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DIiYET YAG ASITLERININ METABOLIK ETKIiLERININ
METABOLOMIKS YONTEMIYLE CALISILMASI

OZET

Obezite, basta bagirsak olmak iizere ¢esitli dokularda islev bozukluklarina yol acarak
metabolik bozukluklar, kanser ve bagisiklik sistemi hastaliklar1 riskini artiran kiiresel
bir saglik sorunudur. Yasam tarzi faktorleri, Ozellikle yiiksek yagli beslenme
aliskanliklari, bu riski artirmada 6nemli rol oynamaktadir. Diyet degistirilebilir bir risk
faktorii olmasina karsin, obeziteye yol acan beslenme diizenlerinin bu hastaliklarin
gelisimine nasil katkida bulundugu heniiz tam olarak aydinlatilamamistir.
Literattirdeki bulgular, doymus yag orami yiiksek diyetlerin mikrobiyom {iizerinden
obezite, kalp-damar hastaliklar1 ve bagirsak kanseri gibi metabolik bozukluklarin
riskini artirdigin1 gostermektedir. Genel egilim, doymus yag asitleri bakimindan
zengin diyetlerin obeziteyle karakterize edilen tipik yiiksek yagl diyet fenotipine yol
actigmi; buna karsilik Akdeniz tipi beslenme gibi coklu doymamis yag asitleri
acisindan zengin diyetlerin ise koruyucu ve yararli etkiler sagladigin1 ortaya
koymaktadir. Bu etkileri daha ayrintili incelemek amaciyla, bu ¢caligsma farkli yag asidi
bilesimlerine sahip yiiksek yagl diyetleri sistematik olarak karsilastirmis ve spesifik
yag asitlerinin temel metabolik yolaklar1 nasil etkiledigini aragtirmistir. Calisma, bu
diyetlerin metabolik sonuglarini karakterize etmenin yani sira, gozlenen degisikliklerin
geri  donlistimliliginii de degerlendirerek, diyet miidahalelerinin metabolik
homeostazi yeniden saglama potansiyeline iligkin 6nemli bir bakis acis1 sunmustur.
Sonuglar, hindistancevizi, balik veya siit yag1 ile zenginlestirilmis yiiksek yagh
diyetin, kontrol diyetiyle karsilastirildiginda, kardiyovaskiiler hastalik riskiyle giiglii
bir sekilde 1iliskilendirilen bagirsak mikrobiyotast kaynakli bir metabolit olan
trimetilamin N-oksit (TMAO) diizeylerinde belirgin bir azalmaya yol agtigini
gostermistir. Buna karsilik, domuz yagi, hurma yagi, zeytinyagi ve ketojenik diyet
dahil olmak iizere diger yiiksek yagli diyet gruplarinda TMAO diizeylerinde anlaml
bir degisiklik gozlenmemistir. Bu bulgular, diyet yaginin tiiriinlin, bagirsak
mikrobiyotas1 kaynakli metabolitlerin diizenlenmesinde ve bunlarin kardiyovaskiiler
saglik iizerindeki potansiyel etkisinde kritik bir rol oynadigini vurgulamaktadir.
TMAO onciilleri olan kolin ve L-karnitin seviyeleri incelendiginde, diyetler arasinda
yalnizca balik yag1 grubunda, kontrol grubuna kiyasla L-karnitin seviyelerinde azalma
gozlenmis; diger gruplarda ise anlamli bir degisiklik tespit edilmemistir. Balik yag1
grubunda gozlenen TMAO seviyesindeki azalmanin, Onciili L-karnitin ile iligkili
olabilecegi diisiiniilebilir. Ote yandan, hindistancevizi ve siit yagi diyetleri sonrasinda
gozlenen TMAO diisiisii, TMAO {ireten bagirsak mikroorganizmalarinin sayisindaki
azalma veya hepatik flavin monooksijenaz enzimlerinin baskilanmasi sonucunda
ortaya ¢ikmig olabilir. Bu bulgular, farkli yag tiirlerinin TMAO metabolizmasi
tizerindeki etkilerinin mekanizmalarin1 anlamak agisindan 6nemli ipuglar
sunmaktadir. Siit yagi ve hindistancevizi yag1 gruplarinin  yag asidi
kompozisyonundaki belirleyici 6zellik, diger gruplara kiyasla sirasiyla kisa ve orta
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zincirli yag asitleri acisindan zengin olmalaridir. Bu nedenle, TMAO seviyelerini
diisiirme potansiyellerinin, bu kisa ve orta zincirli yag asitlerinin igerikleriyle iliskili
olabilecegi oOne siiriilmektedir. Beslenmenin c¢esitli metabolik bozukluklarin
patogenezindeki rolii g6z Oniline alindiginda, diyet yag asitlerinin optimize
edilmesinin, kalp hastaliklar1 da dahil olmak iizere metabolik bozukluklarin
onlenmesinde degerli bir terapotik strateji olabilecegi diisiiniilmektedir.
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INVESTIGATION OF THE METABOLIC EFFECTS OF DIETARY FATTY
ACIDS USING A METABOLOMICS APPROACH

SUMMARY

Obesity is a worldwide epidemic that leads to functional impairments in various
tissues, including the gut, and increases the risk of conditions such as metabolic
disorders, cancer, and immune-related diseases. Lifestyle factors, particularly high-fat
diets, play a significant role in increasing this risk. Although diet is recognized as a
modifiable risk factor, the mechanisms through which obesity-inducing diets
contribute to these diseases remain poorly understood. Previous data show that diets
high in saturated fat increases the risk of metabolic disorders, including obesity and
heart disease, as well as colorectal cancer through the microbiome.

