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GIRIS

Metabonomi veya metabolomik, spektrometri ve genomik arastirma-
lar1 sonrasi bu teknolojiler ile gelistirilen yeni bir “omik™ disiplini olup,
genellikle, canli sistemlerdeki tiim metabolitlerin ve eksojen uyaranlara,
genetik veya ¢evresel modifikasyona yanit olarak metabolik varyasyonla-
rin es zamanli olarak 6lgiilmesini ifade eder. Metabonominin ana amaci,
bir hiicrenin veya canli sistemin biyolojik durumunun, biyoakiskanlardaki
metabolitlerin kimyasal profil modellerini ortaya ¢ikarmaktir. Bu nedenle,
metabonomik ¢aligmalarin odagi, kiigitk molekiil metabolitlerinin kalita-
tif ve kantitatif karakterizasyonudur. Metabonominin toksikoloji, hastalik
teshisi, biyobelirte¢ kesfi ve ila¢ alanindaki ¢alismalar ile saglik alaninda
biiyiik bir potansiyele sahip oldugu kanitlanmistir.

Metabolom dogasi geregi biiyiik ve karmasiktir. Escherichia coli
ve Saccharomyces cerevisiae gibi mikroplarin sirastyla 3.700 ila 16.000
metaboliti vardir (Ramirez-Gaona ve ark., 2017; Sajed ve ark., 2016).
Tek tek bitkilerin 30.000-80.000 metabolite sahip oldugu diisiiniiliirken,
tiim bitkiler aleminde 200.000 ila 1.000.000 arasinda metabolitten olusur
(Binning, 2004; Saito & Matsuda, 2010). En ¢ok sayida bitki bilesikle-
ri, ikincil metabolitler ve lipitlerdir. Omurgalilar, bitkilerde goriilen daha
“egzotik” ikincil metabolitlerin aksine, metabolitlerin ¢ogunlugu farkl
lipit tiirleri olmak iizere, bityiik olasilikla tek tek bitkilere benzer boyutta
bir metaboloma sahiptir. Serbest yasayan insanlar ¢ok ¢esitli bir diyete sa-
hip olduklar1 ve ¢ok ¢esitli ilaglara, gida katki maddelerine, kozmetiklere
ve ev kimyasallarina maruz kaldiklar1 i¢in, insan metabolomunun muhte-
melen bir milyondan fazla endojen ve ekzojen bilesikten olustuguna ina-
nilmaktadir (Uppal ve ark., 2016). Ancak bugiine kadar Homo sapiens’te
sadece yaklasik 114.000 kadar metabolit tanimlanmistir (Wishart ve ark.,
2018).

Son yirmi yil, genomik dizileme teknolojilerinde patlayici bir bityii-
meye tanik olmugtur. Artan verim, daha yiiksek dogruluk ve daha diisiik
maliyetlerin bir sonucu olarak, son yirmi yilda genomik dizi veritabanla-
rinda iistel bir biiyiime olmustur. Bununla birlikte, molekiiler biyolojideki
biiyiik bir zorluk, ayn1 genomun farkli doku tiplerinde, gelisim asamala-
rinda ve ¢evresel kosullarda farkli fenotiplere karmasik haritalanmasi ol-
maya devam etmesidir. Transkriptlerin ve gen regiilasyonunun ifadesinin
daha iyi anlagilmasi1 6nemsiz olmamakla birlikte bu zorlugun merkezinde
yer alir (Wang ve ark., 2019).

Transkriptomik, gen yapisi, ekspresyonu ve diizenlenmesi hakkinda
onemli bilgiler sunar ve bir¢ok organizmada genis ¢apta incelenmistir.
Nematod Caenorhabditis elegans da bu alanda ¢okga ¢alisilmis bir model
organizmadir.
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Nematod C. elegans’in Transkriptom Analizleri

