18+4.88 ns
5.37 791
LDH (U/L) 223 (169- | 214 (186-265) | 325 (252- 150+ 7.7 0.001***
326) 756)
Beta-2 27073 [322+x121 417+1.06 |458+0.13 | ns
Mikroglobulin
(mg/L)
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Blast Seviyesi
(%)

Albumin 424 +£0.33 | 4.34+£0.49 3.65+0.69 | 4.58+0.13 | 0.001***
(g/dL) (n*=0.29)
CRP (mg/L) 153 (0.2- | 0.83(0.23- 43 (14.32- | 0.21(0.2- | 0.001***
8.2) 2.17) 150.77) 1.22)
eGFR 70.37 + 81.27 +14.27 | 90.77 + 101.93 + 0.001***
(mL/dk/1.73 23.94 17.22 10.46 (n*=0.33)
m?)
TG (mg/dL) 130.7 £ 122.25 + 129.53 + 100.57 + ns
44.85 55.92 55.85 30.72
HDL (mg/dL) | 40.22 + 36.39+13.09 | 3137+ 52.5+8.01 | 0.001***
6.64 9.37 (n?=0.37)
LDL (mg/dL) | 117.62 + 104.87 + 91.89+ 101.31 + ns
40.89 31.74 24.37 30.85
Ortanca Bazal | - - 52.5 (40-70) | - -

4.2. Serum NMR Analizlerine ait Sonuclar

Sekil 4.1 Calismada yer alan bir AML hastasina ait 6rnek 1D *H NMR spektrumu
(700 MHz, kriyoprob, Chenomx).

| bim
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Sekil 4.2 Sirastyla HSQC ve TOCSY 2D deneyleri ham verilerine ait 6rnekler
(Topspin yazilimi, Bruker).
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Tablo 4.2 Calismada yer alan 4 grupta ortak kimliklendirilen serum NMR (1D, 2D)
metabolitleri.

Metabolit HMDB Kimlik Kart1 | Pubchem KEGG
D-Glukoz HMDB0000122 5793 C00221
L-Laktik asit HMDB0000190 61503 C00186
Asetik asit HMDB0000042 176 C00033
L-Glutamik asit HMDB0000148 33032 C00025
Ure HMDB0000294 2447 C00086
Piroglutamik asit HMDB0000267 7405 C01879
L-Valin HMDBO0000883 6287 C00183
Eritritol HMDB0002994 222285 C00503
L-Alanin HMDB0000161 5950 C00041
L-Glutamin HMDB0000641 5961 C00064
Fumarik asit HMDB0000134 444972 C00122
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Formik asit HMDB0000142 284 C00058
L-Losin HMDBO0000687 6106 C00123
Metilguanidin HMDB0001522 10111 C02294
Kreatinin HMDB0000562 588 C00791
D-Ksilitol HMDB0002917 6912 C00379
L-Tirozin HMDB0000158 6057 C00082
L-Karnitin HMDB0000062 2724480 C00318
Kreatin HMDBO0000064 586 C00300
Sorbitol HMDB0000247 5780 C00794
3-OH-metilglutarik asit HMDBO0000355 1662 C03761
Betain HMDB0000043 247 C00719
1,3-Dimetilirik asit HMDB0001857 70346 -

Asetoasetik asit HMDBO0000060 96 C00164
Trimetilamin N-oksit HMDB0000925 1145 C01104
L-Fenilalanin HMDB0000159 6140 C00079
3-OH-izovalerik asit HMDB0000754 69362 C20827
Glisin HMDB0000123 750 C00037
Guanidoasetik asit HMDB0000128 763 C00581
Bitirik asit HMDB0000039 264 C00246
2-OH-3-metillbtirik asit HMDBO0000407 99823 -

Galaktarik asit HMDB0000639 3037582 C00879
3-Metillhistidin HMDB0000479 64969 C01152
Glikolat - 3460 C00160
Suksinik asit HMDB0000254 1110 C00042
Malonat - 3673 C00383
izobiitirik asit HMDB0001873 6590 C02632
Anserin HMDB0000194 112072 C01262
Aseton HMDB0001659 180 C00207
Sitrakonik asit HMDB0000634 643798 C02226
1-Metilhistidin HMDB0000001 92105 C01152
Alfa-OH-izoblitirik asit HMDB0000729 11671 -

Paraksantin HMDB0001860 4687 C13747
Fosfokreatin HMDB0001511 587 C02305
4-Piridoksik asit HMDB0000017 6723 C00847
Histamin HMDB0000870 774 C00388
cis-Akonitik asit HMDB0000072 643757 C00417
Asetilkolin HMDBO0000895 6060 C01996
D-Gliseraldehit 3-fosfat - 3418 C00118
Dihidroksiaseton HMDB0001882 670 C00184
Levulinik asit HMDB0000720 11579 -

Trimetilamin HMDB0000906 1146 C00565
Sirinjik asit HMDB0002085 10742 C10833
O-Fosfoetanolamin HMDB0000224 1015 C00346
Hidroksiaseton HMDB0006961 8299 C05235
Dimetilglisin HMDB0000092 673 C01026
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Dimetilamin HMDB0000087 674 C00543
1,3-Diaminopropan HMDB0000002 428 C00986

Tablo 4.3 AML grubunda kontrollere gére anlamli bulunan metabolitler (p<0.05).

tistatistigi p degeri -log10(p) Yanhs bulgu
orami1 (FDR)
Piroglutamat -5.6974 5.46E-07 6.2626 2.68E-05
3-OH-izovalerat -5.4709 1.24E-06 5.9066 3.04E-05
Alanin -4.6229 2.47E-05 4.6081 0.000403
Metilguanidin 4.4097 5.09E-05 4.293 0.000624
3-H-3- -4.0098 0.000191 3.7181 0.001876
metilglutarat
Izobiitirat 3.4213 0.001208 2.9181 0.009862
Glisin 2.9799 0.004345 2.362 0.029836
Laktat -2.9388 0.004871 2.3124 0.029836
Ure 2.8205 0.006733 2.1718 0.036655

Tablo 4.4 AML grubunda kontrollere gére anlamli bulunan yolak analizi sonuglari
(MetaboAnalyst v.5.0, KEGG veritabani, yolak analizi).

Yolak Adi Eslesme | p degeri | -log(p) | Holmp | Yanhs Etki
bulgu (impact)
orani
(FDR)

Glutatyon 3/28 4.9776E-7 | 6.303 1.8915E | 1.8915E-5 | 0.11548

metabolizmasi -5

Selenobilesik 1/20 2.4652E-5 | 4.6081 | 9.1212E | 4.6839E-4 | 0.0

metabolizmasi -4

Alanin, aspartat | 3/28 9.8214E-4 | 3.0078 | 0.03535 | 0.01244 0.19712

ve glutamat 7

metabolizmasi
Aminoagcil-tRNA | 7/48 0.0020814 | 2.6816 | 0.07284 | 0.019773 | 0.0
biyosentezi 9
Glikoliz / 4/26 0.0030417 | 2.5169 | 0.10342 | 0.022742 | 0.11518
Glukoneogenez
Glisin, serinve | 4/33 0.0035909 | 2.4448 | 0.1185 | 0.022742 | 0.32225
treonin

metabolizmasi
Primer safra asit | 1/46 0.0043448 | 2.362 0.13903 | 0.023586 | 0.00758

biyosentezi

Parin 1/65 0.0067326 | 2.1718 | 0.20871 | 0.03198 0.0
metabolizmasi

Pirlivat 2/22 0.010014 | 1.9994 | 0.30041 | 0.042279 | 0.06065

metabolizmasi
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Porfirin ve
klorofil
metabolizmasi

2/30 0.017968 | 1.7455

0.52107

0.068278

0.0

Arjinin
biyosentezi

2/14 0.026779 | 1.5722

0.74982

0.092511

0.11675

Galaktoz
metabolizmasi

1727 0.038824 | 1.4109

1.0

0.12294

0.0

Sekil 4.3 AML ve kontrol grubu karsilastirmasinda uygulanan temel bilesen analizi
(PCA) skor grafigi. 1-AML, 4-Kontrol; en yiiksek iki varyans agiklayici bilesenler

PC1 ve PC2.
Skor Divagrami
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Sekil 4.4 AML ve kontrol grubu karsilagtirmasinda uygulanan kismi en kiigiik
kareler regresyonu (PLS-DA) skor grafigi. 1-AML, 4-Kontrol.

Bilesen 2 (12.4%)

Skor Diyagram
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Bilesen 1 (10.3%)

Tablo 4.5 AML-kontrol karsilagtirmasinda PLS-DA modeline ait ¢apraz-validasyon
sonuglar1 (*3 bilesenli modelde Q2 degeri ile belirlenen prediktif basari en yiiksek

bulunmustur).

Dogruluk
(Accuracy)

R2
Q2

1 bilesen

0.89061

0.7251
0.59071

2 bilesen | 3 bilesen * | 4 bilesen 5 bilesen

0.92545 | 0.96182 0.98 0.8903
0.8275 | 0.87648 0.89531 | 0.91007
0.66793 | 0.68163 0.64608 |0.54521
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Sekil 4.5 AML-kontrol karsilastirmasindaki PLS-DA modelinde VIP skoru>1
bulunan metabolitler. 1-AML, 4-Kontrol. Kirmiz1 renk, p anlamlilik degeri grupta
yuksek olan metabolitleri ifade etmektedir.

Piroglutamat
3-0H-izoval
Alanin
Metilguanidin
3-OH-me
Izobiitirat
Glisin
Laktat
Ure
Glukoz
2-OH-izoval
Betain
2-OH-izobt
Glusitol

Sitrakonat
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™
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T T T
1.0 1.5 2.0
VIP skorlari
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Sekil 4.6 AML-kontrol karsilastirmasinda en yiiksek egri alt1 alan (AUC) degerine
ulasilan 10 metabolit ile olusturulmus biyobelirte¢ modeli (MetaboAnalyst, ROC
analizi).
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Tablo 4.6 AML hasta serumlarinda 1D NMR metoduyla kimliklendirilen metabolit
konsantrasyonlarinin (mM) serum rutin parametreleri ile korelasyonlar1 (*0.05 dnem
diizeyinde, ** 0.01 6nem duzeyinde, rs: Spearman korelasyon katsayisi).

*k

AML (rs) LY | MO | Karyotip | T LDH C Glu Ala | Val Leu Phe | Gly O-
MP | NO G re AC
ELN- 0.72**
Risk
NEU - 0.6
0.66 *x
*%
MONO -
0.74
*%
PLT -0.52*
N/L 0.42 0.7 0.41*
* *%
WBC 0.6**
LDH - 0.4*
0.51
*%
TG - 0.61*
0.7*
*
Egfr - - -
0. 0.59 0.4
78 * *
AST - 0.55 0.59**
0.42 o
PyrG -0.51* -
0.46*
Phe 0. 0.63 | 0.62* 0.53
68 *%x * *
O-PEA 0. 1** 0.8
82 6*
LAK 0.62
*%
Fum -
0.53
Leu 0. 0.4* | 0.44
51 *
Val 0.43*
Metil- - 0.55 | 0.62*
guanidin 0.5 ** *
Tyr 041 0.67*
* *
Tau-M- 0. 0.73 | 0.74 | 06
histidin 48 falad falad 4%
O-AC 0. 0.71 | 0.5*
57 *%x
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Tablo 4.7 KLL grubunda kontrollere gére anlamli bulunan metabolitler (p<0.05).

t istatistigi p degeri -log10(p) Yanhs bulgu

oranmi (FDR)
Fumarat -8.9568 2.12E-12 11.674 1.08E-10
Piroglutamat -4.4355 4.34E-05 4.362 0.000945
Betain 4.2895 7.15E-05 4.146 0.000945
Metilguanidin 4.2788 7.41E-05 4.1302 0.000945
Ure 4.1639 0.000109 3.9624 0.001112
Glisin 3.2232 0.002116 2.6746 0.017983
Kreatinin 2.8628 0.005898 2.2293 0.042913
Asetat -2.8144 0.006732 2.1719 0.042913

Tablo 4.8 KLL grubunda kontrollere gore anlamli bulunan yolak analizi sonuglari
(MetaboAnalyst v.5.0, KEGG veritabani, yolak analizi).

Yolak Adi Eslesme | p degeri | - Holm p Yanhs Etki

log(p) bulgu (impact)

orani
(FDR)

Tirozin 3/42 1.3665E- | 9.8644 | 5.3295E-9 | 5.3295E-9 | 0.16435
metabolizmasi 10
Arjinin 3/14 6.5827E- | 9.1816 | 2.5014E-8 | 1.2836E-8 | 0.11675
biyosentezi 10
Pirtivat 3/22 2.1826E-9 | 8.661 | 8.0756E-8 | 2.8374E-8 | 0.06065
metabolizmasi
Sitrat siklusu 3/20 7.0613E-9 | 8.1511 | 2.5421E-7 | 6.8847E-8 | 0.11257
(TCA)
Alanin, 4/28 1.3323E-7 | 6.8754 | 4.663E-6 | 1.0392E-6 | 0.19952
aspartat ve
glutamat
metabolizmasi
Glutatyon 3/28 2.7219E-5 | 4.5651 | 9.2543E-4 | 1.7692E-4 | 0.11548
metabolizmasi
Glisin, serin ve | 5/33 6.1316E-5 | 4.2124 | 0.0020234 | 3.4162E-4 | 0.39485
treonin
metabolizmasi
Piirin 1/65 1.0904E-4 | 3.9624 | 0.0034892 | 5.3157E-4 | 0.0
metabolizmasi
Primer safra 1/46 0.0021156 | 2.6746 | 0.065584 | 0.0091677 | 0.00758
asiti
biyosentezi
Porfirin ve 2/30 0.0078772 | 2.1036 | 0.23632 0.02875 0.0
klorofil
metabolizmasi
Glikoliz / 4/26 0.0081091 | 2.091 | 0.23632 0.02875 0.11518
Glukoneogenez
Gliokzalat ve 6/32 0.016359 | 1.7862 | 0.45805 0.053166 | 0.209
dikarboksilat
metabolizmasi
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Ubikinon ve 1/9 0.022363 | 1.6505 | 0.60379 0.06536 0.0
diger

terpenoid-
kinon

biyosentezi
Aminoagil- 7148 0.024599 | 1.6091 | 0.63958 0.06536 0.0
tRNA

biyosentezi
Fenilalanin, 2/4 0.026814 | 1.5716 | 0.67035 0.06536 1.0
tiroin ve
triptofan
biyosentezi
Fenilalanin 2/10 0.026814 | 1.5716 | 0.67035 0.06536 0.35714
metabolizmasi

Sekil 4.7 KLL ve kontrol grubu karsilastirmasinda uygulanan temel bilesen analizi
(PCA) skor grafigi. 2-KLL, 4-Kontrol; en yiiksek iki varyans agiklayici bilesenler
PC1 ve PC2.