The general trend in the literature suggests that diets rich in saturated fatty acids lead
to the typical high-fat diet (HFD) phenotype characterized by obesity, whereas diets
rich in polyunsaturated fatty acids exert beneficial effects. HFDs elevate
cardiovascular disease risk in part through gut microbial generation of trimethylamine
(TMA), the precursor to trimethylamine-N-oxide (TMAO). This gut microbiota-
derived metabolite is associated with increased cardiovascular disease risk and may
serve as a biomarker for heart failure. TMAO formation represents a host-microbiome
interaction wherein intestinal bacteria transform dietary substrates into TMA, which
subsequently undergoes hepatic oxidation to TMAO through flavin monooxygenase
(FMO) enzyme activity. Choline and carnitine constitute the primary dietary substrates
for microbiota-mediated TMAO production. These TMA-generating bacteria possess
genes that encode key enzymes required for TMA biosynthesis, such as choline-TMA
lyase (CutC), carnitine monooxygenase (CntAB), glycine betaine reductase (GrdH),
and TMAO reductases (collectively designated as TorA). Although genes for choline
breakdown are common across intestinal bacteria, facultative anaerobes preferentially
expand in hosts consuming HFDs. Comparative dietary studies revealed that when
mice received HFDs supplemented with choline, Escherichia coli gained a CutC-
mediated competitive advantage, an effect not observed under low-fat feeding
conditions. This indicates that E. coli strains possessing the cut operon utilize choline
specifically under intestinal conditions created by HFD consumption. In contrast to
Western high-fat diets, the Mediterranean diet offers protective mechanisms against
TMAO-driven atherosclerosis and intestinal barrier dysfunction. This dietary pattern
is characterized by two components that collectively promote cardiovascular health.
One key element is the intake of omega-3 fatty acids, which are derived from regular
fish consumption. The other essential component is the abundant dietary fiber provided
by diverse plant-based foods such as vegetables, fruits, legumes, whole grains, and
nuts. These dietary fibers increase fecal short-chain fatty acid levels through bacterial
fermentation of carbohydrates that humans cannot digest. The produced short-chain
fatty acids play a crucial role in maintaining gut health by strengthening the intestinal
barrier and reducing systemic inflammatory responses. To examine these effects in
greater detail, this study systematically compared HFDs with different fatty acid
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compositions, investigating how specific fatty acids influence key metabolic
pathways. In addition to characterizing the metabolic consequences of these diets, the
study also evaluated the reversibility of the observed changes, providing insight into
the potential for dietary interventions to restore metabolic homeostasis. The results
demonstrated that a HFD enriched with coconut, fish, or milk fat led to a significant
reduction in TMAO levels, a gut microbiota—derived metabolite strongly associated
with cardiovascular disease risk, compared to the control diet. In contrast, the other
high-fat diet groups including lard, palm oil, olive oil, and a ketogenic diet showed no
significant changes in TMAO levels, highlighting that the type of dietary fat plays a
critical role in modulating gut microbiota—derived metabolites and their potential
impact on cardiovascular health.

When examining the levels of choline and L-carnitine precursors, a decrease in L-
carnitine was observed only in the fish oil group, while no significant changes were
detected in the other groups. The observed decrease in TMAO levels following fish oil
supplementation is most likely attributable to reduced dietary precursor availability. In
contrast, the reductions observed with coconut oil and milk fat diets may result from
either decreased abundance of TMAO-producing microorganisms or inhibition of
hepatic flavin monooxygenases responsible for converting TMA to TMAO.

A distinguishing characteristic of the milk fat and coconut oil groups is their
substantially higher content of short- and medium-chain fatty acids compared to other
dietary groups. This enrichment likely underlies their TMAO-lowering effects, as
these fatty acid classes differentially influence gut microbial ecology.

Although most fatty acids are absorbed in the upper digestive tract, excessive intake
allows residual amounts to reach the colon, where they can alter intestinal microbiota
composition. Unlike long-chain fatty acids (LCFAs), short- and medium-chain fatty
acids (SCFAs and MCFAs) are mostly absorbed by intestinal epithelial cells through
passive diffusion due to their shorter chain length and greater water solubility. This
efficient proximal absorption minimizes their colonic accumulation and subsequent
microbial disruption.

Conversely, HFDs rich in LCFAs induce gut dysbiosis primarily by altering colonic
oxygen tension and microbial energy substrate availability. The colon's
characteristically low-oxygen environment typically supports beneficial anaerobic
bacteria while restricting facultative anaerobes like Enterobacteriaceae. HFDs
compromise enterocyte mitochondrial activity and oxygen utilization, resulting in
elevated luminal oxygen and nitrate concentrations. This environmental change
promotes facultative anaerobes such as E. coli while suppressing strict anaerobes,
thereby increasing the Gram-negative to Gram-positive bacterial ratio.
Lipopolysaccharide (LPS) release from Gram-negative bacteria triggers inflammatory
responses that further propagate proinflammatory microbial communities. This
dysbiotic pattern is characterized by reduced obligate anaerobic Firmicutes and
expanded facultative anaerobic Enterobacteriaceae populations. Certain commensal
species, including E. coli, thrive under inflammatory conditions by utilizing nitric
oxides for energy, conferring a survival advantage. Saturated fat-rich HFDs may
additionally facilitate TMAOQO generation by providing organic sulfur to sulfate-
reducing bacteria such as Desulfovibrionaceae, including Desulfovibrio species.
Dietary fat consumption stimulates hepatic bile acid synthesis, producing taurine- or
glycine-conjugated bile acids that enter the duodenum to aid small intestinal lipid
absorption. During intestinal passage, most bile acids are deconjugated, liberating
taurine and thus increasing sulfur availability for sulfate-reducing microorganisms.
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Additionally, hydrophobic bile acids disrupt intestinal barrier function, potentially
enabling microbial metabolites like TMA to enter systemic circulation.

FAs may also modulate gut microbiota through their antimicrobial characteristics, with
effectiveness determined by chain length, saturation degree, and double bond
positioning. Saturated FAs demonstrate maximal antimicrobial activity at shorter chain
lengths, whereas monounsaturated (MUFAs) and polyunsaturated FAs (PUFAs) show
enhanced activity at longer chain lengths. SCFAs exhibit pH-dependent antimicrobial
effects, primarily disrupting energy metabolism in Gram-negative bacteria. Elevated
SCFA concentrations lower pH, promoting Bifidobacteriaceae and Lactobacillaceae
while inhibiting Enterobacteriaceae. SCFAs inhibit pathogenic bacteria, thereby
preventing dysbiosis and inflammation, while simultaneously reducing nitric oxide
production that stimulates TMA lyase activity.

The literature demonstrates that saturated long-chain fatty acids promote the
production of trimethylamine (TMA), a precursor of TMAO, through multiple
mechanisms. These include elevated colonic oxygen levels and increased taurine-
conjugated bile acids, which favor the proliferation of TMA-producing bacteria.
Conversely, short-chain fatty acids (SCFAs) and omega-3 polyunsaturated fatty acids
exert beneficial effects by modulating intestinal pH and supporting SCFA-producing
bacteria, thereby suppressing TMA-producing bacterial populations.