Insan genomunun ve nematod C. elegans’in DNA dizilerinin tamam-
lanmasi, ayrintili genetik ve molekiiler analizlere uygun bir organizmadaki
insan genlerinin ortologlariin biiyiik 6lgekli tanimlanmasina ve analizine
olanak tanimaktadir. C. elegans’in gen diizenleyici aglarin ayrintilarini
arastirmak i¢in bir platform olarak kullanilmasinin birgok 6nemli avantaji
vardir. Iki 6nemli avantaji, tam bir sekansa sahip en basit ¢ok hiicreli or-
ganizma olmasidir (Consortium, 1998) ve tamamen belgelenmis bir hiic-
re soyuna sahip tek ¢ok hiicreli organizmadir (Sulston & Horvitz, 1981;
Sulston ve ark., 1983). C. elegans hem forward hem de reverse genetige
uygundur (Riddle ve ark., 1997). C. elegans’n 2 haftalik yasam siiresi ve
yalnizca 3 giinliik tiretim siiresi, genomik analizler i¢in fare veya zebra
balig1 modellerinin kullanimina kiyasla deneysel prosediirlerin ¢ok daha
kisa, daha esnek ve daha uygun maliyetli olmasini saglamaktadir. Son ola-
rak, solucanin kiigiik boyutu, seffafligi ve smnirlt hiicre sayisi, daha karma-
stk organizmalarda kolayca gozlemlenemeyen birgok karmasik hiicresel
ve gelisimsel siireci gézlemlemeyi miimkiin kilmaktadir. Organ ve doku-
larin morfogenezi tek bir hiicre diizeyinde gozlenebilmektedir (White ve
ark., 1986). C. elegans biyolojisinin ayrintilarini aragtirmak, insan sagligi
ve biyolojisi hakkinda temel gézlemlere elde etmemize saglayabilmekte-
dir (Ellis & Horvitz, 1986; Hedgecock ve ark., 1983; Sulston, 1976).

Bir genomun protein kodlayan genleri, onun temel niteliklerinden
biridir, ancak daha genel olarak Caenorhabditis elegans ve metazoanlar
icin, bilyiik intronlar, karmasik alternatif ek bigimleri ve ¢cok sayida pso-
dojen, protein kodlayan transkriptlerin dogru ve kapsamli bir ek agiklama-
sin1 zorlu bir gérevidir. Ornegin, C. elegans icin, son derece dogru genom
dizisi (Consortium, 1998), ifade edilen dizi etiketi (EST), cDNA ve agik
okuma ¢ergevesi dizi etiketi (OST) dizileri ve son on yilda diger ekspres-
yon veri setlerini toplamaya yo6nelik sistematik girisimler (Kohara, 1996;
Reboul ve ark., 2003; Reboul ve ark., 2001; Waterston ve ark., 1992) ve
son on bes yilda diger ekspresyon veri setleri (Merrihew ve ark., 2008;
Rogers ve ark., 2008; Wei ve ark., 2005), ilk gen tahminlerinin ¢ogunu
dogrulamigtir ve digerlerini degistirmistir. Yine de Ocak 2007 itibariyle,
yalnizca 7825 gen (%34) tiim ekleme baglantilar1 ve sonugta ortaya ¢ikan
acik okuma gergeveleri i¢in tam deneysel destege sahipken, genlerin beste
biri herhangi bir deneysel destekten yoksun olarak kaydedilmistir (L. W.
Hillier ve ark., 2009). Desteklenmeyen genlerin ¢ogu muhtemelen dnceki
cabalardan kagmistir ¢ilinkii transkriptler diisiik seviyelerde ve/veya yal-
nizca ¢ok 6zel asamalarda veya kosullarda ifade edilmektedir. Gen 6ngo-
riistinde kullanilan temel sira ve bilesimdeki yanliliklar genellikle yetersiz
ifade edilen genlerde daha zayif oldugundan, bu genlerin tahmin edilmesi
bile problemli olabilmektedir (L. W. Hillier ve ark., 2009). Bu desteklen-
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meyen gen modelleri, OST dizilisinden elde edilen sonuclarin &nerdigi
gibi, kaynagmig veya boliinmiig genler, yanlis ekleme baglantilar1 ve eksik
alternatif ekleme bigimleri igerebilmektedir (Reboul ve ark., 2003; Re-
boul ve ark., 2001). Ek olarak, shotgun proteomik verileri, baz1 genlerin
veya ekzonlarin mevcut WormBase tahminlerinde tamamen eksik oldugu-
nu gostermektedir (Merrihew ve ark., 2008).