Skor Diyagram

02
5 | > 4
g . @ 0
O > © o
o ogDO @)
§ & © .
= ©
N o - QO
O (6] @&3 @ o
® 8o
o O o O%Oo
Q0 ~
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-10 -5 0 5
PC 1 (13 %)

Sekil 4.8 KLL ve kontrol grubu karsilagtirmasinda uygulanan kismi en kiigiik kareler
regresyonu (PLS-DA) skor grafigi. 2-KLL, 4-Kontrol.
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Skor Divagram

O 0

D

Bilesen 2 (7.3%)
© @ 0 o
@]
&
o Fo
O

Bilesen 1 (10.6%)

Tablo 4.9 KLL-kontrol karsilastirmasinda PLS-DA modeline ait ¢apraz-validasyon
sonuglart (*3 bilesenli modelde Q2 degeri ile belirlenen prediktif basari en yiiksek
bulunmustur).

1 bilesen | 2 bilesen | 3 bilesen * | 4 bilesen | 5 bilesen

Dogruluk ' 84545 | 0.85909 |0.91364  0.86061 087879
(Accuracy)

R2 0.64703 | 0.82696 |0.87239 0.90932 | 0.928
Q2 0.46359 |0.58883 | 0.61936 0.59525 |0.54586

Sekil 4.9 KLL-kontrol karsilastirmasindaki PLS-DA modelinde VIP skoru>1
bulunan metabolitler. 2-KLL, 4-Kontrol. Kirmiz1 renk, p anlamlilik degeri grupta
yiksek olan metabolitleri ifade etmektedir.
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Sekil 4.10 KLL-kontrol karsilagtirmasinda en yiiksek egri alt1 alan (AUC) degerine
ulasilan 3 metabolit ile olusturulmus biyobelirte¢ modeli (MetaboAnalyst, ROC
analizi).

10

08

0.6

Egri alt1 alan (AUC)= 0.988
95% CI: 0.935-1

Sensitivite (Dogru pozitiflik orani)
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I I I I I I
0.0 0.2 0.4 0.6 08 1.0

1-Spesifite (Yanlis pozitiflik orani)
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Tablo 4.10 KLL hasta serumlarinda 1D NMR metoduyla kimliklendirilen metabolit
konsantrasyonlarinin (mM) serum rutin parametreleri ile korelasyonlar1 (*0.05 dnem
diizeyinde, ** 0.01 6nem duzeyinde, rs: Spearman korelasyon katsayisi).

KLL (rs) Evre | WBC NEU LYMP N/L LDH | Cre | PyrG Ala Val Leu Tyr Fum
(Rai)

IPI-Risk | 0.47* -.46*

FISH -48* -.50*

LYMP 82%*

NEU -.81** -.99**

MONO - 78** -.87*%*

N/L -.82*%*

PLT - 42%* .45* -43* 46* -.63** A44*

eGFR R
.86*

LAK -44* -37* A8** -43* .50** 0.4* 54** 5**

Glu -42* -A41* 46>

AST .68**

Metil- -0.563* il -.54** 48* -.52*
Guanidi
n

Val Eog* 67**

Leu 46* -.45* AT*

Phe 43* A41* 55

Tau-M- -42* -.52* -.45*
H

O-PEA 73

O-AC A41* -A41* 0.41 A43*

Tablo 4.11 NHL grubunda kontrollere gére anlamli bulunan metabolitler (p<0.05).

t istatistigi p degeri -log10(p) Yanhs bulgu
orani (FDR)
Asetat -6.8869 6.86E-09 8.1638 3.98E-07
Fumarat -5.1324 4.16E-06 5.381 0.000121
Asetoasetat -4.7169 1.78E-05 4.7488 0.000345
Piroglutamat -3.9941 0.000201 3.6959 0.002921
Glutamat 3.8912 0.000281 3.552 0.003254
O-fosfoetanolamin -3.7974 0.000378 3.4224 0.003655
Glutamin 3.3583 0.001458 2.8362 0.012082
Eritritol -3.2851 0.001811 2.7421 0.013129
Suksinat 2.9898 0.004227 2.374 0.02724
Kreatin 2.9003 0.005416 2.2663 0.031411
3-OH-3- -2.766 0.007795 2.1082 0.037771
metilglutarat
Betain 2.765 0.007815 2.1071 0.037771

Tablo 4.12 NHL grubunda kontrollere gore anlamli bulunan yolak analizi sonuglari
(MetaboAnalyst v.5.0, KEGG veritabani, yolak analizi).
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Yolak Adi Eslesme | p degeri | -log(p) | Holm | Yanhs Etki

p bulgu (impact)

orani
(FDR)

Pirivat 3/22 1.0457E- | 10.981 | 4.0782 | 4.0782E- | 0.06065
metabolizmasi 11 E-10 10
Tirozin 3/42 2.4651E- | 10.608 | 9.3674 | 4.807E- | 0.16435
metabolizmasi 11 E-10 10
Arjinin 3/14 1.5779E- | 9.8019 | 5.8381 | 2.0512E- | 0.0
biyosentezi 10 E-9 9
Alanin, aspartat | 4/28 8.02E-10 | 9.0958 | 2.8872 | 7.8195E- | 0.11618
ve glutamat E-8 9
metabolizmasi
Sitrat siklusu 3/20 4.3663E-9 | 8.3599 | 1.5282 | 3.4057E- | 0.11257
(TCA) E-7 8
Glutatyon 2/28 7.376E-7 | 6.1322 | 2.5079 | 4.7944E- | 0.09582
metabolizmasi E-5 6
Glikoliz / 4/26 2.5506E-6 | 5.5934 | 8.4169 | 1.3276E- | 0.11518
Glukoneogenez E-5 5
Gliokzalat ve 6/32 2.7233E-6 | 5.5649 | 8.7147 | 1.3276E- | 0.209
dikarboksilat E-5 5
metabolizmasi
Glisin, serin ve 4/33 9.9577E-4 | 3.0018 | 0.0308 | 0.004315 | 0.32225
treonin 69
metabolizmasi
Piirin 2/65 0.0077013 | 2.1134 | 0.2310 | 0.030035 | 0.0
metabolizmasi 4
Pentoz ve 1/18 0.01635 1.7865 | 0.4741 | 0.057968 | 0.17188
glukuronat ara- 5
cevirimi
Selenobilesik 1/20 0.021795 | 1.6616 | 0.6102 | 0.070835 | 0.0
metabolizmasi 7
Avrjinin ve prolin | 3/38 0.039339 | 1.4052 | 1.0 0.11802 | 0.03558
metabolizmas
Galaktoz 1/27 0.044664 | 1.35 1.0 0.12442 | 0.0

metabolizmasi
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Sekil 4.11 NHL ve kontrol grubu karsilagtirmasinda uygulanan temel bilesen analizi
(PCA) skor grafigi. 3-NHL, 4-Kontrol; en yiiksek iki varyans agiklayici bilesenler

PC1 ve PC2.

PC 2(115 %)
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Sekil 4.12 NHL ve kontrol grubu karsilagtirmasinda uygulanan kismi en kiigiik

kareler regresyonu (PLS-DA) skor grafigi. 3-NHL, 4-Kontrol.

Skor Diyagram

Bilesen 2 (7.7%)
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Bilesen 1 (11.6%)

Tablo 4.13 NHL-kontrol karsilastirmasinda PLS-DA modeline ait ¢capraz-validasyon
sonuglar1 (*5 bilesenli modelde Q2 degeri ile belirlenen prediktif bagar1 en yiiksek

bulunmustur).

Dogruluk
(Accuracy)

R2
Q2

1 bilesen
0.90909

0.75318
0.62827

2 bilesen | 3 bilesen | 4 bilesen

0.94545 0.94545 | 0.96364
0.87571 0.92303 | 0.94567
0.71205 |0.70494 |0.70118
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5*bilesen

0.96364

0.96366
0.73102



Sekil 4.13 NHL-kontrol karsilastirmasindaki PLS-DA modelinde VIP skoru>1

bulunan metabolitler. 3-NHL, 4-Kontrol. Kirmiz1 renk, p anlamlilik degeri grupta

yuksek olan metabolitleri ifade etmektedir.
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Sekil 4.14 NHL-kontrol karsilagtirmasinda en yiiksek egri alt1 alan (AUC) degerine
ulasilan 5 metabolit ile olusturulmus biyobelirte¢ modeli (MetaboAnalyst, ROC
analizi).

10

0.8

0.6

Egri alt1 alan (AUC)=0.981
95% ClI: 0.879-1
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Tablo 4.14 NHL hasta serumlarinda 1D NMR metoduyla kimliklendirilen metabolit
konsantrasyonlarinin (mM) serum rutin parametreleri ile korelasyonlari (*0.05 6nem
diizeyinde, ** 0.01 6nem duzeyinde, rs: Spearman korelasyon katsayisi).

NHL (rs) | Evre LY Car LD LAK | PLT | Cre | Val Leu | PyrG | Tau- Phe
MP H M-H
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IPI-Risk | 0.55* 0.
* 61*

FISH
NEU

0.61*
0.47 -0.48*
*

0.73
*%

MONO -
0.52
*%

N/L -0.49*

WBC 052 | -0.4*

*%

0.4*

LDH ;

0.4*

LAK 0.44
*

Glu 0.41

eGFR R
0.89

*%x

AST 0.44

Ala 0. 0.53 0.5*
48* *%

Leu

Fum 0.
61**
Tyr 0.
64**

0.51* | 0.65*
*

Gly 0.54*
Metil- 0.45
Guanidi *
n
O-PEA

0.9*

O-AC 0.42 0.46

0.46 0.47*

PyrG 0.54 -
el 0.46
*

Tyr -0.52* | 0.45 | 0.65*

Tablo 4.15 Kontrol serumlarinda 1D NMR metoduyla kimliklendirilen metabolit
konsantrasyonlarinin (mM) serum rutin parametreleri ile korelasyonlar1 (*0.05 6nem
diizeyinde, ** 0.01 6nem duzeyinde, rs: Spearman korelasyon katsayisi).

Kontrol (r) | WBC | N/L LDH Cre eGFR Leu Ala Fum Phe PyrG Tyr
Car 0.45* | 042 0.42*
PLT 0.5;1* 0.84** | -0.7*%* | 0.5**
eGFR -0.6**

AST 0.57**

TG -

0.54*

Glu 0.53** | 0.5** | 0.64**
LAK 0.56** | 0.49**

Fum 0.5** 0.4*
Tyr 0.51** | 0.42* 0.53**
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Val

0.48**

0.41*

Phe

0.42* 0.5*

O-AC

0.42*

O-PEA

1**

4.3.

Serum LC-HRMS Analizi Sonuglari

Tablo 4.16 AML-kontrol karsilastirmasinda serum LC-HRMS analizi sonucu
kimliklendirilen ve anlamli bulunan metabolitler (Tidymass).