Our findings partially align with these established mechanisms. Diets containing short-
chain and omega-3 fatty acids resulted in reduced TMAO levels, consistent with
literature predictions. Unexpectedly, however, long-chain fatty acid-containing diets
did not elicit the anticipated increase in TMAO levels. This difference likely reflects
the complex composition of whole food oil sources, which contain various bioactive
compounds beyond their fatty acid profiles. For instance, olive oil naturally contains
3,3-dimethyl-1-butanol, a choline analog that suppresses TMA production by
inhibiting microbial TMA lyase activity. Similarly, various oils are rich in
polyphenolic compounds that modulate intestinal microbial communities independent
of their fatty acid composition. These observations highlight a critical limitation in
attributing metabolic effects solely to fatty acid content when whole food sources are
used. A notable strength of our study is its examination of MCFAs and their effects on
TMAO levels, an area that remains significantly underexplored despite the growing
popularity of ketogenic diets and medium-chain triglyceride (MCT) supplementation.
However, our findings also underscore the need for more refined experimental
approaches to fully elucidate fatty acid-specific mechanisms.

Advancing our mechanistic understanding of how dietary fatty acids shape gut
microbiota and TMAO metabolism requires future investigations that address several
critical methodological gaps. First, controlled experimental designs are essential,
wherein all dietary variables remain constant except for the specific fatty acid under
investigation. This can be achieved by supplementing diets with purified fatty acids
rather than whole oils or fat sources containing diverse bioactive constituents. Such a
reductionist approach would eliminate confounding variables from the food matrix,
enabling precise determination of how individual fatty acids influence gut microbial
TMAO production and establishing definitive cause-and-effect relationships necessary
for targeted dietary recommendations. Second, establishing dose—response
relationships through well-designed human clinical trials is imperative to characterize
the concentration-dependent effects of distinct fatty acids on TMAO generation and to
delineate thresholds distinguishing beneficial from detrimental outcomes. Addressing
these research gaps is fundamental to formulating evidence-based dietary guidelines
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and therapeutic interventions. Given the established role of nutrition in the
pathogenesis of various metabolic disorders, optimizing dietary fatty acid composition
represents a promising therapeutic strategy for preventing metabolic diseases,
including cardiovascular disorders.
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1. GIRiS

Mikrobiyota, diyet basta olmak {izere birgok ¢evresel faktorle etkilesim halindedir ve
hem bagirsakta lokal hem de viicut genelinde sistemik etkiler gosterebilir. Mikrobiyota
kaynakli metabolitlerin insan saglig1 ve hastaliklarindaki rollerinin ortaya konmastyla,
bu metabolitlerin 6nemi giderek daha fazla anlasilmaktadir (Rooks ve Garrett, 2016).
Diyetin igerigi, bagirsak mikrobiyotasinin metabolik ¢iktisini belirlemede merkezi bir
role sahiptir; clinkii mikrobiyota besinleri metabolize ederek biyolojik olarak aktif
metabolitlere doniistiiriir ve diyet, mikrobiyota kompozisyonunu ve metabolik
potansiyelini sekillendirerek konak fizyolojisi ve sagligini etkiler (Schoeler ve Caesar,
2019; Beyaz ve dig., 2021). Metabolomiks ve gelismis veri analiz yaklasimlar
sayesinde, mikrobiyota dengesizlikleriyle iligkili metabolitlerin sistematik olarak
tanimlanmasi ve metabolik hastaliklar i¢in biyobelirte¢lerin belirlenmesi miimkiin hale

gelmistir (Rooks ve Garrett, 2016; Peng ve dig., 2015).

Yiiksek yagli diyetlerin metabolik etkilerini karsilastiran sinirli sayidaki ¢alismadan
elde edilen bulgular, genellikle doymus yag asitlerince zengin diyetlerin yiiksek yaglh
diyetlerle iliskilendirilen tipik metabolik fenotipe yol a¢tigini, buna karsilik ¢oklu
doymamis yag asitleri igeren diyetlerin daha faydali metabolik etkiler gosterdigini
diisiindiirmektedir (Buettner ve dig., 2006). Bu dogrultuda, bu ¢alismanin amaci, ana
yag asidi tiirleri farkli olan yiiksek yagli diyetleri karsilastirarak, yag asitlerinin
metabolik etkilerini hedefsiz metabolomiks yaklasimi ile incelemektir. Ayrica,
gozlenen metabolik  adaptasyonlarin  zaman  igerisindeki  kalicihigt  da
degerlendirilmistir. Yalnizca yag asidi kompozisyonunun etkisini izole edebilmek
amaciyla, ana yag asidi tiirii disinda igerikleri ayn1 olan izokalorik diyetler tasarlanmis
ve doymusluk derecesi ile yag asidi zincir uzunlugu bakimindan farkli karakteristiklere

sahip bu diyetler fareler iizerinde uygulanmistir.



1.1 Tezin Amaci

Bu calismada, yiiksek yag igerikli diyetler baglaminda, yag asidi ¢esitliliginin
metabolizma tizerindeki etkileri, hedefsiz metabolomiks yaklasimi ile incelenmistir.

Ayrica, degisen metabolik 6zelliklerin adaptasyon stirekliligi de degerlendirilmistir.

1.2 Literatiir Ozeti

1.2.1 Yag asitleri

Yag asitleri, trigliseridler, fosfolipitler ve diger kompleks lipidlerin temel
bilesenleridir. Trigliseridler ve yag asitleri, insanlardaki besinsel yagin ana kaynaklari
olmakla birlikte, farkli gidalarda degisik miktarlarda ve tiirlerde bulunurlar. Besin
kaynaklarinin disinda, yag asitleri insan viicudunda glikoz gibi lipit olmayan
oncillerden veya diger yag asitlerinden de sentezlenebilir. Sadece esansiyel yag

asitleri, diyetle alinmasi gereken yag asitleridir.

Yag asitleri, biyolojik sistemlerde 6nemli metabolik ve islevsel rollere sahiptir. Baslica
metabolik islevleri, oksidasyonlar1 sonucunda enerji kaynagi olmalaridir. Cogu
aerobik doku tarafindan enerji iiretiminde kullanilabilirler ve glikozun sinirlt oldugu
durumlarda 6nem kazanirlar. Onemli islevsel rolleri arasinda, hiicre zarinin ana
bileseni olan fosfolipitlerin yapisinda yer almalart bulunur. Hiicre zarinin yag asidi
kompozisyonu, diyet, metabolizma, hormonal ortam ve genetik faktorlerden
etkilenebilir. Bu durum, zarin fiziksel dogasini (akiskanligini) etkileyerek zar
proteinlerinin islevini degistirebilir (Calder, 2015).