RNA transkriptleri, bir genomda depolanan bilgilerin dogrudan okun-
masini temsil eder. Bunlarin diferansiyel bollugu da organizmada isleyen
diizenleyici aglar1 yansitir. RNA transkript seviyelerinin dogru ve kap-
samli karakterizasyonu, bir organizmanin genomunun onun &zelliklerini
ve davranigini nasil belirledigini anlamanin merkezinde yer almaktadir
(Boeck ve ark., 2016). Nematod C. elegans elegans’ta, ¢ok sayida farkli
calisma, farkli agamalarda ve farkli dokularda RNA igerigini analiz et-
migtir. Elle secilmis az sayida embriyonun kullanildigi ayrintili bir emb-
riyonik zaman siireci de dahil olmak iizere mikroarray ¢alismalari, erken
gelisim boyunca genel gen ifadesinin bir resmini vermistir (Baugh ve ark.,
2003; Stuart K Kim ve ark., 2001; Levin ve ark., 2012). C. elegans genle-
rinin tiim organizmadaki ifadesini incelemek i¢in DNA mikroarray analizi
veya seri gen ifadesi analizi (SAGE) kullanan birkag ¢alisma yapilmistir
(Hill ve ark., 2000; Jones ve ark., 2001; S. K. Kim ve ark., 2001; Rein-
ke ve ark., 2000). SAGE, mikrodizi analizini tamamlayici niteliktedir ve
su anda ifade edilen RNA’lar hakkinda niteliksel ve niceliksel bilgi elde
etmek icin en hassas ve spesifik yontemdir (Velculescu ve ark., 1995).
SAGE etiketleri, ¢esitli asamalarda ve belirli dokularda veya hiicre tiple-
rinde bulunan transkriptlerin daha derin bir analizini saglamistir (McG-
hee ve ark., 2009; Shin ve ark., 2008). Daha yakin zamanlarda, CEL-seq,
ayrmtil bir embriyonik zaman serisi olugturmak i¢in bireysel embriyolar
tizerinde kullanilmistir (Hashimshony ve ark., 2015). Bu ¢alismalarin her
biri, yasam dongiisii sirasinda mevcut olan RNA transkriptleri hakkinda
yararl bilgiler saglamistir, ancak higbiri tiim yasam dongiisiinii kapsamaz
ve her birinin kendi eksiklikleri vardir. Mikroarray ¢alismalari sinirli bir
dinamik araliga sahiptir, genellikle yalnizca agiklamali genleri tahlil eder,
yakin paraloglart ayirt edemez ve genellikle farkli izoformlar1 géz ardi
eder. Az sayida embriyo kullanan ¢alismalar, birden fazla amplifikasyon
turu gerektirir ve muhtemelen ifade dl¢iimlerinde 6nemli bozulmalara ne-
den olur. SAGE etiketleri, eklemeyi goz ard1 ederek poliadenile [poli(A)]
transkriptlerin yalnizca 3° ucunu test etmeye calisir; A yoniinden zengin
sitelerde dahili hazirlama, yanlig pozitif etiketler olusturabilir. Ek olarak,
erken donem SAGE etiketlerinin kisa olmasi, genom dizilisinde belirsizli-
ge yol acabilir. Bireysel embriyolar iizerindeki CEL-seq, ¢ok kesin zaman
noktalarimi tahlil edebilir, ancak yine yontem, poli(A) mRNA’larin yal-
nizca 3’ ucunu saymay1 amaglar. Ek olarak, CEL-seq’in RNA’y1 DNA’ya
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kopyalamadaki sinirl etkinligi ve sonraki amplifikasyon, daha diisiik
bolluk transkriptlerinin diizensiz temsiline yol agar. Tiim yagam dongiisii
boyunca tek bir kapsamli veri setinin olmamasi, farkli asamalardaki gen
ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasini zorlasgtirmaktadir (Boeck ve
ark., 2016).