Logl0(FC) |p Ayarl. p | Bilesik Eklenti
(Adduct)

0,001 Pro-Phe

2,18963721 | 6403 | 0,015861

9 59 266 (M+H)+
0,008 1-Stearoil-2-dokosaheksaenoil-sn-

1,54976315 | 8737 | 0,046263 | glisero-3-fosfokolin

5 07 518 (M+H)+
0,000 1-Palmitoil-2-hidroksi-sn-glisero-3-

1,52776714 | 8802 | 0,010522 | fosfoetanolamin

2 13 547 (M+H)+
0,006 C8:0 AC

1,45798868 | 7998 | 0,040644

9 21 383 (M+H)+
0,007 Asetil-L-karnitin

1,42173724 | 8160 | 0,043736

2 55 647 (M+H)+
0,006 C6:0 AC

1,36464170 | 7156 | 0,040644

9 78 383 (M+H)+
0,002 1-(1Z-Oktadesenil)-sn-glisero-3-
7549 | 0,021310 | fosfokolin

1,26471948 | 34 224 (M+H)+
0,008 (2R)-3-Hidroksiizovaleroilkarnitin

1,12108410 | 4516 | 0,045816

3 9 349 (M+H)+
0,008 1-(1Z-Oktadesenil)-2-(9Z-

1,05965586 | 5361 | 0,045816 | oktadesenil)-sn-glisero-3-fosfokolin

5 26 349 (M+Na)+
0,001 Dokosatrienoik asit

1,03016524 | 8682 | 0,015861

9 95 266 (M+NH4)+
0,007 DL-indol-3-laktik asit

1,02513299 | 0448 | 0,041173

8 45 203 (M+H)+
2,238 Oleamid

0,99050494 | 91E- | 0,001472

3 05 085 (M+H)+
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0,003 Cis-13-Dokozenoik asit

0,91247667 | 1303 | 0,023522 (M+H-

3 11 054 H20)+
0,007 8-Metil-2-(triflorometil)kinolin-4-ol

0,90618100 | 5722 | 0,043293

5 57 557 (M+H)+
0,005 Fenilalanin

0,83018364 | 4026 | 0,035522

7 04 122 (2M+H)+
0,001 Stearidonik asit etil ester

0,81957815 | 8496 | 0,015861 (M+H-

8 78 266 2H20)+
0,008 Hekzaetilen glikol
9712 | 0,046263

0,63620746 | 53 518 (M+H)+
0,006 MMV023985

0,57515150 | 4207 | 0,040644

5 26 383 (M+H)+
0,010 Etil pentadekanoat

0,55070355 | 1171 | 0,049649

2 8 284 (M+H)+
0,000 Glu-Leu-Asp-Lys-Trp-Ala

0,54407667 | 4795 | 0,007044

6 14 095 (M+H)+
0,010 14-Metilpentadekanoik asit

0,53555192 | 1941 | 0,049649 (M+H-

4 5 284 H20)+
0,001 Dodeka-2(E),4(E)-dienoik asit

0,50885752 | 1103 | 0,012696

6 21 285 (M+NH4)+
0,000 Pentaetilen glikol

0,48486950 | 5088 | 0,007044

2 89 095 (M+H)+
0,002 Lokotrien D4 metil ester

0,45853252 | 3309 | 0,018577

7 61 054 (M+H)+
0,004 Palmitamid

0,37518015 | 2390 | 0,028586

6 13 166 (M+H)+

- 0,009 2-Arasidonil gliserol eter

0,70626133 | 4836 | 0,047965

8 95 613 (M+H)+

- 1,419 Tetraglim

0,77751242 | 5E- 0,001244

7 05 429 (M+NH4)+

- 0,001 Adenosin

0,93367892 | 1848 | 0,012983

2 17 618 (M+H)+

- 0,000 2-metilkinolin-8-ol

1,00122744 | 2386 | 0,004827

9 23 524 (M+H)+

- 0,003 Met(O)-Thr

1,22338639 | 4659 | 0,024636

1 1 063 (M+H)+
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- 4,909 Pro-Ala

1,27839768 | 32E- | 0,001912

8 05 907 (M+H)+
- 0,000 N-Oleoilglisin

1,82510958 | 1958 | 0,004292

2 68 782 (M+H)+
- 0,003 [nozin

1,87572494 | 7162 | 0,025720

8 54 391 (M+H)+
- 0,000 Tyr-Ala(Dstereo)-Phe(Amit)

1,99567347 | 7749 | 0,009705

6 77 667 (M+H)+
- 0,001 5-Kolanik asit-3-0l-6-7-dion

2,07343862 | 8695 | 0,015861

4 79 266 (M+H)+
- 6,615 D-Piroglutamik asit

2,09361595 | 93E- | 0,002174

6 05 988 (2M+H)+
- 0,000 Androsta-1,4-dien-3-on, 4-kloro-6,17-

2,22272371 | 1030 | 0,002709 | dihidroksi-17-metil-, (6.beta.,17.beta.)-

6 26 592 (M+H)+
- 5,091 2-Metil-N-(4-Metilfenil)alanin

3,69876788 | 39E- | 0,001912

5 05 907 (M+H)+

Sekil 4.15 AML-kontrol karsilastirmasinda serum LC-HRMS analizi sonucu anlamli
bulunan metabolik yolaklar (Tidymass).
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Sfingolipit
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Tablo 4.17 AML-kontrol karsilastirmasinda serum LC-HRMS pik intensite
tablosuna ait fonksiyonel analiz sonuglar1 (MetaboAnalyst v.5.0., Mummichog
algoritmasi kullanilarak).

AML Yolak Total Anlamli Beklenen | p (Fisher) | Ayarl.p.Fisher
(Total) vuru vuru
(Hits) (Hits)
Piirin 80 8 5 3.3855 0.15504 1
metabolizmasi
Askorbat 29 4 2 1.2273 0.50716 1
(Vitamin C) ve
aldarat
metabolizmasi
Gliserofosfolipit | 156 17 5 6.6018 0.86174 1
metabolizmasi
Yag asidi 63 9 2 2.6661 0.92353 1
metabolizmasi
Yag asidi 74 9 2 3.1316 0.92353 1
aktivasyonu
Loktrien 92 18 4 3.8934 0.96426 1
metabolizmasi
Vitamin A 67 14 3 2.8354 0.95654 1
(retinol)
metabolizmasi
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Arasidonattan
prostaglandin
formasyonu

78

25

3.3009

0.99762

C21-steroid
hormon
biyosentezi

112

25

4.7398

0.99762

Safra asidi
biyosentezi

82

17

3.4702

0.9978

Androjen ve
ostrojen
biyosentezi

95

28

4.0203

0.99933

Arasidonik asit
metabolizmasi

95

31

4.0203

0.99982

Tirozin
metabolizmasi

160

23

6.7711

0.99988

Vitamin D3
(kolekalsiferol)
metabolizmasi

16

0.67711

0.96971

EPA kaynakl
anti-
enflamatuvar
metabolit
formasyonu

27

1.1426

0.91691

Linoleat
metabolizmasi

46

1.9467

0.94978

Galaktoz
metabolizmasi

41

1.7351

0.62811

3-0kzo-10R-
oktadekatrienoat
beta-oksidasyonu

27

1.1426

0.62811

Biopterin
metabolizmasi

22

0.93102

0.77388

Vitamin E
metabolism

54

2.2852

0.77388

Kafein
metabolizmasi

11

0.46551

0.62811

Fruktoz ve
mannoz
metabolizmasi

33

1.3965

0.62811

Ksenobiyotik
metabolizmasi

110

4.6551

0.98905

Doymus yag
asidi beta-
oksidasyonu

36

1.5235

0.86279

Gliserosfingolipit
metabolizmasi

67

2.8354

0.99344

Arjinin ve prolin
metabolizmasi

45

1.9044

0.96971

Porfirin
metabolizmasi

43

1.8197

0.77388

Vitamin B6
(piridoksin)
metabolizmasi

11

0.46551

0.38957

ilag
metabolizmasi -
diger enzimler

31

1.3119

0.62811

Pentoz fosfat
yolagi

37

1.5658

0.38957
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Methiyonin ve 94 5 1 3.978 0.91691 1
sistein
metabolizmasi

Sekil 4.16 AML-kontrol karsilastirmasina ait serum LC-HRMS fonksiyonel analiz
zenginlestirme testi (enrichment test) sonug gosterimi.

Plrin met.

3 )

o

© _|

o
= Pentoz fosfat yolag Vitamin B6 met.
E‘ q- — (2] .
o o
L=

Vitamin C ve aldarat met.
@
Galaktoz met.
(aV]
o (<] 0 O ‘
o Q .
o o
° o o ©
© o 50 %o o OCO ° o
o
I T T |
0.5 1.0 15 2.0

Zenginlestirme Faktori

Sekil 4.17 AML-kontrol karsilastirmasina ait serum LC-HRMS PLS-DA analizi
sonugclar1 ve en yiiksek VIP skoru alan m/z degerleri.
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Sekil 4.18 AML-kontrol karsilastirmasina ait serum LC-HRMS volkan plot sonuglar
(degiskenler m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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Tablo 4.18 KLL-kontrol karsilastirmasinda serum LC-HRMS analizi sonucu
kimliklendirilen ve anlamli bulunan metabolitler (Tidymass).

LoglO(FC) |p Ayarl.p | Bilesik Eklenti
(Adduct)

0,000 1-Stearoil-2-hidroksi-sn-glisero-3-

1,73765275 | 3586 | 0,003493 | fosfokolin

6 99 992 (2M+H)+
0,000 Pro-Phe

1,71401903 | 1147 | 0,001997

1 23 646 (M+H)+
0,009 Gly-Phe

1,55134705 | 1113 | 0,026721

2 76 998 (M+H)+
0,002 13,14-Dihidro-15-ketoprotaglandin A2

1,41870844 | 5966 | 0,011570

7 71 815 (M+H)+
0,001 C8:0 AC

1,35411294 | 5737 | 0,008622

1 59 885 (M+H)+
0,003 Cl12:1 AC

1,34516688 | 7477 | 0,014711

5 15 178 (M+H)+
0,000 1-Palmitoil-2-hidroksi-sn-glisero-3-

1,34424855 | 4005 | 0,003511 | fosfoetanolamin

9 05 091 (M+H)+
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0,001 C10:1 AC

1,24098530 | 8356 | 0,009466

1 43 159 (M+H)+
0,017 cis-13-Dokozenoik asit

1,23905933 | 2433 | 0,040554 (M+H-

7 71 098 H20)+
0,000 C6:0 AC

1,19674854 | 3805 | 0,003494

6 48 832 (M+H)+
0,000 Phe-His

1,06530460 | 2932 | 0,003084

9 34 817 (M+H)+
0,001 1-pentadekanoil-2-hidroksi-sn-glisero-

1,03828126 | 5203 | 0,008622 | 3-fosfokolin

2 83 885 (M+H)+
2,067 Oleamid

1,01509525 | 12E- | 0,000181

6 06 218 (M+H)+
0,008 Asetil-L-karnitin

0,95904593 | 5782 | 0,025987

7 33 994 (M+H)+
0,002 (S)-N-(1-Amino-3-metil-1-oksobutan-

0,94255483 | 0166 | 0,010199 | 2-il)-1-(5-floropentil)-3-(4-florofenil)-

9 14 416 1H-pirazol-5-karboksamid (M+H)+
0,001 Palmitoil-L-karnitin

0,93163162 | 8141 | 0,009466

9 21 159 (M+H)+
0,004 2-Linoleilgliserol

0,92542917 | 8104 | 0,017330 (M+H-

9 78 9 H20)+
0,000 Stearidonik asit etil ester

0,91618645 | 1443 | 0,001997 (M+H-

7 17 646 2H20)+
0,005 Dokosatrienoik asit
1381 | 0,018017

0,914323 69 845 (M+NH4)+
0,004 Tirozin

0,89696020 | 3581 | 0,016676

6 82 625 (M+H)+
0,003 Oleoil-L-karnitin

0,84390756 | 3858 | 0,013492

9 85 237 (M+H)+
0,008 Hidrokortizon

0,81528369 | 1075 | 0,025395

7 43 497 (M+H)+
0,001 Beta.-Estradiol 3-benzoat

0,80942365 | 4511 | 0,008622

8 37 885 (M+H)+
0,007 1-Heptadekanoil-sn-glisero-3-

0,80526378 | 4923 | 0,024326 | fosfokolin

4 37 97 (M+H)+
0,002 1-Stearoil-2-dokosaheksaenoil-sn-

0,79517487 | 5228 | 0,011440 | glisero-3-fosfokolin

5 93 017 (M+H)+
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0,015 1,2-Dilinoleoil-sn-glisero-3-fosfokolin

0,76844144 | 0816 | 0,037069

1 7 899 (M+H)+
0,006 Glu-Phe

0,75861099 | 0018 | 0,020236

3 46 993 (M+H)+
0,002 1-Stearoil-sn-glisero-3-fosfokolin

0,75525142 | 7329 | 0,011783

8 57 079 (M+H)+
0,004 Arg-Gly-Asp

0,75430290 | 3752 | 0,016676

4 36 625 (M+H)+
2,151 Lokotrien D4 metil ester

0,74191427 | 95E- | 0,000808

7 05 454 (M+H)+
0,010 Cl14:2 AC

0,73883451 | 3515 | 0,027580

4 76 808 (M+H)+
0,002 DL-indol-3-laktik asit
6397 | 0,011570

0,73327897 | 3 815 (M+H)+
0,003 Asn-Arg

0,73145608 | 1879 | 0,013100

1 06 301 (M+H)+
0,003 1-(1Z-Oktadesenil)-sn-glisero-3-

0,72305404 | 0412 | 0,012695 | fosfokolin

8 33 942 (M+H)+
0,001 1-(1Z-Oktadesenil)-2-(9Z-

0,69653104 | 3817 | 0,008489 | oktadesenil)-sn-glisero-3-fosfokolin

4 38 62 (M+Na)+
0,009 Androstan-3,17-diol
3476 | 0,026721 (M+H-

0,68638606 | 19 998 2H20)+
0,019 Propiyonilkarnitin

0,67934428 | 5821 | 0,044783

1 79 592 (M+H)+
0,015 3-Hidroksioleilkarnitin
8285 | 0,038191 (M+H-

0,67619422 | 04 712 H20)+
0,009 D-eritro-N-stearoilsfingosin

0,59613443 | 1662 | 0,026721 (M+H-

7 81 998 H20)+
0,002 Fenilalanin
9893 | 0,012680

0,58686986 | 17 49 (2M+H)+
7,173 Dodeka-2(E),4(E)-dienoik asit

0,52239185 | 5E- 0,001838

9 05 233 (M+NH4)+
0,016 N-Asetildihidrosfingosin

0,52059368 | 3339 | 0,039053

5 66 028 (M+K)+
0,000 Palmitamid

0,51119147 | 1415 | 0,001997

7 02 646 (M+H)+
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0,012 Alfa-Linolenoil Etanolamid