Hiicre i¢indeki serbest yag asitleri ve onlarin metabolitleri, peroksizom proliferator
aktive reseptorlerle (PPAR'lar) etkilesim yoluyla gen ekspresyonunu etkileyebilir.
Uzun zincirli serbest yag asitleri, enerji homeostazini dolayl olarak etkileyen FFA1
reseptoriine (GPR40 olarak da bilinir) ve FF A4 reseptoriine (GPR120 olarak da bilinir)
baglanir; bdylece yag asitleri ve diyet, metabolik bozukluklar ve tip 2 diyabet (T2D)
ile iliskilendirilebilir. Kisa zincirli yag asitleri ise, bagirsak mikrobiyomu araciligiyla
saglik tizerinde etkili olan FFA2 (GPR41 olarak da bilinir) ve FFA3 (GPR43 olarak da
bilinir) reseptorlerine baglanir (Bolognini ve dig., 2021). Sonug olarak, yag asitlerinin
hiicre ve doku metabolizmasin1 ve islevini etkileyen 6nemli biyolojik aktiviteleri

vardir (Calder, 2015).

Yag asitleri, genel olarak doygunluk diizeyi ve karbon zinciri uzunlugu olmak {izere

iki farkli 6zellik gosterir. Doygunluk diizeylerine gbre, doymus, tekli doymamis ve



coklu doymamis yag asitleri olarak siiflandirilirlar. Doymus yag asitleri, karbon
zincirinin hidrojen ile tamamen doymus oldugu yag asitleridir. Bu yaglar, et, tavuk,
siit lirtinleri ve yumurta gibi hayvansal kaynakli gidalarda yani sira hindistancevizi ve
palmiye c¢ekirdegi gibi bitkisel kaynaklarda da bulunur. Tekli doymamis yag asitleri,
karbon zincirlerinde bir ¢ift hidrojen atomu eksik olan yag asitleridir. Bu tiir yag
asitleri acisindan zengin gidalar arasinda kanola, findik ve zeytinyagi yer alir. Coklu
doymamis yag asitleri ise, karbon zincirlerinde iki veya daha fazla ¢ift hidrojen atomu
eksik olan yag asitleridir (Boateng ve dig., 2016). Ozellikle omega-3 ve omega-6
serileri, soguk su baliklarinda, keten tohumu ve cevizde bulunur (da Silva ve dig.,
2014). Karbon zincirinin uzunluguna gore ise, yag asitleri li¢ sinifa ayrilir: kisa zincirli
(C2'den C4'e), orta zincirli (C6:0'dan C12:0'a) ve uzun zincirli (C14:0'dan C18:0'a)
(Dayrit, 2023).

1.2.2 Trimetilamin N-oksit

Bagirsak mikrobiyotasi, konak¢iya kompleks besinlerin sindirimi, vitamin {iretimi,
patojenlere kars1 savunma ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesi gibi cesitli hayati
islevler saglar (Koh, 2016). Son yillarda yapilan ¢alismalar, bagirsak mikrobiyota
kompozisyonunun metabolik bozukluklar dahil olmak {izere bir¢ok hastalikla
yakindan iligkili oldugunu ortaya koymustur. Mikrobiyotanin insan sagligini etkileyen
temel mekanizmalardan biri, hastalik gelisimini tetikleyebilen zararli metabolitler
veya koruyucu etki gosteren faydali metabolitler liretme kapasitesidir (Koh &
Bickhed, 2020). Bu baglamda, trimetilamin-N-oksit (TMAQ) kardiyovaskiiler
hastalik patogenezine Onemli katkida bulunan zararli bir metabolit olarak One

cikmaktadir (Spivak ve dig., 2022).

Hazen ve ekibi, metabolomiks yaklasimini kullanarak plazma TMAO seviyeleri ile
kardiyovaskiiler hastalik riski arasindaki iliskiyi ilk kez ortaya koymustur (Wang ve
dig., 2011). Bu 6ncii ¢alismadan bu yana gergeklestirilen ¢ok sayida arastirma, TMAO
yolaginin kardiyovaskiiler hastalik riskleriyle gii¢lii bir iliski i¢inde oldugunu

desteklemistir (Le Bras, 2018).

TMAO'nun kardiyovaskiiler hastaliklardaki rolii, 6zellikle yiiksek yagl diyetler
baglaminda biiyilk oOnem tasimaktadir. Yiiksek yagh diyetler, bagirsak
mikrobiyotasinin TMAO'un Onciisii olan trimetilamin (TMA) iiretmesini tesvik
ederek kardiyovaskiiler hastalik riskini artirir (Yoo ve dig., 2021). Bu bagirsak

mikrobiyotast kaynakli metabolit, artmis kardiyovaskiiler hastalik riski ile



iligkilendirilmis ve kalp hastaliklari i¢in potansiyel bir biyobelirte¢ olarak dnerilmistir

(Koeth ve dig., 2013).

TMAO olusum mekanizmasi, metaorganizmal bir siireci yansitmaktadir; bu siirecte
hem bagirsak bakterilerinin enzimleri hem de konak sistemin enzimleri arasinda bir is
birligi s6z konusudur. ilk asamada, bagirsak bakterileri diyetle alinan substratlart
TMA'ya doniistiiriir; ardindan TMA, karacigerde flavin monooksijenaz (FMO) enzim
aktivitesi araciligryla TMAOQ'ya oksitlenir. Kolin ve karnitin, bu mikrobiyota aracili
TMAO tiretimi i¢in baslica diyetik substratlar1 olusturur (Wang ve dig, 2011; Le Bras,
2018).

TMA f{iretiminden sorumlu bakteriler, bu doniisiim i¢in gerekli anahtar enzimleri
kodlayan spesifik genlere sahiptir. Bu enzimler arasinda kolin-TMA liyaz (CutC),
karnitin monooksijenaz (CntAB), glisin betain rediiktaz (GrdH) ve TMAO rediiktazlar
(toplu olarak TorA) bulunur (Jameson ve dig, 2016).

Bati tarz1 yiiksek yagl diyetlerin aksine, Akdeniz diyeti TMAO kaynakl1 ateroskleroz
ve bagirsak bariyer bozukluguna karsi ¢esitli koruyucu mekanizmalar sunmaktadir. Bu
diyet yaklasimi, kardiyovaskiiler ve sindirim saghgini birlikte destekleyen iki
tamamlayici bilesene dayanir: sik balik tiikketimi yoluyla alinan omega-3 yag asitleri
ve sebzeler, meyveler, baklagiller, tam tahillar ile kuruyemisler gibi bitkisel

kaynaklardan saglanan yiiksek lif icerigi (De Filippis ve dig, 2016).