Boeck ve arkadaslari, C. elegans igin kapsamli, yiiksek kaliteli, tek
bi¢imli olarak toplanmis bir ifade veri seti saglamak i¢in, d6rt hiicreden
baslayan ve 30 dakikalik araliklarla 6rneklenen embriyonik 6rnekler da-
hil olmak iizere tiim yasam dongiisii boyunca senkronize hayvanlardan
alian toplu ornekler tizerinde RNA-seq gerceklestirmislerdir (Boeck ve
ark., 2016). Bu embriyo verilerinin elde edilmesi, toplu embriyo popiilas-
yonlarini senkronize etmek i¢in yeni bir yontemin gelistirilmesini ve bi-
reysel gelisimsel serilerdeki gen ekspresyonu tahminlerini iyilestirmek ve
coklu serileri birlestirmek i¢in bir Bayesian yaklasimi uygulanmistir. Elde
edilen yeni embriyo verileri, dneki yapilan ¢alismalarda kullanilan larva
evreleri, yavrular, erkekler ve yasl yetiskinlerden alinan ifade verileriyle
birlestiginde (Gerstein ve ark., 2010; Gerstein ve ark., 2014; LaDeana
W Hillier ve ark., 2009), protein kodlayan genlerin yani sira tiim yasam
dongiisii boyunca kodlamayan transkriptlerin, ek baglantilarinin ve ek-
lenmis lider dizilerin modellerini igermistir. Dauer asamalarinin yani sira
geng erkekler de dahil olmak iizere hermafroditin tiim yasam dongiisiinii
kapsayan veri setlerimiz, topluluk i¢in zengin bir katalog olarak sunarak
yasam dongiisiiniin her agamasinda tiim hayvanda bulunan transkriptlerin
kapsamli bir resmini ortaya ¢ikarmiglardir.

C. elegans ve insan genomlarmin en az 4.300 ortolog gen ¢iftine sa-
hip oldugu tahmin edilmektedir. Bu genlerin bir¢ogunun islevi her iki or-
ganizmada da bilinmemektedir, ancak nematod anatomisinin basitligi ve
giiclii genetik araglar islevlerinin anlasilmasina katkida bulunmasi gerek-
mektedir. Temporal ve dokuya 6zgii promotdrler vardir, ancak tek hiicre
promotorleri ¢cok azdir veya hi¢ yoktur. Bir doku i¢indeki bireysel hiicre
kimliginin kombinatoryal ortiismelerden kaynaklandigi bilinmektedir.
SAGE teknolojisi, nematodda en az 14.600 genin ifadesini dogrulamistir.
Teknoloji gelistikge bu say1 artacaktir. SAGE, C. elegans’taki genlerin
yarist i¢in ¢ok sayida farkli etiket ortaya ¢ikarir; bu da, bu organizmada
genlerin alternatif olarak eklenmesinin yaygin oldugunu ortaya koymak-
tadir. Ayrica, SAGE etiketlerinin ¢cogu, nematod genomunun agiklama
yapilmamis bolgelerine eslenir ve bu nedenle yeni genleri tanimlayabilir.

Nematod C elegans’ta Metabolom Analizleri

C. elegans arastirmalarina en son eklenen yaklasimlar, nematod me-
tabolizmasina iliskin yeni ve daha derin arastirmalara olanak saglayan
metabolomik ve lipidomiktir. C. elegans gibi genetik olarak izlenebilir bir
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model organizmanin fonksiyonel okuma metabolomik ve/veya lipidomik
ile kombinasyonu, metabolizma ve metabolik diizenleme konusundaki
bilgilerimizi ilerletme konusunda biiyiik umut vaat etmektedir.

C. elegans, karmagik bir metaboloma sahiptir ve birkag yeni molekiil,
Ornegin yeni ascarosides, dafachronic asitler gibi bilesikler rutin olarak
tanimlanir (Falcke ve ark., 2018; Izrayelit ve ark., 2012; Pungaliya ve
ark., 2009; Von Reuss ve ark., 2012). Bu nematodun metabolomunu ve
lipidomunu analiz etmek i¢in farkli tiirde analitik yontemler kullanilmistir
(Salzer & Witting, 2021).