0,50222392 | 5194 | 0,031659

1 71 817 (M+H)+
0,007 14-Metilpentadekanoik asit

0,48171104 | 6133 | 0,024418 (M+H-

2 12 304 H20)+
0,006 Fosfokolin
0871 | 0,020264

0,46238728 | 59 847 (M+H)+
0,008 4-Metilsiklohekzanasetik asit

0,41289727 | 5967 | 0,025987

9 89 994 (M+H)+
0,000 Stearamid

0,38736312 | 8508 | 0,006047

5 46 904 (M+H)+

- 0,009 Bisiklo-prostaglandin E2

0,46814850 | 5448 | 0,026958 (M+H-

2 4 658 H20)+

- 0,010 Butil 2-etilheksil ftalat

0,59139389 | 8674 | 0,028298 (M+CH3CN

4 02 283 +Na)+

- 0,002 Linoleilglisin

0,61358751 | 1040 | 0,010247

2 36 435 (M+H)+

- 0,000 Fitalik asit

0,66095835 | 7193 | 0,005417

3 33 389 (M+H)+

- 0,000 His-Trp

0,74935129 | 4890 | 0,004019

3 74 573 (M+H)+

- 0,010 cis-5,8,11,14,17-Eikosapentaenoik asit

0,84306069 | 3344 | 0,027580

5 67 808 (M+H)+

- 0,000 lle-Val

1,08988769 | 1626 | 0,002067

5 75 211 (M+H)+

- 0,001 Kortizon

1,17577009 | 1869 | 0,007804

5 38 116 (M+H)+

- 0,000 Pro-Ala

1,21130305 | 1650 | 0,002067

9 62 211 (M+H)+

- 0,018 Androsta-1,4-dien-3-on, 4-kloro-6,17-

1,36589560 | 6312 | 0,042982 | dihidroksi-17-metil-, (6.beta.,17.beta.)-

4 54 63 (M+H)+

- 0,000 Gliserofosfokolin

1,65969173 | 6743 | 0,005374

1 93 704 (M+H)+

- 0,000 N-Oleoilglisin

1,87357084 | 1869 | 0,002235

6 97 461 (M+H)+

- 0,000 D-Piroglutamik asit

1,89824527 | 1395 | 0,001997

1 38 646 (2M+H)+
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- 0,002 5-Kolanik asit-3-0l-6-7-dion

2,04902785 | 4122 | 0,011130

2 68 288 (M+H)+
- 0,018 N-Asetiltriptofan

2,12237297 | 3399 | 0,042685

6 72 068 (M+H)+
- 0,001 2-Metil-N-(4-Metilfenil)alanin

2,42268557 | 2955 | 0,008310

4 68 597 (M+H)+
- 0,021 D-Sorbitol

2,60945751 | 5317 | 0,048400

8 82 502 (M+H)+
- 0,015 N-asetilsitin

2,93593731 | 0065 | 0,037069

6 15 899 (M+H)+

Sekil 4.19 KLL-kontrol karsilastirmasinda serum LC-HRMS analizi sonucu anlamli
bulunan metabolik yolaklar (Tidymass).

Aldosteronca
diizenlenen
sodyum geri
emilimi

Apoptoz

Doymamis yag
asidi biyosentezi

Steroit hormon
biyosentezi

Nekroptoz

Cushing sendromu

Sfingolipit sinyal

yolagi

1 2 3

-log(p, 10)

Tablo 4.19 KLL-kontrol karsilastirmasinda serum LC-HRMS pik intensite tablosuna
ait fonksiyonel analiz sonuglar1 (MetaboAnalyst v.5.0., Mummichog algoritmasi

kullanilarak).
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KLL Yolak Total Anlamlt Beklenen | p Avyarl.p.Fisher
vuru vuru (Hit) (Fisher)
(Hit)
Piirin metabolizmasi 80 43719 | 0.36837
Lizin 52 2.8417 | 0.50764
metabolizmasi
Skualen ve kolesterol 55 2 2 3.0057 | 0.25231 1
biyosentezi
Aminoseker 69 2 2 3.7707 | 0.25231 1
metabolizmasi
Gliserofosfolipit 156 17 8 8.5252 0.6994 1
metabolizmasi
Ubikinon biyosentezi 10 2 | 0.54648 | 0.50462
Yag asidi 63 4 3.4429 0.7552
Metabolizmasi
Ksenobiyotik 110 9 4 6.0113 0.7552 1
metabolizmasi
Doymus yag asitleri 36 4 2 1.9673 | 0.69326 1
beta oksidasyonu
Glikosfingolipid 67 10 4 3.6614 | 0.83694 1
metabolizmasi
TCA dongusi 31 1.6941 | 0.81824 1
Yag asidi aktivasyonu 74 4.044 | 0.91614 1
Linoleat 46 2.5138 | 0.89563 1
metabolizmasi
D3 vitamini 16 7 2| 0.87438 | 0.94148 1
(kolekalsiferol)
metabolizmasi
Ure déngiisii/amino 85 7 2 4.6451 | 0.94148 1
grup metabolizmasi
Arginin ve prolin 45 7 2 2.4592 | 0.94148 1
metabolizmasi
Karnitin mekigi 72 16 3.9347 | 0.99145 1
Tirozin metabolizmasi 160 23 8.7438 | 0.99629 1
Lokotrien 92 18 5.0277 | 0.99721 1
metabolizmasi
Aspartat ve asparajin 114 11 2 6.2299 | 0.99508 1
metabolizmasi
Safra asidi biyosentezi 82 17 3 4.4812 | 0.99917
Androjen ve 0strojen 95 28 6 5.1916 | 0.99976
biyosentezi ve
metabolizmasi
A vitamini (retinol) 67 14 2 3.6614 | 0.99932 1
metabolizmasi
Arasidonat kaynakli 78 25 5 4.2626 | 0.99974 1
prostaglandin olusumu
C21-steroid hormon 112 25 5 6.1206 | 0.99974 1
biyosentezi ve
metabolizmasi
Aragidonik asit 95 31 4 5.1916 1 1
metabolizmasi
Glikoliz ve 49 1 1 2.6778 | 0.50307 1
Glukoneogenez
Sialik asit 107 1 1 5.8474 | 0.50307 1
metabolizmasi
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EPA kaynakli anti- 27 5 1 1.4755 | 0.97064
enflamatuvar

metabolit olusumu

Heksoz fosforilasyonu 20 2 1 1.093 | 0.75383
Galaktoz 41 2 1 2.2406 | 0.75383
metabolizmasi

3-0kso-10R- 27 2 1 1.4755 | 0.75383
oktadekatrienoat beta

oksidasyonu

Alkaloid biyosentezi 10 2 1| 0.54648 | 0.75383
Histidin 33 3 1 1.8034 | 0.87843
metabolizmasi

B5 Vitamini - 12 2 1| 0.65578 | 0.75383
pantotenattan CoA

biyosentezi

Elektron tagima zinciri 7 1 1| 0.38254 | 0.50307
Biopterin 22 3 1 1.2023 | 0.87843
metabolizmasi

E vitamini 54 3 1 2.951 | 0.87843
metabolizmasi

Glisin, serin, alanin ve 88 4 1 4.8091 | 0.94016
treonin metabolizmasi

Lipoat metabolizmasi 8 1 1| 0.43719 | 0.50307
Triptofan 94 4 1 5.137 | 0.94016
metabolizmasi

De novo yag asidi 106 5 1 5.7927 | 0.97064
biyosentezi

Yag asidi oksidasyonu 35 1 1 1.9127 | 0.50307
Fruktoz ve mannoz 33 2 1 1.8034 | 0.75383
metabolizmasi

Askorbat (C Vitamini) 29 4 1 1.5848 | 0.94016
ve aldarat

Metabolizmasi

Glutatyon 19 3 1 1.0383 | 0.87843
Metabolizmasi

Porfirin metabolizmasi 43 3 1 2.3499 | 0.87843
B6 vitamini 11 1 1| 0.60113 | 0.50307
(piridoksin)

metabolizmasi

Pirimidin 70 3 1 3.8254 | 0.87843
metabolizmasi

Ilag metabolizmasi - 31 2 1 1.6941 | 0.75383
diger enzimler

Beta-Alanin 20 3 1 1.093 | 0.87843
metabolizmasi

Fitanik asit 34 2 1 1.858 | 0.75383
peroksizomal

oksidasyon

Pentoz fosfat yolu 37 1 1 2.022 | 0.50307
Metiyonin ve sistein 94 5 1 5.137 | 0.97064
metabolizmasi

Sekil 4.20 KLL-kontrol karsilastirmasina ait serum LC-HRMS PLS-DA analizi
sonuglari ve en yiiksek VIP skoru alan m/z degerleri.

Skor diyagram

110



Scores Plot

o ki
O kontrol

30
]

20
]

10
]

Ortogonal T skoru (19%)
1]
|
g@ o
Q
g a8
o

5
e B ° o
0]
OO 0

2 o
8 4

i T T ! '

20 10 0 10 20

T skoru (34%)
45\9(&6\

391.2843211 | HE
232115704 ® C L
2971910461 e L
215.1256342 . e SRV
337.0932839 * C L
158 9642269 e L I
262.9070501 ® C L
310.2378301 ® C L
299.2218252 ® L
584.302488 o [ [ ] l
250.1517089 ° C L
576.4100046 ® mE  Distk
311.206513 e L
4072879525 | @ L
367.3323004 | ® L

f T T T T T I
161 162 163 164 165 166 167

VIP skorlan

Sekil 4.21 KLL-kontrol karsilastirmasina ait serum LC-HRMS volkan plot sonuglari
(degiskenler m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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Tablo 4.20 NHL-kontrol karsilastirmasinda serum LC-HRMS analizi sonucu
kimliklendirilen ve anlamli bulunan metabolitler (Tidymass).

LoglO(FC) |p Ayarl.p | Bilesik Eklenti
(Adduct)

0,000 Pro-Phe

2,60033250 | 8366 | 0,006667

8 44 797 (M+H)+
0,003 1-Oleoil-sn-glisero-3-fosfokolin

1,64281634 | 7205 | 0,018462

3 24 224 (2M+H)+
0,000 1-Palmitoil-2-hidroksi-sn-glisero-3-

1,63126706 | 1552 | 0,002462 | fosfoetanolamin

8 65 778 (M+H)+
0,004 C6:0 AC

1,61740604 | 9500 | 0,022839

3 89 882 (M+H)+
0,001 1-Stearoil-2-hidroksi-sn-glisero-3-

1,58482934 | 9113 | 0,010928 | fosfokolin

3 83 127 (2M+H)+
4,030 Oleamid

1,43344074 | 78E- | 0,001603

4 05 248 (M+H)+
0,000 Dokozatrienoik asit

1,35040806 | 7115 | 0,005847

3 01 65 (M+NH4)+
0,001 C8:0 AC

1,29818038 | 9993 | 0,010954

8 45 743 (M+H)+
0,001 Asetil-L-karnitin

1,28614995 | 8539 | 0,010835

1 79 478 (M+H)+
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0,009 C10:1 AC

1,25515228 | 0322 | 0,035905

3 58 3 (M+H)+
0,009 cis-13-Dokozenoik asit

1,20053579 | 6930 | 0,035905 (M+H-

6 66 3 H20)+
0,007 Aragidoil Etanolamid

1,18256295 | 9745 | 0,032770

7 08 243 (M+H)+
0,000 1-Pentadekanoil-2-hidroksi-sn-glisero-

1,15699469 | 6408 | 0,005693 | 3-fosfokolin

3 53 436 (M+H)+
0,004 N-Asetildihidrosfingosin

1,15027485 | 8562 | 0,022807

7 45 008 (M+K)+
0,001 Stearidonik asit etil ester

1,10697929 | 4246 | 0,008846 (M+H-

7 72 599 2H20)+
0,002 D-eritro-Sfingosin-1-fosfat
8855 | 0,014594

1,08675202 | 17 058 (M+H)+
0,001 1-Heptadekanoil-sn-glisero-3-

1,07557898 | 2393 | 0,008148 | fosfokolin

5 89 984 (M+H)+
0,000 1-Stearoil-sn-glisero-3-fosfokolin

0,93091660 | 6494 | 0,005693

7 41 436 (M+H)+
0,000 1-(1Z-Oktadesenil)-sn-glisero-3-

0,92904266 | 3687 | 0,004848 | fosfokolin

1 18 635 (M+H)+
0,011 Monoelaidin

0,89707491 | 8393 | 0,041516

5 26 57 (M+H)+
0,010 DL-Indol-3-laktik asit

0,89232691 | 5368 | 0,037448

3 77 63 (M+H)+
0,007 Triptofan

0,87802018 | 5495 | 0,032549

3 93 883 (2M+H)+
0,009 Cl12:1 AC

0,77346811 | 1931 | 0,035905

9 67 3 (M+H)+
7,315 Lokotrien D4 metil ester

0,75347568 | 2E- 0,001603

5 05 248 (M+H)+
0,000 Stearamid

0,69952873 | 8629 | 0,006675

6 76 374 (M+H)+
0,002 Fenilalanin

0,68905231 | 5291 | 0,013170

2 35 794 (2M+H)+
0,000 Palmitamid

0,68805826 | 1434 | 0,002462

9 54 778 (M+H)+

113




0,011 7.alfa.-Hidroksi-3-okso-4-kolestenoik
9986 | 0,041521 | asit

0,66861829 | 3 576 (M+H)+
0,000 Etil pentadekanoat

0,64552319 | 1799 | 0,002628

9 31 996 (M+H)+
0,010 Glu-Phe

0,57632591 | 0963 | 0,036713

2 88 962 (M+H)+
0,005 1-(1Z-Oktadesenil)-2-(9Z-
2006 | 0,023205 | oktadesenil)-sn-glisero-3-fosfokolin