Bu diyet liflerinin saglik etkileri, insanin sindiremedigi karbonhidratlarin bakteriyel
fermantasyonu yoluyla gerceklesir. Fermantasyon sonucunda iiretilen kisa zincirli yag
asitleri, diskida yiiksek diizeylere ulasarak iki kritik islevi yerine getirir: bagirsak epitel
bariyerini giiclendirir ve sistemik inflamatuar yanitlar1 azaltir. Bu mekanizmalar
sayesinde, Akdeniz diyeti yiiksek yagli diyetlerin tetikledigi zararli metabolik
stireclere dogrudan kars1 koyar (Anto & Blesso, 2022).

1.2.3 Metabolomiks

Metabolomiks, biyolojik bir sistemde (hiicre, doku, organ veya organizmada) bulunan
metabolitlerin (<1500 Da) analizi ile ilgilenen bir tekniktir. Son yillarda temel ve
uygulamali arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir ve yavas yavas genomiks,
transkriptomiks ve proteomiks i¢in tamamlayici bir teknik haline gelmistir (Wishart,
2008). Metabolomiks hiicrelerin fizyolojik durumunun anlik bir goriintiisiinii

sagladigindan biyolojik sistemdeki metabolik profilini etkileyen faktorlerin (6rnegin



diyet degisikligi) fizyolojik yanitlarim1 inceler. Metabolomiks, metabolik
mekanizmalarin aydinlatilmasini ve metabolik biyobelirteclerin  tanimlanmasini
hizlandirir. Diger ‘omiks’ ¢alismalarina kiyasla metabolomiks i¢ ve dis ortamdaki
degisikliklere hiicresel yanit hakkinda dogrudan bilgi saglar (Peng ve dig, 2015).
Metabolomikste uygulanan deneysel stratejiler ii¢ sinifa ayrilabilir: hedefli analiz, yar1
hedefli analiz ve hedefsiz analiz. Bu stratejiler, kantitasyon diizeyi (bagil ve mutlak),
numune hazirlama teknigi, deneysel dogruluk ve kesinlik, saptanabilen metabolitlerin
sayis1 ve ¢alismanin amaci (hipotez olusturma/kesif ¢alismasi/hipotezi test etme) dahil
olmak iizere bircok yonden farklilik gosterir. Hedefli ve yar1 hedefli analizlerde analiz
edilecek metabolitlerin kimyasal kimlikleri veri toplama baslamadan 6nce bilinir ve
yiiksek dogruluk, kesinlik ve se¢icilik saglamak i¢in analitik metotlar gelistirilir. Bu
yontemler, otantik kimyasal standartlarin uygulanmasi ile gelistirilmistir. Analiz
sonrasi elde edilen verilerden biyolojik bilgi elde etmeye yonelik siire¢ veri analizinin
ardindan baglatilabilir. Belirli metabolitlerin analizine uygun analitik metotlarin
olusturulmas: ile biyolojik bilgiye ulasabilmek hedefli ve yar1 hedefli metabolomiks
analizlerin bir avantaji olurken hedefsiz analize kiyasla daha az sayida metabolitlerin
analizi miimkiindiir. Diger yandan hedefsiz analizlerde, ¢esitli metabolik siniflara ait
bir¢ok sayida metabolitlerin analizine izin vermesine ragmen veri toplamadan once
hangi metabolitlerin uygulanan analitik metodla saptanilabilecegine iliskin kesin bilgi
stnirlidir. Deney gruplar arasinda farklilik gostererek biyolojik agidan 6nemli
olabilecek metabolitlerin kimyasal olarak tanimlanmasi ve yapisal olarak
aydinlatilmasi, veri toplama ve veri analizi siirecini takip eden yogun emek gerektiren
bir adimdir. Farklilik gosteren metabolitlerin biyolojik anlamini yorumlayabilmek
ancak bu metabolitlerin tanimlanmasi sonucu miimkiin olmaktadir (Dunn ve dig,
2013).

Diger ‘omiks’ ¢alismalarinda oldugu gibi, metabolomiks caligmalarda da biiyiik
miktarda veri elde edilir (Wishart, 2008). Biyolojik sistemdeki tiim metabolitlerin
anlik goriintiisiinii saglamak i¢in, 6zel veri analiz metodlart gereklidir. Ek bir alan
olarak gelisen kemometri, metabolit ve biyolojik yolak kesiflerini anlamak ig¢in
gelistirilmistir (Worley ve Powers, 2015). Bu istatistiksel teknikler, tek degiskenli
(univariate) ve ¢cok degiskenli (multivariate) data analiz tekniklerinden olusmaktadir.
t testi ve varyans analizi (ANOVA) tek degiskenli data analizi olmakla birlikte
metabolitlerin istatistiksel onemini (p < 0.05) arastirir (Saccenti ve dig, 2013). Coklu

degisken istatistiksel teknikler ise, denetimsiz (unsupervised) method olan Ana



Bilesen Analizi (PCA) veya denetimli (supervised) siniflandirma olan Kismi En
Kiiciik Kareler Ayrim Analizini (PLS-DA) icerir. PCA dogrusal cebire dayali veri
noktalarinin gorsellestirilmesini saglayan bir boyut azaltma yontemidir. PCA'nin
yaptig1 sey, bir Ornek grubunun digerlerinden nasil farkli oldugunu, hangi
degiskenlerin farkliliga neden oldugunu gostermektir. PLS-DA ise en iyi ayrilmanin
gerceklesecegi sekilde temel bilesenlerin doniisii ile deney gruplari arasinda ayrima
yardime1 olan denetimli bir siniflandirma yontemidir. Kemometrik yontemler (PCA
ve PLS-DA), bilesiklerin dogrudan tanimlanmasini veya miktarinin belirlenmesini
saglamamasina ragmen farkli numuneler arasinda bir karsilagtirma yapmay1 miimkiin

kilmaktadir (Wishart, 2008).