C. elegans Metabolomikleri icin Analitik Yontemler
o Ekstraksiyon Yontemleri

Metabolom ve lipidomun analizine yonelik ilk adim, ilgili bilesik-
lerin nematodlardan ekstraksiyonudur. Hedeflenmemis metabolom ana-
lizinde miimkiin oldugu kadar ¢ok maddenin ekstraksiyonu gereklidir.
Farkli solvent sistemleri her zaman belirli metabolitleri ve metabolit sinif-
larin1 digerlerine gore tercih edeceginden, gercekten hedefsiz bir ekstrak-
siyonun mevcut olmadigi belirtilmelidir. Ayrica ekstraksiyon, biyolojik
soruya ve analiz i¢in kullanilacak analitik yonteme baglidir. Metabolomu
olabildigince dogru bir sekilde analiz etmek i¢in, ekstraksiyon sirasinda
metabolitlerin bozunmasini1 6nlemek de gereklidir.

Bu nedenle, ekstraksiyonlar miimkiin olan en diisiik sicakliklarda
yapilmalidir. Nematod, ekstraksiyondan énce kirilmasi gereken sert bir
kiitikiile sahip oldugundan, C. elegans’tan metabolitlerin ekstraksiyonu
zordur. C. elegans’ta manuel 6giitme, homojenlestirme ve doku degir-
menlerinde farkli 6giitme ortamlari dahil olmak iizere farkli parcalama
teknikleri denenmistir (Geier ve ark., 2011). Bununla birlikte, numune bo-
zulmasina neden olabileceginden, boncuklu parcalama sistemleri kullani-
lirken numunelerin asiri 1sinmasimi 6nlemek i¢in 6zen gosterilmelidir. C.
elegans’a farkli ekstraksiyon yontemleri uygulanmistir. En yaygin olarak
(soguk) metanol, etanol ve kloroform, tek tek veya kombinasyon halinde
(farkli oranlarda) uygulanmistir (Aguilaniu ve ark., 2016; Miithel ve ark.,
2019; Teo ve ark., 2019; Zdraljevic ve ark., 2019).

Spesifik metabolitlerin veya lipitlerin analizi genellikle bunlarin bag-
ka numune hazirlama adimlar1 kullanilarak zenginlestirilmesini gerektirir.
Ince tabaka kromatografisi (TLC), lipit bilesimini belirlemek igin analitik
amaglarla veya belirli madde siniflarinin hazirlanmasi ig¢in ek bir adim
olarak kullanilan bir yaklasimdir. TLC’de gliserofosfolipidler, seramid-
ler, glikosfingolipidler, yag asitleri veya steroller gibi ana lipid siniflari
ayrilabilir ve miktarlar1 belirlenebilir. Kromatografik ¢6ziiniirliik, ikinci
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bir solvent sistemi kullanilarak iki boyutlu TLC’ye genisletilmesi yoluyla
gelistirilebilir (Klapper ve ark., 2016; Salzer & Witting, 2021).

e Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)

Metabolomikte cogunlukla tek boyutlu 1H NMR spektroskopisi, or-
ganik bilesiklerin evrensel tespiti i¢in hizli ve ¢ok uygun oldugu i¢in kul-
lanilir. NMR, minimum numune hazirlama ve miidahale ile kantitatiftir ve
tahribatsizdir, bu nedenle diger tekniklere kiyasla en diisiik analitik var-
yasyonla sonuglanir (Szeto ve ark., 2011). Yiiksek hassasiyeti, metabolit
bolluklarindaki kiiciik degisikliklerin bile tespit edilmesini saglar. NMR,
kalitatif (yap1) ve kantitatif bilgileri tek seferde sunar. Gii¢lii yanlar1 6zel-
likle MS’de iyonlagsmast zor olan veya tiirevlendirme gerektiren madde-
lerde belirgindir. Bununla birlikte, MS ile karsilastirildiginda NMR’nin
onemli bir dezavantaji daha diisiik hassasiyettir. Bu nedenle, yalnizca az
miktarda bilesik 1D-1H NMR kapsamindadir (Markley ve ark., 2017).