0,57142713 | 05 702 (M+Na)+
0,000 Glu-Leu-Asp-Lys-Trp-Ala

0,51830420 | 4805 | 0,005367

9 31 731 (M+H)+

- 0,000 Fitalik asit

0,82715687 | 1421 | 0,002462

9 37 778 (M+H)+

- 0,001 Kortizon

1,13442340 | 1898 | 0,008023

5 58 914 (M+H)+

- 0,000 Adenozin

1,15143833 | 1591 | 0,002462

3 91 778 (M+H)+

- 0,006 Met(O)-Thr

1,15723999 | 7634 | 0,029646

1 16 305 (M+H)+
0,009 Estra-1,3,5(10),7-tetraen-3,17.beta.-

- 1788 | 0,035905 | diol

1,17705944 | 66 3 (M+H)+

- 0,007 Androsta-1,4-dien-3-on, 4-kloro-6,17-

1,40296168 | 8600 | 0,032770 | dihidroksi-17-metil-, (6.beta.,17.beta.)-

8 43 243 (M+H)+

- 0,001 Gliserofosfokolin

1,54028260 | 0490 | 0,007260

4 44 488 (M+H)+

- Pro-Ala

1,54357817 | 7,592 | 0,001363

9 E-06 | 934 (M+H)+

- 0,000 N-Oleoilglisin

1,59470687 | 4684 | 0,005367

8 31 731 (M+H)+

- 0,010 Ser-Leu

1,86991081 | 1905 | 0,036713

9 68 962 (M+H)+

- 0,001 5-tarKolanik asit-3-0l-6-7-dion

2,09121271 | 8438 | 0,010835

1 67 478 (M+H)+

- 6,140 D-Piroglutamik asit

2,19783362 | 26E- | 0,001603

3 05 248 (2M+H)+

- 0,000 Tyr-Ala(Dstereo)-Phe(Amit)

2,19919123 | 5306 | 0,005367

3 5 731 (M+H)+
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- 0,014 N-asetilsitin

3,04800750 | 0841 | 0,047488

5 08 723 (M+H)+
- 6,000 2-Metil-N-(4-Metilfenil)alanin

3,62291382 | 78E- | 0,001603

7 05 248 (M+H)+
- 0,002 N-Asetiltriptofan

4,12855991 | 3491 | 0,012608

1 49 698 (M+H)+

Sekil 4.22 NHL-kontrol karsilastirmasinda serum LC-HRMS analizi sonucu anlamli
bulunan metabolik yolaklar (Tidymass).
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Tablo 4.21 NHL-kontrol karsilagtirmasinda serum LC-HRMS pik intensite tablosuna
ait fonksiyonel analiz sonuglari (MetaboAnalyst v.5.0., Mummichog algoritmasi

kullanilarak).
Yolak Total Anlamli Beklenen | p Avyarl.p.Fisher
vuru vuru (Hits) (Fisher)

NHL (Hits)
Gliserofosfolipid 1
metabolizmasi 156 17 9 7.3296 | 0.28029
Glisin, serin, alanin ve 1
treonin metabolizmasi 88 4 3 41346 | 0.21727
Ure déngiisti/amino 1
grup metabolizmasi 85 7 4 3.9937 | 0.35373
Metiyonin ve sistein 1
metabolizmasi 94 3 4.4165 | 0.37424
Piirin metabolizmasi 30 4 3.7587 0.48216
E vitamini
metabolizmasi 54 2.5372 | 0.39908
Porfirin metabolizmasi 43 20203 | 0.39908 1
Ubikinon Biyosentezi 10 0.46984 0.39908 1
Arginin ve Prolin 1
Metabolizmasi 45 7 3 2.1143 | 0.65061
Doymus yag asitleri 1
beta oksidasyonu 36 1.6914 | 0.58089
TCA dongus 31 1.4565 | 0.71865
Lizin metabolizmasi 52 2.4432 0.82796
Glikosfingolipid
metabolizmasi 67 10 3 3.148 | 0.88334
D3 vitamini 1
(kolekalsiferol)
metabolizmasi 16 7 2| 0.75175 | 0.88256
Androjen ve 0strojen 1
biyosentezi ve
metabolizmasi 95 28 8 4.4635 | 0.96929
C21-steroid hormon 1
biyosentezi ve
metabolizmasi 112 25 7 5.2622 | 0.96745
Yag asidi 1
Metabolizmast 63 9 2 2.96 | 0.95426
Ksenobiyotik 1
metabolizmasi 110 5.1683 | 0.95426
Yag asidi aktivasyonu 74 3.4768 0.95426 1
Lokotrien 1
metabolizmasi 92 18 4 4.3226 | 0.98501
A vitamini (retinol) 1
metabolizmasi 67 14 3.148 | 0.99641
Karnitin mekigi 72 16 3.3829 | 0.99877 .
Aragidonat kaynakli 1
prostaglandin olusumu 78 25 3.6648 | 0.99942
Safra asidi biyosentezi 82 17 3.8527 0.99929 1
Tirozin metabolizmasi 160 23 75175 | 0.99976 1
Aragsidonik asit
metabolizmasi 95 31 3 4.4635 1
Glikoliz ve 1
glukoneogenez 49 1 1 2.3022 | 0.43252
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EPA kaynakli anti-
enflamatuvar

metabolit olusumu 27 5 1 1.2686 | 0.94252
Linoleat

metabolizmasi 46 6 1 2.1613 | 0.96777
Skualen ve kolesterol

biyosentezi 55 2 1 2.5841 | 0.67872
Galaktoz

metabolizmasi 41 2 1 1.9264 | 0.67872
3-0kso-10R-

oktadekatrienoat beta

oksidasyonu 27 2 1 1.2686 | 0.67872
Histidin

metabolizmasi 33 3 1 1.5505 | 0.81853
B5 Vitamini -

pantotenattan CoA

biyosentezi 12 2 1| 056381 | 0.67872
Elektron tasima zinciri 7 1 1 0.32889 0.43252
Biopterin

metabolizmasi 22 3 1 1.0337 | 0.81853
Lipoat metabolizmasi 8 1 1 0.37587 0.43252
Triptofan

metabolizmasi 94 4 1 44165 | 0.89775
Yag asidigigidasyont] 35 1 1| 16445 | 043252
Fruktoz ve mannoz

metabolizmasi 33 2 1 1.5505 | 0.67872
CoA Katabolizgil 7 1 1| 032889 | 0.43252

B3 Vitamini (nikotinat
ve nikotinamid)

metabolizmasi 28 3 1 1.3156 | 0.81853
Askorbat (C Vitamini)

ve aldarat

Metabolizmast 29 4 1 1.3625 | 0.89775
Alanin ve aspartat

Metabolizmast 30 3 1 1.4095 | 0.81853
B6 vitamini

(piridoksin)

metabolizmasi 11 1 1| 051683 | 0.43252
B12 Vitamini

(siyanokobalamin)

metabolizmasi 9 1 1| 0.42286 | 0.43252
Pirimidin

metabolizmasi 70 3 1 3.2889 | 0.81853
Ila¢ metabolizmas -

diger enzimler 31 2 1 1.4565 | 0.67872
Pentoz fosfat yolu 37 1 1| 17384 | 043252
Selenoamino asit

metabolizmasi 35 1 1 1.6445 | 0.43252

Sekil 4.23 KLL-kontrol karsilastirmasina ait serum LC-HRMS fonksiyonel analiz
zenginlestirme testi (enrichment test) sonug gosterimi.
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Sekil 4.24 NHL-kontrol karsilastirmasina ait serum LC-HRMS fonksiyonel analiz
zenginlestirme testi (enrichment test) sonug gosterimi.
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Sekil 4.25 NHL-kontrol karsilastirmasina ait serum LC-HRMS PLS-DA analizi
sonuglari ve en yiiksek VIP skoru alan m/z degerleri.

Skor Diyagrami
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Sekil 4.26 NHL-kontrol karsilagtirmasina ait serum LC-HRMS volkan plot sonuglari
(degiskenler m/z degerlerine gore ifade edilmistir).
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Tablo 4.22 AML-kontrol karsilastirmasinda 16kosit LC-HRMS analizi sonucu

kimliklendirilen ve anlamli bulunan metabolitler (Tidymass).

LoglO(FC) |p Ayarl.p | Bilesik Eklenti
(Adduct)

0,022 Spermin

1,45194272 | 1003 | 0,038471

2 84 04 (M+H)+
2,285 Dokosatrienoik asit

1,41527654 | 8E- 0,000146

4 05 748 (M+NH4)+
0,008 Lys-Leu

1,21449050 | 0757 | 0,016502

3 13 544 (M+H)+
0,001 cis-13-Dokozenoik asit

1,19502408 | 2146 | 0,003004

7 07 553 (M+H-H20)+
4,263 (+)-Katesin

0,97135850 | 31E- | 0,000154

7 05 135 (M+H)+
0,000 (R)-(+)-Arasidonil-1"-hidroksi-2'-

0,92555496 | 5602 | 0,001645 | propilamit

8 04 6 (M+H)+
0,001 MMV020120

0,78958452 | 2127 | 0,003004

8 6 553 (M+H)+
0,004 DL-4-Hidroksifenillaktik asit

0,40981383 | 8860 | 0,010438

2 21 318 (M+H-H20)+
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0,019

3,6,9,12-Tetraoxatetracosan-1-ol

0,31274805 | 2505 | 0,034799

4 92 147 (M+NH4)+

- 0,011 Biyotin

0,30496807 | 9369 | 0,022441

4 15 4 (M+H)+
3,623 Laurik asit dietanolamid

- 77E- | 0,000149

0,93870314 | 05 998 (M+H)+

- 2,620 5'-Floro-2'-hidroksi-4-metilkalkon

0,98002635 | 84E- | 0,000146

3 05 748 (M+H)+

- 2,857 Trietilen glikol monobditil eter

1,17671790 | 11E- | 0,000146 (M+HCOO+2

8 05 748 H)+
3,829 Arg-Gly-Asp

- 73E- | 0,000149

1,41400884 | 05 998 (M+H)+

- 0,000 (S)-N-(1-Amino-3-metil-1-oksobutan-

2,18501149 | 2259 | 0,000707 | 2-il)-1-(5-floropentil)-3-(4-florofenil)-

2 26 903 1H-pirazol-5-karboksamid (M+H)+

- 3,122 MMV085071

2,24066550 | 31E- | 0,000146

5 05 748 (M+H)+

- 1,534 lle Met

2,42028624 | 9E- 0,000146

2 05 748 (M+H-H20)+

- 5,197 Beta.-Estradiol 3-benzoat

2,67248148 | 92E- | 0,000174

2 05 502 (M+H)+

- 1,831 Asn-Arg

2,71805473 | 27E- | 0,000146

9 05 748 (M+H)+

Sekil 4.27 AML-kontrol karsilastirmasinda 16kosit LC-HRMS analizi sonucu
anlaml1 bulunan metabolik yolaklar (Tidymass).
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Tablo 4.23 KLL-kontrol karsilastirmasinda 16kosit LC-HRMS analizi sonucu
kimliklendirilen ve anlamli bulunan metabolitler (Tidymass).
Logl0(FC) |p Ayarl.p | Bilesik Eklenti
(Adduct)
0,000 MMV023233
1,67633556 | 7513 | 0,001358
9 89 279 (M+H)+
0,009 1-Stearoil-sn-glisero-3-fosfokolin
1,60062809 | 9660 | 0,015613
4 31 449 (M+H)+
9,019 Dokosatrienoik asit
1,49183835 | 38E- | 2,41813E
1 07 -05 (M+NH4)+
0,000 cis-13-Dokozenoik asit
1,46190202 | 1428 | 0,000335
7 66 735 (M+H-H20)+
5,453 Bisfenol S
1,35105036 | 65E- | 0,000160
1 05 201 (M+H)+
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1,028 (+)-Katesin

1,13795786 | 99E- | 2,41813E

5 06 -05 (M+H)+
0,002 Lys-Leu

1,02801166 | 2744 | 0,003959

2 57 24 (M+H)+
0,000 (R)-(+)-Arasidonil-1'-hidroksi-2'-

0,97397941 | 2277 | 0,000460 | propilamit

3 82 367 (M+H)+
9,952 MMV020120

0,92223330 | 98E- | 0,000246

5 05 205 (M+H)+
0,026 Arg-Leu
8374 | 0,040688

0,66118741 | 15 985 (M+H)+
0,000 DL-4-Hidroksifenillaktik asit

0,54116652 | 1585 | 0,000338

6 71 766 (M+H-H20)+
7,187 3,6,9,12-Tetraoxatetracosan-1-ol

0,45403552 | 83E- | 5,34903E

3 06 -05 (M+NH4)+

- 0,033 Monoelaidin

0,23354653 | 8168 | 0,049668

2 22 457 (M+H)+

- 0,004 Pentaetilen glikol

0,29277610 | 3217 | 0,007254

4 78 413 (M+H)+

- 0,000 Biyotin

0,43229046 | 4227 | 0,000794

9 14 703 (M+H)+

- 1,640 Laurik asit dietanolamid

1,02828842 | 8E- 5,93211E

4 05 -05 (M+H)+

- 8,935 5'-Floro-2'-hidroksi-4-metilkalkon

1,11124703 | 53E- | 5,34903E

7 06 -05 (M+H)+

- 1,251 Trietilen glikol monoblitil eter

1,30526771 | 9E- 5,34903E (M+HCOO+2

3 05 -05 H)+

- 1,231 Arg-Gly-Asp

1,66806881 | 15E- | 5,34903E

5 05 -05 (M+H)+

- 0,000 (S)-N-(1-Amino-3-metil-1-oksobutan-

2,38805304 | 1542 | 0,000338 | 2-il)-1-(5-floropentil)-3-(4-florofenil)-

7 59 766 1H-pirazol-5-karboksamid (M+H)+

- 1,802 MMV085071

2,51672534 | 25E- | 6,0504E-

1 05 05 (M+H)+

- 1,021 lle Met

2,64713768 | 23E- | 5,34903E

1 05 -05 (M+H-H20)+

- 1,233 Asn-Arg

3,00883016 | 81E- | 5,34903E

6 05 -05 (M+H)+
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- 2,767 Beta.-Estradiol 3-benzoat
3,18044731 | 09E- | 8,67022E
7 05 -05 (M+H)+

Sekil 4.28 KLL-kontrol karsilastirmasinda 16kosit LC-HRMS analizi sonucu anlamli
bulunan metabolik yolaklar (Tidymass).