Metabolomiks calismalarda, metabolitlerin tanimlanmasi1 ve miktarinin belirlenmesi
icin iki ana analitik platform, niikleer manyetik rezonans (NMR) ve kiitle
spektrometrisidir  (MS)  kullanilmaktadir. ~ Yiiksek  ¢oziiniirlikli  H-NMR
spektroskopisi, biyoakigkanlari, hiicreleri ve dokular1 neredeyse hi¢ numune hazirlama
islemi ve Onyargi olmadan (unbiased) incelemek icin tercih edilirken, metabolik
profilleme uygulamalarinda hassasiyet (sensitivity) gerektiginde kiitle spektrometresi

tercih edilir (Worley ve Powers, 2015).

MS ile birgok maddenin molekiiler agirliklar: ve miktarlart hizli ve dogru bir sekilde
oOl¢iilebilir. Ancak, MS tek basina uygulandiginda ayni molekiiler agirliga sahip iki
veya daha fazla maddeyi ayirt edemez. Bu nedenle, numunenin kiitle spektrometresine
enjekte edilmesinden Once, kromatografi gibi bir ayirma yontemiyle maddelerin
ayrilmasi gerekmektedir. Kromatografi, bir numunenin bir kolondan gegirilmesiyle
icerigindeki maddelerin kimyasal 6zelliklerine gore ayrilmasini saglar. Boylece, ayni
molekiiler agirliga sahip ancak kimyasal olarak farkli olan iki maddenin ayr1 ayri

6l¢iilmesi miimkiin olur (Tomita ve Nishioka, 2005).

1.2.4 Kiitle spektrometresi

Kiitle spektrometrisi, gaz fazindaki iyonlarin kiitle-yiik oranina (m/z) dayali olarak
molekiiler kiitlelerini 6lgmek igin kullanilan analitik bir tekniktir. Coziiniirlik,
izotoplar1 ayirt edecek kadar yiiksekse, bir analitin yiik durumu ve dolayisiyla kesin
kiitlesi belirlenebilir. Bir kiitle spektrometresi ii¢ ana bilesenden olusur: iyonlarin
olusturuldugu bir iyonizasyon kaynagi, kiitle ayirma ve olasi fragmantasyondan

sorumlu bir veya birkag kiitle analizorii ve bir dedektor (Sekil 1.2) (Suizdak, 2004).



Kaynak — Analizér — Dedektor

Sekil 1.1 : Bir kiitle spektrometresinin genel bilesenleri.

Iyonizasyon siireci, kiitle spektrometrisinin ilk adimidir. Bu asamada analitlerin, kiitle
analizorlerinin kullandig1 elektrostatik veya manyetik alanlar tarafindan manipiile
edilebilmeleri i¢in pozitif veya negatif yiiklenmeleri saglanir. Iyonizasyon igin birgok
kaynak (atmosferik basing kimyasal iyonizasyonu (APCI), matris destekli lazer
desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) gibi) mevcut olmakla birlikte, metabolitlerin
incelenmesinde hem yumusak bir teknik (iyonlarin par¢alanmalarina neden olmayacak
kosullarda olusturulmalar1) hem de siv1 kromatografi sistemleriyle uyumlu bir yontem
oldugu icin en yaygin olarak elektrospray iyonizasyonu (ESI) kullanilmaktadir

(Hollerbach ve dig., 2017; Suizdak, 2004).

ESI, s1v1 bir ¢ozeltiden dogrudan gaz halinde iyonlagmis molekiiller tiretir. Sekil 1.2'de
gosterildigi gibi, numune ¢ozeltisi metal bir nozulun (veya ignenin) ucunda yiiksek bir
potansiyele sahip gii¢lii bir elektrik alan1 bolgesinden piskiirtiiliir. Potansiyelin
uygulandig1 nozul, ¢6zeltinin ince bir sprey seklinde dagilmasini ve yiiklii damlaciklar
olusturmasini saglar. Damlaciklara atmosfer basincinda kuru gaz, 1s1 veya her ikisi
birden uygulanarak ¢oziicliniin buharlagsmas1 saglanir. Yikli damlacigin boyutu
kiiciildiikge, yiizeyindeki yiik yogunlugu artar. Yiizeydeki benzer yiikler arasindaki
Coulomb itmesi, yiizey gerilimi kuvvetlerini asacak kadar biiyiik hale gelir ve "Taylor
konisi" olarak bilinen bir yapidan iyonlar firlatilir. Iyonlari olusturan bir diger olasilik
ise damlacigin patlayarak iyonlar1 serbest birakmasidir. Her iki durumda da, ortaya
¢ikan iyonlar, kiitle analizoriinlin vakumuna gétiiren elektrostatik lensler araciligiyla

bir orifise yonlendirilir (Suizdak, 2004).
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Sekil 1.2 : Pozitif iyon modunda calisan bir ESI kaynaginin sematik tasviri
(Konermann ve dig, 2013).

Iyonlagma kaynagindan sonra yer alan kuadrupol (Q) kiitle analizdrleri, iyonlari
kiitle/yiik (m/z) oranlarmna gore ayirmak i¢in kullanilan cihazlardir. Sekil 1.3'de
gosterildigi gibi, paralel yerlestirilmis dort metal cubuktan olusur. Her bir gubuga DC
voltaji (U) ve radyo frekansi (RF) voltaji (V) uygulanir. RF voltajlart iyonlar1 gaz
fazinda askida tutmak i¢in uygulanilirken, DC voltajlar1 iyonlari cihaz i¢inde hareket
ettirmek i¢in uygulanir. Iyonlar z yoniinde hareket ederken x—y diizleminde salinim
yaparlar. Bu salinim, her bir ¢ubuk ¢iftine uygulanan DC (U) ve RF (V) potansiyelleri
ile kontrol edilir. Sadece secilen U ve V degerlerinde kararli yoriingelere sahip iyonlar
kuadrupol kiitle filtresinin uzunlugu boyunca ilerleyerek bir sonraki kisma ulasir

(March ve Todd, 2015).
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— ~(U+TVcosmt)

Sekil 1.3 : Kuadrupol analizoriiniin yap1 diyagrami (Han ve Li, 2023).