Hedeflenmemis metabolomikte metabolit kapsamini artirmak igin
1D-1H NMR genellikle DI-MS, GC-FID, GC-MS veya LC-MS gibi diger
analitik platformlarla birlestirilir (Castro ve ark., 2013; Castro ve ark.,
2012; Lourengo ve ark., 2015; Wan ve ark., 2017).

o Kiitle Spektrometresi (MS)

Kiitle Spektrometresi (MS), metabolomikte NMR ile birlikte kullani-
lan gii¢lii analitik teknolojilerden biridir. Bir kiitle spektrometresi, iyonla-
r1 {ireten ve bunlari ilgili kiitle-yiik oranlarina (m/z) gore ayiran bir arag-
tir. Tyonlar, kullanilan kiitle spektrometresinin tipine bagh olarak farkh
fiziksel yaklasimlar nedeniyle ayrilir. MS’de iyonlarin m/z oranlari, hem
kalitatif (m/z) hem de kantitatif (yogunluk) bilgileri birlestirerek karsilik
gelen yogunluklariyla birlikte 6l¢iiliir. Bununla birlikte, ayn1 molekiiler
formiile sahip metabolitler ayni kiitleye ve dolayistyla ayn1 m/z degerine
sahiptir. Benzer sekilde, toplam formiilii ¢ok benzer ancak ayni olmayan
kiitlelere ve m/z degerlerine sahip olabilirler. Bu tiir bilesikler, ardigik MS
(MS? veya MS/MS) deneyleri kullanilarak daha fazla analiz edilebilir. Bu-
rada, ilgilenilen iyonlar ¢ogunlukla ¢arpisma kaynakli ayrisma (CID) kul-
lanilarak parcalanir ve parca iyon m/z degerleri analiz edilerek potansiyel
alt yapilar hakkinda bilgi verilir. Hedeflenmemis metabolomikte, MS/MS
verilerini olusturmak ve elde etmek icin cogunlukla veriye bagl edinim
(DDA) kullanilir. DDA’da, belirli kullanici tanimli esikleri karsilayan en
yogun iyonlar secilir ve pargalanir. Hedeflenmemis metabolomikte gide-
rek daha fazla kullanilan bagka bir yaklagim, veriden bagimsiz edinim
(DIA) ya da Tiim Teorik fragman iyon spektrumlarinin MS Sirali Pencere
Edinimi (SWATH) gibi yaklasimlardir. DIA’nin yarari, her 6nciil iyonun
parcalanacak olmasi ve yeniden edinmeye gerek kalmadan geriye doniik
veri analizine izin vermesidir (Salzer & Witting, 2021).
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MS, 6nceden kromatografik veya elektroforetik ayirma olmaksizin
veya bunlar ile birlikte kullanilir. Kullanilan iyonizasyon kaynagi, drne-
gin GC i¢in elektron iyonizasyonu (EI) veya kimyasal iyonizasyon (CI),
dogrudan infiizyon, LC veya CE i¢in elektrosprey iyonizasyon (ESI) ve
atmosferik basin¢l kimyasal iyonizasyon (APCI) gibi 6n numune giris
sistemine bagldir. Dogrudan infiizyon (DI) MS’de numune, 6nceden ay-
rilmadan dogrudan iyonizasyon kaynagia enjekte edilir. izobarik yapilar
arasinda ayrim yapmak i¢in ugus siiresi (TOF) MS, Fourier doniigiimii
iyon siklotron rezonans (FT-ICR) MS veya Orbitrap MS gibi yiiksek ¢6-
zuntirliklit (HR) MS’lerin kullanilmast, bir DI-MS’de 6n kosuldur. Ay1r-
ma, iyon bastirmay1 azaltmak ve tek bagina MS veya MS/MS ile ayrila-
mayan izomerik ve izobarik yapilari ayirmak i¢in kullanilir. Ayrica, ilgili
ayirma ozelliklerine dayali olarak tespit edilen metabolitlerin fizikokim-
yasal 6zellikleri hakkinda ek bilgiler saglanir (Salzer & Witting, 2021).