Biyotin
metabolizmasi

p degeri
0.045
0.040
0.035
0.030
0.025
0.020

Doymamis yag
asidi
biyosentezi

0 05 1' 15
-log (p, 10)

Tablo 4.24 NHL-kontrol karsilastirmasinda 16kosit LC-HRMS analizi sonucu
kimliklendirilen ve anlamli bulunan metabolitler (Tidymass).
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Logl0(FC) |p Ayarl.p | Bilesik Eklenti
(Adduct)

0,006 MMV020120

1,67643686 | 0555 | 0,012374

1 05 294 (M+H)+
3,137 cis-13-Dokozenoik asit

1,48173692 | 81E- | 0,000184 (M+H-

4 05 346 H20)+
2,712 Dokosatrienoik asit

1,47755360 | 61E- | 0,000127

5 06 492 (M+NH4)+
2,113 (+)-Katesin

1,06728857 | 61E- | 0,000184

6 05 346 (M+H)+
0,002 5'-Metiltiyoadenozin
5896 | 0,005795

0,94221617 | 52 887 (M+H)+
0,001 (R)-(+)-Arasidonil-1'-hidroksi-2'-

0,86615906 | 2510 | 0,003145 | propilamit

4 38 669 (M+H)+
0,004 Asetil-L-karnitin

0,66181481 | 0740 | 0,008703

4 66 687 (M+H)+
0,001 3,6,9,12-Tetraokzatetrakozan-1-ol
2716 | 0,003145

0,46027155 | 53 669 (M+NH4)+
0,012 DL-4-Hidroksifenillaktik asit

0,35920726 | 5393 | 0,024556 (M+H-

1 53 233 H20)+
0,025 Tetradesilamin
2224 | 0,045594

0,32306034 | 41 413 (M+H)+

- 0,000 5'-Floro-2'-hidroksi-4-metilkalkon

0,81021061 | 1722 | 0,000622

6 16 627 (M+H)+

- 9,851 Laurik asit dietanolamid

0,83873736 | 16E- | 0,000385

4 05 837 (M+H)+

- 0,000 Trietilen glikol monobiitil eter

0,95634941 | 2049 | 0,000687 (M+HCOO+

2 35 996 2H)+

- 0,000 Arg-Gly-Asp

1,10288467 | 6272 | 0,001842

8 51 551 (M+H)+

- 0,000 (S)-N-(1-Amino-3-metil-1-oksobutan-

1,79945845 | 5856 | 0,001835 | 2-il)-1-(5-floropentil)-3-(4-florofenil)-

2 88 155 1H-pirazol-5-karboksamid (M+H)+

- 6,902 MMV085071

1,92604471 | 06E- | 0,000324

1 05 397 (M+H)+

- 2,784 lle Met

2,14228861 | 44E- | 0,000184 (M+H-

1 05 346 H20)+
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- 9,550 Beta.-Estradiol 3-benzoat

2,32306774 | 09E- | 0,000385

5 05 837 (M+H)+
- 2,660 Asn-Arg

2,48407965 | 42E- | 0,000184

8 05 346 (M+H)+

Sekil 4. 29 NHL-kontrol karsilastirmasinda 16kosit LC-HRMS analizi sonucu
anlamli bulunan metabolik yolaklar (Tidymass).

Sistein ve
metiyonin
metabolizmasi

Doymamis yag
asidi
biyosentezi

05 1
-log (p, 10)
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p degeri

0.045
0.044
0.043
0.042
0.041
0.040




5. TARTISMA

Calismada yer alan AML, KLL ve NHL gibi hematolojik maligniteler oldukca
kompleks alt gruplar1 icermesi ve farkli tip hiicrelerden koken alan heterojen klinige
sahip bireyleri kapsamalari ile beraber, onkojenik blast/ beyaz kan hicrelerinin genel
dinamigini yansitan viicut sivilarinda benzer metabolik sapmalar ve adaptasyon
stirecleri sergilemektedir (227, 228). Kanser hiicrelerinde artan enerji ihtiyaci, reaktif
oksijen tiirlerine (ROS) kars1 savunma mekanizmalar1 ve anjiyogenez indiikleyici
maddelerin liretimi gibi hiicre boliinmesi ve yasam devamliligi i¢in esansiyel
metabolik islevler ve analit bagimliligi, cok cesitli tiimdrlerde universal degisimler
olarak degerlendirilmektedir (229, 230). Bu nedenle kanser hiicrelerinde gézlenen
tipik yolak aktivasyonlar1 ve metabolit degisimleri, calismada yer alan HM alt tipleri
icin de gegerli olmaktadir (228, 231). Bu degisimler gruba 6zgt bulgular ve gruplar
arasi1 ortak degisimler olarak glukoz; amino asit; lipit-iliskili metabolizma ve stres
cevabi iligkili degisimler genel bagliklari altinda degerlendirilmistir. Her bir HM
grubuna 6zgii belirlenen ve kontrol bireylere kiyasla anlamli degisim gdsteren analit
ve ilgili biyolojik fonksiyonu belirleyen yolaklarin tespiti serum ve I6kosit
hiicrelerinde es zamanli arastirilarak analitik kimyanin iki ana enstriimani olan NMR

ve LCMS metodolojileri kullanilarak ortaya konmustur.
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Glukoz Metabolizmasi

Kanser hiicrelerinde tarihsel olarak ilk ortaya konan ve ortak degisimlerde ilk siray1
alan aerobik glikoliz aktivasyonu, sik¢a anilan diger adiyla Warburg etkisi, artan
glukoz aliminin (uptake) oksidatif fosforilasyon yerine glikolitik yolaklarin avantajina
degerlendirilerek yuksek miktarda laktat dretimi ile sonucglanan metabolik fenomeni
ifade etmektedir (232). Glukozun glikolitik utilizasyonunda en dnemli patogenetik
mekanizmanin  PI3K-AKT/mTOR sinyal yolaginca aktiflenen GLUT1, HK2,
PFKFB3, LDHA, PKM2 enzimlerince yiiriitiildiigli kaydedilmektedir. Ayni yolak
tarafindan indiiklenen mitokondriyel PDK enzimi down-regulasyonu, TCA siklusunun
yavaglamasi ve metabolizmik kayma anlamina gelmektedir. HM icerisinde Ozellikle
normal sitogenetige sahip AML blastlarinda prognostik degere sahip 6zgiil glukoz
metabolizma degisimleri kaydedilmis (233) ve glikolitik bagimlilik gosterilmistir
(234). AML hasta serumlarinda giincel NMR ¢alisma sonuglarina gore glukoz yuksek
anlamlilikta artmig iken laktat yiiksek anlamlilikta azalmig goézlenmistir. Hasta
demografisi goz oniine alindiginda AML grubunda yer alan yasl hastalarda kontrole
kiyasla ¢ok daha fazla glukoz metabolizmasi bozuklugu mevcut oldugundan artan
glukoz seviyesi beklenen bir bulgu olarak degerlendirilmistir. Cesitli ¢aligmalarda bu
bulguyu destekleyici bigimde AML ve insulin rezistansi iligkili bulunarak (235)
rezistan bireylerde salinimi artan enflamatuvar sitokinlerin ve ayrica insulin-benzeri
buyime hormon etkisinin  AML gelisiminde predispozisyon olusturabilecegi
belirtilmistir (236). Benzer sekilde KLLL hasta serumlarinda grup ayirici olarak ortaya
konan artan glukoz seviyesi, patogenezle olasi iligkisi agisindan incelenmesi degerli
bir bulgu olarak sunulmaktadir. 2018 yilina ait ve giincel ¢calismadaki HM gruplarini
barindiran bir serum NMR c¢alismasi da KLL hastalarinda saglikli bireylere kiyasla
yiiksek glukoz ortalamasi kaydetmis ve bu sonucun yasa bagli komorbite yerine KLL
gelisim siiregleriyle iliskili oldugunu belirtmistir (72). Ote yandan NHL grubu
demografik verilerinde glukoz ortalamasinin KLL ye oranla yiiksek olmasina ragmen
kontrol bireyler ile grup seperasyonunda degerli bulunmamasi, NHL gelisiminden
sorumlu lenfositlerde glukoz utilizasyonu iliskili bir bozuklugun mevcut olmadigin

diistindiirmektedir.

Glikoliz sonucu dretilen laktat molekili kanser hiicrelerinde anjiygenezisi uyarmasi,

mikrogevrede yol agtifi asidite ile enflamasyonu artirmasi gibi Ozellikleriyle
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apoptozdan korunma ve metastatik stirecler igin vazgecilmez bir 6ge olarak karsimiza
¢ikmaktadir (228). Laktat ve piriivat doniisiimiinii katalizleyen laktat dehidrojenaz A
(LDHA) enziminin hayvan modellerinde AML ve KML gelisiminde anahtar rol
oynadig1 gosterilmis ve inhibisyonu AML agisindan yiiksek latensi periyodu ile
sonuglanmistir (237). Literatirde AML (238) ve NHL (239) gibi hematolojik
malignitelerde laktatin ciddi miktarda artisina bagl gozlenen laktik asidoz vakalari da
bildirilmistir. NMR analizi sonuglarina gore giincel ¢alismada yalnizca AML grubu
hastalarin serumlarinda laktat metabolizmas1 aberasyonu gozlenmistir. AML
grubunda diisiik laktat seviyesi ile ilging bir bulgu olarak laktik asidoz takibinde
degerli 2-hidroksiizovalerat parametresinin yiiksek seviyeleri anlamli ve kontrole gore
grup ayriminda degerli bulunmustur. 2-hidroksiizovalerik asitin saglikli bireylerin
serumunda godzlenmemesi ve diyabetik ketoasidoz ile asidoz durumlarinda idrarda
yiikselen bir metabolit olmasi sebebiyle artan seviyesi, AML hasta serumlarini
etkileyen asidoza isaret etmektedir. AML’de gozlenen diisiik laktik asit seviyesi ise
literatiirde var olan yiiksek laktat bulgularina ters diismekle beraber, beraberinde diisiis
gosteren alanin ve piroglutamat ile laktatin karacigerde glukoneogenez i¢in artan

karbon iskeleti ihtiyacinda kaynak olarak kullanilmig olabilecegini diisindiirmektedir.
Amino Asit Metabolizmasi

Kanser hiicrelerinde klasik Warburg etkisinden &te siklikla gozlenen TCA siklusu
aktivasyonu ve siklusta karbon iskeleti kaynagi olarak kullanilan amino asit
katabolizmas1 {riinleri, artan proliferasyon ve yasam devamliligi icin gerekli
makromolekul biyosentezinde ve redoks dengesinin yani sira enerji tiretimindeki rolii
ile vazgecilmez 6neme sahiptir. Siklus icerisindeki enzimlerde goriilen mutasyon veya
epigenetik regiilasyonlara bagli metabolik kaymalar gergeklesmesi ile gelisen
mitokondriyel disfonksiyon, ilerleyen slrecte kansere doniisiimii hizlandirmaktadir.
Ornegin siklus enzimlerinden izositrat dehidrojenaz (IDH 1 ve 2) mutasyonu AML
hastalarinin %17’sinde (240) ve T-hiicreli anjiyoimmiinoblastik lenfoma hastalarinin
%?20’sinde pozitif saptanmigtir (241). Mutant enzim Grint olan onkojenik R-2-
hidroksiglutarat (R-2HG) metaboliti, a-ketoglutarata (a-KG) benzerligiyle a-KG-
bagimli dioksijenaz enzimlerini inhibe etmekte, sonugta DNA hipermetilasyonu ile
l6komogenezi indiiklemektedir. Bu durumda TCA siklusunda azalan a-KG’1 yerine
koymak adina hizlanan glutamatin a-KG’a transformasyonu, glutamat tiiketerek ayni