Iyonlarin kuadrupolde hissettigi ivme, Mathieu denklemleri (denklem 1.1)
kullanilarak tanimlanir. Bu denklemler, uygulanan DC voltajindan kaynaklanan iyon
hareketini 'a' bilesenine ve RF voltajindan kaynaklanan hareketi 'q' bilesenine indirger
(Raymond, 1999). Bagka bir deyisle, belirli DC ve RF voltajlar1 bir kuadrupole
uygulandiginda, kuadrupoldaki bir iyonun DC voltajindan kaynaklanan bir 'a' degeri
ve RF voltajindan kaynaklanan bir 'q' degeri olacaktir. Bu 'a' ve 'q' degerleri, iyonlarin
kuadrupoldeki hareketini belirler. Dolayisiyla ayn1 DC veya RF alanlarina maruz kalan
farkl1 iyonlar, farkli 'a' ve 'q' degerlerine sahip olmaktadir. Bu da kuadrupollerin belirli

m/z iyonlarini izole etmek i¢in kullanilmasini saglar (Savaryn ve dig, 2016).
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DC kaynakli: =—-q, = —— 1.1
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U: DC gerilimi

V: RF genligi

q: iyon yiikii

mi: iyonik kiitle

ro: kuadrupol yarigapi
w: RF frekansi

Iyonizasyon ydntemleri, maddeleri 6l¢iim icin uygun hale getirirken, analiz kalitesini
ve giivenilirligini nihai olarak belirleyen kiitle analizorii ile dedektoriin birlesimidir.
Kiitle analizi fizigine bagl olarak, analizorler kuadrupol (quadrupole), iyon tuzagi (ion
trap), ugus zamani (time of flight - TOF) veya Fourier doniisiimii (Fourier transform -
FT) genel tiirlerinden birine ait olabilir. Analitlerin ve pargalarinin (MS/MS) analizine
olanak saglamak i¢in birden fazla analizor birlestirilebilir. En popiiler kombinasyonlar

ise licli kuadrupol (QqQ) ve kuadrupol/TOF (QToF) hibritleridir.

On yi1l 6ncesine kadar FTMS (Fourier Transform Mass Spectrometry), sadece Fourier
dontiisiimlii 1yon siklotron rezonansi (FTICR) kiitle spektrometrisi i¢in kullanilan bir
terimdi. Bu tiir cihazlarda, iyonlar gii¢lii bir manyetik alan ve zayif bir elektrik alan
kombinasyonu altinda iyon tuzaginda (ion trap) tutulur ve kiitle spektrumlar1 dl¢iiliir.
Bunun i¢in oncelikle iyonlarin olusturdugu goriintii akimi, Fourier doniigiimii
kullanilarak ilk olarak frekans alanina, ardindan kiitle spektrumuna doniistiiriilerek
sayisallastirilir. Siiperiletken miknatislarin dogas1 geregi stabil olmasi1 ve frekans

Ol¢iimlerinin yiiksek dogrulugu, bu teknigi yiiksek ¢oziiniirlik ve dogru kiitle dl¢tim



giicli acisindan benzersiz kilmistir. Yiiksek ¢oziiniirliik sayesinde iyonlarin izotopik
piklerini ayirt etme, dolayisiyla yiiklerini (z) belirleme ve kiitlelerini (m) <1077-107¢
diizeyinde goreli hassasiyetlerle Olgme imkani saglar. FTMS’in bu benzersiz
Ozellikleri, ailesinin yeni bir {iyesi olan Orbitrap analizdrliniin ortaya ¢ikmasi ve
biiylimesi icin verimli zeminler yaratti. Ilk olarak 1999 yilinda Makarov ve
meslektaglar1 tarafindan Amerikan Kiitle Spektrometrisi Dernegi'nin (American
Society for Mass Spectrometry) konferansinda patenti sunulan Orbitrap, 2005 yilinda
iireticisi olan Thermo Scientific tarafindan bir kiitle dedektorii olarak ilk kez sahneye
ciktr. Ilk ticari uygulamasi, dogrusal iyon tuzag (linear ion trap) ile hibrit bir cihazda
(LTQ Orbitrap) gergeklestirildi. O zamandan bu yana binlerce Orbitrap tasarimli cihaz
tiretildi ve diinya c¢apindaki analitik laboratuvarlar ve tesislerde yaygin olarak

kullanilan bir cihaz haline geldi (Zubarev and Makarov, 2013).

Orbitrap, birbirine bakan iki dis elektrot ve ortasinda bir i¢ elektrottan olusur (Sekil
1.4). Iyonlar, C-tuzak (harici bir iyon depolama cihazi) araciligiyla Orbitrap’a, merkezi
elektrodun z-diizlemine teget olarak enjekte edilir. Iyonlarin merkezi elektrota ¢ekimi,
enjeksiyon sirasinda olusan merkezkag kuvveti ile dengelenir; bu da iyonlarin merkezi
elektrot etrafinda donerken z-diizleminde salinmasina neden olur. m/z degeri, z-
diizlemindeki salinimlarin frekansina baghdir ve bu frekans, dis elektrotlar tarafindan
kaydedilir. Iyonlar ileri geri salinirken, destabilize olmadan &nce genellikle birkag
kilometre yol kat ederler. Tuzaktaki iyonlar i¢in harmonik salinimlarin frekansi (),
denklem 1.2'de ifade edilmistir. Fourier dontlistimii kullanilarak elde edilen veriler,
Fourier Doniisiim Iyon Siklotron Rezonansi (FT ICR)'de uygulanan ayni prensiplerle

kiitle spektrumlarina déniistiiriilebilir (Makarov, 2000).

Sekil 1.4 : Orbitrap kiitle analizoriiniin yap1 diyagrami (Makarov, 2000).

10



o= |—x*k (1.2)

q: iyon yuki

m: iyon kiitlesi

k: orbitrap kiitle spektrometrelerinde m/z belirlemesi i¢in kullanilan bir sabit

w: harmonik salinimlarin frekansi
Kiitle spektrometrisinde ¢oziiniirliik, birbirine ¢ok yakin iki farkli kiitle-yiik (m/z)
oranina sahip iyonlar1 ayirt etme kapasitesinin bir olgiisiidiir. Diistik ¢6ziiniirliklii bir
cihaz olan QqQ, genellikle sadece nominal (tam say1) kiitleleri rapor ederken, yiiksek
¢Oziiniirliklii kiitle spektrometrisi birka¢c ondalik basamaga kadar dogru kiitleyi
Olcmeyi saglar. Dogru kiitleyi kullanarak, bilinen metabolitlerin ¢ok spesifik iyon
kromatogramlar1 (extracted ion chromatography - EIC) tanimlanabilir ve kantitatif
analiz yapilabilir. Ayrica, dogru kiitle ve ilgili izotopik dagilim 6l¢iimleri, bilinmeyen
metabolitlerin kimliklerinin tanimlanmasinda da kullanilabilir (Zubarev ve Makarov,

2013).