C.elegans aragtirmalarinda kullanilan teknikler

Yukarida bahsedilen analitik tekniklerin cogu, C. elegans metabolo-
munun analizi i¢in kullanilmigtir. Tablo 1. avantajlar1 ve dezavantajlar
dahil olmak iizere C. elegans metabolomik ve lipidomikte kullanilan ana-
litik yontemleri 6zetlemektedir (Salzer & Witting, 2021). Her yontemin
avantajlar1 ve sinirlamalart bulunmaktadir. Ornegin, DI-MS siklikla C.
elegans lipidomunun analizi i¢in kullanilir. Béylece lipitlerin tanimlan-
masi, dogru kiitleleri ve/veya MS/MS karakterizasyonlari tizerinde ger-
ceklestirilir. GC-MS, yag asitlerini, amino asitleri veya organik asitleri
tanimlamak i¢in C. elegans’ta metabolomikler i¢in kullanilmistir.

Tablol. C. elegans metabolomik/lipidomikte kullanilan analitik yontemlere ve
bunlarin avantajlarina, dezavantajlarina genel bakig (Salzer & Witting, 2021)

Metod Avantajlari Dezavantajlar
Kantitatif, tahribatsiz,

Sadece sulu, bol miktarda

1H NMR minimum numune .
bulunan metabolitler
hazirlama
Metabolitlerin biyolojik .
. 1y010) Sadece bol miktarda bulunan
DANS fonksiyonla basit .
metabolitler
baglantis

C. elegans’m buyuk

Metabolit ekstraksiyonu popiilasyonlan gereklidir,

NMR HR-MAS gerekmez, bozulmamis yalnizca bol miktarda bulunan
solucanlar .
metabolitler.
HR-MACS + 1H Az sayida solucan Sadece bol miktarda bulunan
NMR analiz edilebilir. metabolitler
s 13C-BC kuplaj1 nedeniyle
13C HMN + 1H-1D NMR"den gok azaltilmus hassasiyet, uygun

daha fazla metabolit

PCriseretleme o it edilir

puls programi gerekir (ct-
HSQC)
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DI-MS Hizli ve yuksek verim  Izomerler ayirt edilemez
Yiiksek ¢oziiniirlik,
Mutlak dl¢iim miimkiin.

GC-MS Lipitlerin ve Tirevlendirme gerekli
MS metabolitlerin analizi
mimkiin
Mutlak kantifikasyon
LC-MS mumkun, izomerlerin GC’den daha diisiik ¢ozinirlik

ayrilmasi, birgok
metabolit tanimlanabilir.

SONUC

Mevcut transkriptom caligmalari, biiyiik Sl¢iide, en yaygin sekilde
kullanilan yiiksek verimli cDNA dizileme teknolojilerine 6zgii kisa okuma
uzunluklarina dayanmaktadir. Ornegin, C. elegans transkriptomunun ana-
lizi, transkript izoformlarinin yarisindan fazlasi tam uzunluk desteginden
yoksundur ve bunun yerine izoformun tiim uzunlugunu kapsamayan kisa
okumalardan elde edilen ¢ikarima dayanmaktadir. C. elegans, degismez
hiicre sayisi, kolay ve hizli ekimi ve kisa 6mrii nedeniyle metabolomik
arastirmalar i¢in ideal bir organizmadir. Metabolomik alanindaki en yay-
gin uygulamalardan biri, uzun 6miirlii mutantlar ve solucanda yaslanma
calismalaridir. Bu nedenle en ¢ok ¢alisilan uzun dmiirlii mutant daf-2’dir.
Bununla birlikte, metabolizmadaki hangi degisikliklerin uzun dmiirii ol-
may1 destekledigi ve hangilerinin iliskili olmadig: hala belirsizligini ko-
rumaktadir. Metabolomik ¢alismalar, agirlikli olarak, tek tek veya kombi-
nasyon halinde, 1D ve 2D-NMR yaklagimlari gibi analitik platformlar ve
MS’e bagli farkli kolon segiciligine sahip GC ve LC kullanilarak gergek-
lestirilir. Ozellikleri metabolitlerden ¢ok farkli oldugu igin lipitler gogun-
lukla kendi yontemleriyle tek tek incelenir. Agirlikli olarak ya dogrudan
inflizyonda ya da kromatografik ayirmadan sonra kiitle spektrometresi ile
analiz edilirler.
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