zamanda redoks dengesini saglayan glutatyon {iiretimini olumsuz etkilemektedir.
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Guncel serum NMR analizinde AML, KLL ve NHL hastalarinda ortak gozlenen
piroglutamat diigiikliigii (glutamatin analiz siiresince bekleyen 6rneklerde doniistiigii
siklik form (242)) (¢ grupta da VIP skoru en yiiksek grup ayirici metabolitlerden
olarak belki de Kkardinal bulgulardan birini temsil etmekte ve glutamat
metabolizmasinin HM patogenezinde primer etkilenen hiicresel islevlerde iist sirada
oldugunu belirtmektedir. Calismaya dair eksik bir yan olarak AML grubunda glutamat
diistikligi degerlendirilmesinde blast hucrelerindeki IDH mutasyon oranmnin da
incelenmesinin gerekliligi agiktir. IDH mutasyonlart HM hastalarinda ayn1 zamanda
alanin ve glisin amino asit seviyeleri ile de yakindan iligkili bulunmustur (243).
Omegin glutaminaz inhibitorlerinin kullanildig1 hiicre serilerinde downstream
glutamat azalisinin farklt mekanizmalarla kompanse edildigi raporlanmis ve bu
mekanizmalardan birinin de alanin piriivat doniisiimii ile beslenen TCA siklusunun
devamliligi oldugu belirtilmistir (244). Ayrica daha once bahsedildigi tizere glutamat
kithig1 sebebiyle azalan glutatyon iiretimine bagli bir diger yapitagi amino asit olan
glisin seviyesi artabilmektedir (243). Bu noktada ¢alismanin diger 6nemli bulgulari
olan ve her 3 grupta ortak kaydedilen diisiik serum alanini ile AML ve KLL
gruplarinda artan glisin miktar1 literatiirii destekleyici durumdadir. Ug grupta yine
ortak olarak VIP skoru 1’den biiyiik bulunan betain seviye artisinin, glisin birikimine
bagli serine doniisiimiin hizlanmasi ve sarkozin-glisin yolaginin aktiflesmesi sebebiyle
gozlenmis olabilecegi diistiniilmektedir. HM igerisinde yalmzca KLL grubunda
yakalanan fosfoetanolamin (PEA) diizeyi artis1 da, yine bu yolakta yer alan ve
fosfotidilkolin (PC) biyosentezinde prekiirsor olan EA molekiiliiniin koline doniistimii
basamaginin etkilenmesi ile aciklanabilir. Bu bulguyu destekleyen literatiir sonuglari
serumda yiikselen PEA’y1 daha ¢ok AML’de kaydetmekle beraber, bir fosfor-NMR
calismasinda KLL hastalarina ait lenfositlerde de artan PEA seviyeleri gosterilmistir
(245). Ayn1 ¢alismada serumda azalan EA seviyesi de tespit edildiginden, PEA lehine
bir liretim artisindan bahsedilebilmektedir. Ayrica artan PC ile PEA seviyelerinden
sorumlu tutulan kolin kinaz veya EA kinaz enzimlerinde aktivasyon artig1 ¢esitli
kanser tirlerinde gosterilmis ve yogun seliler proliferasyon-kotii prognozla iliskisi
kaydedilmistir (246). Sarkozin-glisin yolagma geri doniildiigiinde 2021 yilina ait
ilging bir ¢alisma bulgusu (247), benzene bagl gelisen hematotoksisitenin dzellikle
glisin-sarkozin aksini etkiledigini belirtmektedir. Benzen maruziyetince gelisen HM
tablolar1 belki de bu aks iizerinden islemekte ve bu hipotezin valide edilmesi halinde

calismada belirtilen sarkozin/ glisin parametresi bireylerde HM taramasi
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envanterlerinde yerini alabilecektir. Tiim bu sonuglar 15181nda glisin-serin-PEA-kolin-
betain (diger adiyla trimetilglisin)-sarkozin molekdllerinin HM patogenezindeki

rolinun ileriki ¢alismalarla detaylandirilmasinin énemli oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Hematolojik malignitelerde valin, 16sin ve izoldsinden olusan dall1 zincirli amino asit
(BCAA) metabolizmasi incelendiginde her U¢ amino asit igin belirlenen ortak
mekanizma, kanser hicrelerinde artan TCA substrat ve non-esansiyel amino asit
tiretimi ihtiyacimi karsilamak iizere BCAA utilizasyonunun artmasi seklinde ifade
edilmektedir (248). Literatirde BCAA ve kanser iliskisini inceleyen hemen hemen
tim bulgularin birbirini dogrular nitelikte olmasi ve ilgili yolaklarin inhibisyonunda
ortaya konan Ustin terapltik basart  (249), HM etyogenezinde BCAA
metabolizmasinin  ayrintili  arastirilmast  ve hedeflenmesi gerektiginin  altimi
cizmektedir. Literatiir bulgulart arasinda dalli zincirli amino asit transaminaz
(BCAT1) adli enzimin artan ekspresyonu 0zellikle AML l6semik kok hticrelerinde
(LSC) ve KML’de blast krizinde gosterilmis; bu enzimin etkisiyle BCA amino
asitlerden a-KG aminasyonu sonucu hicre i¢i glutamatin artirildigi kaydedilmistir
(250). Ayni calismada BCAT1 enziminin artan ekspresyonu sonucu LSC’de g6zlenen
DNA metilasyon paterni IDH-mutant hiicrelerdekine ¢ok benzer bulunmustur (251).
HM grubu hastaliklarda BCAA’lara ait serum seviyeleri ise ¢esitli ¢alismalarda farkl
sonuglanmistir. Ornegin molekiiler alt grup ayriminda degerlendirilen serum NMR
sonuglarina gore KLL serumlarinda kontrol grubuna kiyasla azalan izoldsin seviyeleri
gosterilmistir (252). Ote yandan sikca bahsedilen 2018 yilina ait serum NMR
calismasinda BCAA seviyeleri arasinda grup farkliligi tespit edilememistir. Bu
bulguyu dogrular bigimde giincel ¢alismada da gruplar aras1 ayrimda BCAA seviyesi
farklilig1 kaydedilememistir fakat her tic HM grubunda da tutarli sekilde 16sin yikim
urind olan 3-hidroksiizovalerik asit seviyeleri diisiikk bulunmustur (VIP skoru >1).
Losin katabolizmasi sirasinda meydana gelen 3-hidroksiizovalerik asitin asetoasetat
ve asetil koenzim A (AcCoA)’ya doniiserek TCA donglsiine girmesi ile serum
miktariin diismiis oldugu diisiiniilmektedir. Burada bir diger bulgu olarak KLL ile
NHL gruplarinda ortak olarak anlamli diisiik bulunan asetat seviyeleri, ketojenik
amino asit yikimi sonucu olusan keton cisimciklerinin karacigerde artan
glukoneogezde substrat olarak veya ekstrahepatik dokularin AcCoA ihtiyacinda
kullanilmasi sebebiyle gozlenmis olabilmektedir (253). Bu hipotezi destekleyen bir

2022 calismasinda, AML hicrelerinin stromal hucrelerden asetat sekresyonunu
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indiikleyerek TCA siklusu ile lipit biyosentezi yolaklarin1 besledikleri gosterilmistir
(254).

BCAA metabolizmas1 ile yakindan iligkisi bulunan fenilalanin ve tirozin
metabolizmasina bakildiginda ise, fenilalaninden olusan tirozin seviyesinin hem NMR
hem LC-HRMS sonuglarinda yalnizca KLL grubunda arttig1 goriilmektedir ve benzer
ornekleme sahip 2018 sonuglarinda da KLL grubunda artan seviyesi raporlanmigtir
(72). Fenialanin ise NMR bulgularinda yer almamis fakat LC-HRMS serum analizi
tarafindan AML ve NHL gruplarinda kontrole gore artan seviyede bulunmustur. Bu
bulgular1 destekleyici sonuglar arasinda 2021 yilina ait bir ¢calismada AML hasta idrar
ve serumunda kontrole gore ileri diizeyde anlamli artan fenilalanin seviyesi yer
almaktadir (255). Wang, D. tarafindan 2019’da yayinlanan bir serum LCMS
caligmasinda ise AML hastalarinda giincel LCMS analizi ile artan fenilalanin,
asetilkarnitin, oleamid ve azalan piroglutamat seviyesi gibi bir¢ok metabolit agisindan
ortiisen sonuglar kaydedilmistir (256). Literatiirde sik rapor edilmis (257, 258) ve
calismada da dogrulanan fenilalanin ile tirozin amino asitlerinin serumda yiikselen
seviyeleri, HM patogenezinde bu amino asitlerin tumoér blylmesi ve artan enerji
ihtiyacinda kullanilmak {izere protein yikimi ile artan diizeyde olusturuldugunu

diistindirmektedir (256).

Ek bulgu olarak NHL serum LCMS analizinde ortaya konan triptofan seviyesi
yiikseliginin  de yine aktif protein katabolizmasi sebebiyle gergeklestigi
diistiniilmektedir. Fakat bu sonug, 2018 NMR calismasinda HM arasinda en diisiik
triptofan seviyesinin NHL’de kaydedildigi ve grup ayriminda onemli bulunan
triptofana dair bulgu ile ortiismemektedir (56). Literatiirde triptofan katabolizmasi
artis1 ve kiniirenin yolaginin kanser hiicrelerinde ortak bir mekanizma oldugu ¢ogu
caligmada kanitlanmig (259) ve HM arastirmalarinda AML (260), T-htcreli (261),
Hodgkin (262) ve NHL lenfoma (263) hastalarinda artan katabolizmaya bagli serumda
seviyesi diisen triptofan seviyelerinin kotii prognozla iligkisi ortaya konmustur.
Calismada yer alan NHL hastalarinin neredeyse tiimiinii olusturan popiilasyonun
indolan lenfoma hastalar (folikiiler ve splenik marjinal zon alt tipleri) olmasi ve serum
triptofan diistikliigiiniin/ kintirenin artisinin 6zellikle diffiiz biiyiik B-hiicreli lenfoma
(DBBHL) gibi agresif tirlerde kaydedilmesi sebebiyle mevcut bulgu, NHL grubunda
serum triptofan diizeyinin prognostik klinik belirte¢ olarak kullaniminin 6niinii agmis

ve ileriki ¢aligmalar i¢in yol gosterici olmustur.
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Kanser hiicrelerinin glutamine benzer sekilde universal olarak utilize ettigi ve
esansiyel amino asit olarak eksternal alima bagimli oldugu (264) arjinine ait serum
seviyeleri NMR analizinde her ti¢ grupta da degisim gostermemekle beraber, arjinin
metabolizmasi1 Urunleri olan Ure, kreatinin (AML hari¢) ve metilguanidin tim
gruplarda yiiksek bulunmustur (VIP skorlar1 >1,5). Endojen protein katabolizmasi ara
urinu ve bir tremik toksin olan metilguanidin (MG) molekullndn nitrik oksit sentaz
inhibitori islevi bilinmekte ve l6kositlerdeki proenflamatuvar etkilerinden s6z
edilmektedir (265). MG temelde kreatinin oksidasyonu ve arjininden katabolizmasi
sonucu meydana gelmektedir. Dolayisi ile tiim HM gruplarinda yiiksek grup ayrim
guci olan ve artan seviyede bulunan MG’nin, ortak olarak artmis arjinin turn-overt ile
yukselen kreatinin dlizeyi sonucu oksidasyon {irlinii olarak serumda arttigini
diisiindiirmektedir. Uremik bir toksin olarak artan seviyelerinin bobrek yetmezligi ile
iligkisi kaydedildigi ve giincel ¢alismada yer alan AML basta olmak iizere akut ve
kronik bobrek yetmezliginin sik gozlendigi hasta popilasyonunda yiksek MG
seviyeleri bobrek fonksiyonlarinin bozulmasi ile de agiklanabilmektedir. Bu noktada
rutin parametreler ile NMR konsantrasyonlar1 arasinda (mM) korelasyon analizine
bakildiginda MG molekiluntn tre, kreatinin ve arjinin ile kontroller de dahil olmak
tizere higbir grupta anlamli korelasyon gostermedigi fakat AML hastalarinda 16sin ve
valin; KLL’de ise CRP parametresi ile yliksek pozitif korelasyonu gosterilmistir. TUm
bunlara dayanarak CRP ve dalli zincirli amino asit korelasyon bulgusunu da
aciklayabilecek bigcimde artan MG seviyelerinin sebebi bobrek disfonksiyonundan
cok, kanser kaseksisi tablosunda gozlenen sitokin firtinasi ve sonugta artan protein

katabolizmasini akla getirmektedir.

TCA ara Urinlerinden fumarat ile donguye asetil-CoA Uzerinden giren ve ROS
varliginda piriivattan olusan asetat molekiiliiniin diisiikliigii, serum NMR analizlerinde
KLL ve NHL’de en yiiksek VIP skora sahip (fumarat VIP> 3) grup ayirict molekiiller
olarak ortaya konmus; kanser hiicrelerinde gdzlenen TCA siklusuna olan metabolik
kayma hipotezini desteklemistir (228). Yine NHL hasta serumlarinda kaydedilen ve
asetat metabolizmasi sirasinda olusan formata (VIP>1,5) ait diisis, Warburg
etkisinden Ote proliferasyon i¢in gerekli enerjinin eldesinde ve kemorezistansin
olusturulmasinda ihtiya¢ bulunan aktiflesmis TCA yolaginda bahsedilen ara
metabolitlerin tiikenen miktarlarina isaret etmektedir (266). Literatiirde c¢alisma

sonuclarindan fumarat bulgusunu destekleyici olarak, KLL grubunda diisiik serum
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diizeyi (252) anlamlilig1 bildirmistir. Ayrica AML grubunda yapilan 2023’ e ait gtincel
bir serum proteomiks ¢alismasinda artan fumarat hidrataz (fumarat-malat
transformasyonunu gerceklestiren enzim) konsantrasyonu tespit edilmis ve bu
bulgunun hastalarda kotii prognozla iliskisi ortaya konmustur (267). Harvard
Universitesi’nde gergeklestirilen ve ilging sonuglar1 olan bir diger calismada fumarat
ara metabolitinin malik enzim 2 aracilifiyla mitokondriyel biyosentezi indiikledigi
gosterilmis, biyosentezin sik gozlendigi ve OXPHOS sistemine bagimli AML gibi

malignansilerde terapotik yaklasim olarak bu iligskinin hedeflenmesi dnerilmistir (268).

Adenozin ve inozin niikleozitleri, diisiikk gozlenebilirlik sinir1 (LOD) sebebiyle NMR
sonuglarinda yer almamakla beraber AML ve NHL gruplarinda anlamli diisiik
seviyeleri agisindan LC-HRMS analizi ile ortaya konmustur. cGMP-AMP sinyal
yolaklar1 ile iliskili olan ve ATP molekiiliiniin yapitast olarak organizmalarda enerji
statlisti degerlendirilmesinde kullanilan bu kii¢iik niikleozitlerin kontrole gore azalmis
seviyeleri, blast ve lenfositlerde olusan enerji iiretimi ihtiyacina baglh olarak serumdan

substrat olarak hicrelere tasginimlarinin arttigini diisiindiirmektedir.
Lipit-iliskili Metabolizma

Calisma sonuglarinda goze ¢arpan en onemli ve ortak metabolitleri igeren lipit
degisimleri, fosfolipit metabolizmasinda kaydedilmistir. Bu degisimler temel olarak
serum ve 1okosit izolatlarinda oldukca diisiik miktarda bulunan polar lipitleri dahi
yuksek sensitivite ile yakalayabilen Kkalitatif LC-HRMS metodolojisi ile elde
edilmistir. AML ve NHL serumlarinda kontrol grubuna gére anlamli degisim gosteren
diferansiyel fosfolipitlerden gesitli PEA ve PC tiirleri, serum NMR analizinde yalnizca
KLL grubunda yakalanmakla beraber, bu lipitlere ait serum seviyelerinin dnceki
caligmalarda 6zellikle AML grubunda arttigindan bahsedilmis ve 2021 yilina ait bir
caligmada kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (243). Daha o6nce HM’de
anlamliliklarina dair olast mekanizmalart ayrintilariyla tartislan ve NMR
metodolojisinin diisiik gozlenebilirlik sinirt (LOD) sebebiyle tespit edilemeyen bu
fosfolipit tiirleri, calismada komplementer olarak kullanilan ve metabolit spektrumunu
genisleten LC-HRMS teknolojisi ile AML ve NHL hasta serumlarinda artmig
bulunarak literatiir verileri dogrulanmigtir. KLL serum LCMS profili ise, NMR ile

artmis bulunan PEA seviyelerini teyit etmektedir.
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Fosfokolinden sonra en sik bulunan ikinci kolin rezervi ve hiicre membranlarinin
vazgecilmez yapitasi olan gliserofosfokoline (GFK) ait serum seviyeleri ise LCMS
analizinde ortaya kondugu iizere KLL ve NHL gruplarinda ileri diizeyde diisiik
bulunmustur. GFK, o6zellikle beyin dokusunda asetilkolin prekirsérii olarak ve
monoamin iletiminde gorev alan, kognitif iyilik halinin strdirilmesinde primer
O6neme sahip bir kolinerjik fosfolipittir (269). KLL lenfositlerini inceleyen bir
calismada kontrole kiyasla artan hiicre i¢i GFK seviyesi bildirilmistir (270). Gilincel
calismada bu bulguyu dogrulayan bi¢imde yalnizca KLL 16kosit izolatlarina ait LCMS
sonuglarinda artan GFK anlamli bulunmustur. Prolifere olan hiicrelerde yapitasi olarak
kullanilan GFK molekiiliiniin serumda diisen ve hiicre i¢i artan seviyesi anabolik

mekanizmalarda kullanilarak utilizasyonunun arttigini diisiindiirmektedir.

Hematolojik malignite gruplarinda kontrole kiyasla ortak olarak artan ¢ok uzun zincirli
yag asitleri dokozatrienoik ve dokozenoik asit, HM patogenezinde disregule olan ve
bircok c¢alisma tarafindan aberasyonu ortaya konan yag asidi metabolizmasi
degisimlerine (271, 272) ornek teskil etmektedir. Ozellikle AML blastlarinda ortaya
konan oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) artisi, bu hiicrelerin hipoksi ve besin
yetersizligi gibi dig faktorlere karsi gelistirdigi kompansasyon mekanizmasi olarak
degerlendirilmekte ve mitokondri kiitlesinin ciddi artist OXPHOS ve yag asidi beta
oksidasyonu gibi aktive olan mitokondri fonksiyonlarina isaret etmektedir (273). Bu
noktada AML haricinde de c¢esitli HM’de OXPHOS sistemini beslemek ve TCA
siklusu (zerinden artan asetil-CoA ihtiyacini1 kargilamak iizere artan uzun-¢ok uzun
zincirli yag asidi oksidasyonu mekanizmalart bildirilmistir (274, 275). Guncel
caligmada hem serum hem de 16kosit izolatlarinda artan ¢ok uzun zincirli yag asidi
seviyeleri literatiir bulgular1 1s18inda (273, 276) bu molekullerin artan oksidasyona
yakit saglamak amaciyla ¢evre dokulardan (kemik iligi adipositleri veya adipoz doku)

destek olarak plazmaya saliniminin arttigini diisiindiirmektedir.

Hematolojik malignitelerde kanser hiicresinin yasam devamlilig1i i¢in anahtar rol
oynayan beta oksidasyon artis1 mekanizmasi ile uyumlu olarak beklenen bir sonug da,
mitokondri i¢ zarindan orta-uzun zincirli yag asidi tasinimi gergeklestiren karnitin
molekili ihtiyacidir (277). Karnitin molekili karaciger, bobrek ve beyinde lizin ve
metiyonin amino asitlerinden sentezlenen bir tiirev olmak {lizere %90’indan fazlas
iskelet ve kalp kasinda yerlesmistir (278). Enerji metabolizmasindaki rolii yan1 sira

mitokondride Uretilen atik maddelerin sitoplazmaya aktarilmasi (fazlalik agil
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gruplarinin) gibi farkli islevleri de belirtilmistir (279). Bu gibi kardinal
fonksiyonlarindan dolar karnitin molekiiliniin endojen Uretimi oldukga stabil
tutulmakta ve serumda binde 5’lik kismi yer almaktadir (280). Serum karnitin
seviyeleri degerlendirilirken bir diger nemli nokta, karnitinin serum/ plazmada en ¢ok
bulundugu serbest formun yaklasik seviyesi 50 UM iken, total karnitin seviyesinin
yalnizca 60 PM seviyesinde bulundugudur (281). Bu sebeple serumda karnitin
eksikligi incelenirken 6nemli olan parametre, agilkarnitin/ serbest karnitin degeridir.
Bu oran 0.4 seviyesinin lizerinde artarsa karnitin eksikliginden bahsedilmektedir.
Glincel ¢alismada serum LCMS analizi sonuglarina gore her iic HM grubunda da
karnitinin ester formu (asetil-karnitin) artmig bulunmakta olup, NMR analizinde ise
NHL grubunda serbest form diistikligii tespit edilmistir. Bu durumda NHL grubunda
ester form/ serbest form oranmin artigindan ve goreli karnitin eksikliginden
bahsedilebilmektedir. Kilit role sahip karnitin molekulinin NMR metodolojisi ile
NHL serumlarinda tespit edilerek anlamli bulunmasi, bu grup hastalarda kanser
gelisiminden sorumlu lenfositlerde ciddi bir oksidasyon artigina isaret etmektedir.
Literatiirde NHL hastalarina ait serumlarda benzeri bir bulgu mevcut olmadigindan
giincel calisma, Ozellikle NHL lenfositlerinde olasi artan oksidasyon
mekanizmalarinin aydinlatilmasini gerekli kilmaktadir. Ote yandan l6kosit LCMS
analizlerinde ortaya konan ve yalnizca NHL grubunda kontrole gore yiiksek bulunan
hicre igi asetilkarnitin diizeyi mekanizmasimin da, plazma esterazlarinca parcalanan
asetilkarnitinden serbest hale gelen karnitinin serumda azalarak hiicre igine girisi
sonrast oksidasyon son iirlinii ester formuna c¢evrilmesine bagh oldugu

diistiniilmektedir.

Caligmada anlamlilik degeri NHL grubunda en yiiksek olmak iizere her 3 grupta artan
seviyeleri kaydedilen oleamit, omega-9 tekli doymamis yag asidi olan oleik asidin amit
formu olarak Uretilen endojen bir molukuludir. Uyku fizyoloisi ve kannabinoid 1
(CB1) reseptdr agonizmasi olarak islevleri tanimlanmistir (282). Cesitli
norotransmitter maddeler ile olan ekilesimleri de kaydedilmistir. HM’de oksidasyona
olan dayaniklilig1 ile serum LCMS analizlerinde genellikle tespit edilebilir bir molekiil
olan oleamidin artis1, giincel bulgular1 dogrulayacak sekilde gdsterilmistir. Ornegin
AML hastalarinda kontrole gdre artan serum seviyesi ve yani sira prekiirsorii olan oleik
asit disiikliigii bildirilmistir (256). Benzer sekilde giincel sonuglarda her iic HM
grubunda da N-Oleoil glisin adli molekiil anlaml1 sekilde diisiik bulunmustur. N-Oleoil
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glisin, insan plazmasinda ‘human glycine N-acyltransferase-like 2 (hnGLYATL2)’ adli
glisine tercihen oleoik asitin konjuge edilmesini saglayan enzim ile iretilmektedir.
Calismada oleik asit yerine N-Oleoil glisinin disiisii ise bir baska ¢alismada ortaya
atilan reaksiyon ile iliskili olabilmektedir (283). Biochemistry dergisinde yayinlanan
bu reaksiyon mekanizmasina gore oleamit molekiluniin plazmada prekirsort oleik
asit ve ara metabolite de N-Oleoyl glisin olarak tariflenmistir (oleik asit — oleoil-CoOA
— N-oleoilglisin — oleamit). Giincel sonuglar 2004 yilinda aydinlatilan bu
mekanizmay1 valide eder nitelikte olup, gruplarda ortak bulunan oleamit
seviyelerindeki anlamli artistan N-oleoilglisin molekiiliiniin yag asidi amit yapisina
dontigiimii sorumlu tutulmaktadir. Oleamit molekiiliintin glincel ve eski ¢aligmalarda
raporlanan degisimi, HM’de artan yag asidi oksidasyonu ile iliskisi (256) ve

patofizyolojideki rolii ise ileri arastirmalar1 gerekli kilan 6nemlilik arz etmektedir.

6. SONUCLAR ve ONERILER

Hedef hasta popiilasyonunda metabolomiks caligmasi gerceklestirilirken; NMR’ 1n
mutlak kantitasyondaki bagarisi ve MS’ in genis biyolojik molekiilleri kapsayacak
sekilde sensitif olusu bu metotlarin komplementer kullanimini degerli kilmaktadir. Her
iki metodu kapsayacak sekilde tasarlanan ¢alisma prosediirii bu yoniiyle literatiirde bir
ilk olarak incelenen patolojilere ait kapsamli bilgiler sunmaktadir. NMR ve MS
analizleri ile ortaya konan, ¢ift valide edilmis sonuglarda gruplar aras1 ayrimda anlamli
bulunan metabolitler ve metabolik yolaklar lenfoma/ I6semi patogenezine ait bilgi
birikimine katkida bulunmakta ve gelecekte bireysel tedavilerin gelistirilmesi adina
hedef bir platform olusturmaktadir.

Caligsma sonuglarina goére hematolojik malignitelerde 6ne ¢ikan metabolit ve yolaklar
glukoz ile amino asit metabolizmasi, lipit-iligkili metabolizma ve strese bagh
indiiklenen degisimlerini kapsamaktadir. HM gruplarinda gerceklestirilen metabolik
profilleme caligmasi ilgili bulgularda keskin sonuglara varmak yerine metabolizma
arasirmalarina kestirme hedefler sunan bir 6n ¢alisma niteligindedir. Bir diger anlamda
disregiile olan biyokimyasal yolaklarin arastirildig1 trend arastirmasina 6rnek teskil

etmektedir. AML grubunda 6ne ¢ikan dalli zincirli amino asit ve sarkozin-glisin
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yolagi; KLLve NHL gruplarinda 6ne ¢ikan TCA siklusu iligkili degisimler ve tim
gruplarda kaydedilen lipit-iliskili metabolizmaya ait ortak aberasyonlar gelecekteki
ayrintili analizler (6rnegin single cell/ fluksomiks g¢alismalar1) icin literatiire bilgi
sunarak arastirmacilara yol gostermektedir.

Bir diger pratik ¢ikt1 ise gelecekte tim rutin laboratuvarlara girmesi oldukga muhtemel
goriinen LCMS teknolojisi ile kolay numune hazirlig1 iceren metodoloji kullanilarak
hasta bazli (personalized medicine) tam1 ve tedavi uygulamalarinin
gergeklestirilebileceginin gosterilmesidir. Bu noktada kisisel tarama ve bireye yonelik
yaklasim, hematolojik kanserler gibi oldukca heterojen alt gruplar ile genomik alt
yapilart barindiran kompleks hastaliklarda biiyilk zaman kazanci ve tedavi basarisi
saglamaktadir. Oncelikle insan viicudunun saglikli dinamik fizyolojisinin sirkadyen
ve cevresel degisimleri de gbz Oniine alarak ortaya konmasi ile, hastaliga 6zgii analit
simir-degerleri belirlenebilecek ve bundan olast sapmalar kigisel degerlendirme
bazinda yapilabilecektir. Ayrica karsilasilan bir handikap olarak incelenen hasta
poplilasyonunun yalnizca kiigiik bir kisminin ¢alismada yer almasina bagl gelisen bias

da ortadan kaldirilabilecektir.
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