1.2.5 Veri toplama modlari

Bir kiitle spektrometresi bir¢ok farkli modda caligabilir. Baz1 modlar kesif ¢aligmalari
ve yeni bilesiklerin tanimlanmasi i¢in daha uygunken, diger modlar nicel amagclar i¢in
uygulanir.  Yiksek c¢oziniirliiklii  kiitle spektrometrisine dayali  hedefsiz
metabolomikte, tam tarama (full scan), veriye bagli edinim (data dependent acquisition
- DDA) ve veriye bagimsiz edinim (data independent acquisition - DIA) olmak iizere
li¢ yaygin veri toplama modu kullanilmaktadir. Tam tarama modunda, iyonlarin MS1
spektrumlar Ol¢iiliirken, DDA modunda tam taramanin hemen ardindan, elde edilen
MS spektrumundan bolluklarina gore segilen oncii iyon listesinde MS/MS analizi
gergeklestirilir. Boylece, tam tarama ile nicel, MS/MS spektrumlarindan elde edilen
bilgi ile de yapisal veri elde edilir. Bu yaklasim, metabolitlerin relatif
konsantrasyonlarini lgme ve kimliklerini tanimlama imkani1 saglar. MS/MS analizinin
oncill iyon yogunluguna bagli olmasi nedeniyle, DDA modunun diisiik yogunluga
sahip ama belki de ilgi ¢ekici olan metabolik 6zelliklerin hi¢cbir zaman par¢alanmak
tizere secilmemesi ve dolayisiyla bu ozelliklerle ilgili MS/MS verisinin elde

edilememesi DDA modunun potansiyel bir kisitlamas1 olmaktadir.

DIA modu ise belirli bir kiitle aralifinda dongii yaparak tiim oncii iyonlarin ayni anda

parcalanmasini saglar. Bu, diisiik konsantrasyonlardaki metabolitleri tespit ve
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tanimlamay1 miimkiin kilarken, bir¢ok metabolitten elde edilen MS/MS spektrumlarini
coziimlemek biiylik bir veri isleme zorlugu yaratir. Teorik olarak DIA, cazip bir
metabolomik profilleme stratejisi olsa da, oncii iyonlarla onlarin fragman iyonlar1
arasindaki baglantinin karmasikligi nedeniyle pratikte hedefsiz metabolomiks
calismalarinda uygulanmasi sinirhidir. Metabolik kimlik aydinlatmasi biiylik olcilide
MS/MS  spektrumunun kalitesine bagli oldugundan, hedefsiz metabolomik
caligmalarda daha ytiksek spektral kalite tercih edilir. Bu nedenle, yanlis pozitif kimlik
tanimlama olasiligin1 azaltmak igcin DDA tercih edilir. Ozetle, her bir veri toplama
modunun kendine 6zgli avantajlar1 ve kisitlamalart vardir. Veri toplama modunun
secimi, yapilan ¢aligmanin amacina (hipotez testi veya kesif) gore yapilmalidir.
MS/MS veri toplama yaklagiminin yani sira, hedefli ¢alismalar s6z konusu oldugunda
ornek hazirhginmi ve sivi kromatografi-kiitle spektrometresi (LC-MS) kosullarini
optimize ederek analizin duyarliligini artirmak miimkiindiir. Hedefsiz analizlerde ise
metabolitlerin ¢esitli kimyasal 6zellikleri ve konsantrasyonlarna bagli olarak bu
optimizasyonu yapmak c¢ok daha zordur. Bu nedenle, hedefsiz metabolomikste daha
1yi analitik performans elde etmek i¢in en uygun veri toplama modunu se¢gmek daha

pratik olacaktir (Guo ve Huan, 2020).

1.3 Hipotez

Mevcut literatiir 15181nda, bu ¢alismanin temel hipotezi doymus yag asitleri agisindan
zengin diyet tiiketen grupta, serum metabolik saglik belirteglerinin, doymamis yag
asitleri agisindan zengin diyet tliketen gruba kiyasla olumsuz yonde degisim

gosterecegi ongoriilmektedir.

Bu ¢aligma, farkli yag asidi kompozisyonlarina sahip yiiksek yagl diyetlerin bagirsak
mikrobiyotast ve konak metabolizmasi arasindaki etkilesimleri kapsamli bir sekilde
inceleyerek, literatiirdeki mevcut boslugu doldurmay1 amaclamaktadir. Elde edilecek
bulgular, beslenme-mikrobiyota-metabolizma iiggenindeki karmasik iligkilerin
anlasilmasina 6zgiin bir katki saglayacak ve metabolik saglik tizerindeki diyet yag

asidi profilinin roliiniin aydinlatilmasinda 6nemli bir kaynak teskil edecektir.
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2. METOD

Bu caligsma, yag asidi kompozisyonunun metabolik saglik tizerindeki etkilerini sistematik
olarak incelemek amaciyla fare modeli kullanilarak gergeklestirilmistir. Yalnizca yag asidi
kompozisyonunun etkisini izole edebilmek icin, ana yag asidi tiiri disinda besin igerikleri
0zdes olan izokalorik diyetler (%45 kkal yag, Envigo) tasarlanmistir. Diyetlerin toplam yagin
ylizdesi cinsinden doygunluk derecesine gore yag asidi profilleri Cizelge 2.1'de sunulmustur.
Yag kaynaklari bakimindan farklilik goésteren toplam yedi ayri yiiksek yagli diyet grubu
olusturulmus olup, bu diyetler doygunluk derecesi ve yag asidi zincir uzunlugu agisindan
belirgin farkliliklar gdsterecek sekilde formiile edilmistir (Sekil 2.1A).

Metabolik degisimlerin zaman igindeki seyrini izlemek amaciyla, ¢alisma baglangicinda (0.
ay), 6. ayda ve 11. ayda farelerden kan 6rnekleri alinmistir. Yiiksek yagl diyetlerin indiikledigi
metabolik degisikliklerin kaliciligini ve geri dontisiimliiliglinii degerlendirmek iizere, deney
gruplarinin bir kismi1 4. ayda, diger kismi ise 9. ayda yliksek yagli diyetlerden standart kontrol
diyetine gecirilmistir. Bu ge¢is doneminde fareler iki ay boyunca kontrol diyetiyle beslendikten

sonra yeniden kan ornekleri alinmistir (Sekil 2.1B).

Cizelge 2.1 : Diyetlerin toplam yagin yiizdesi cinsinden doygunluk derecesine gore yag asidi

profili (Envigo).
Doygunluk  Hindistan Bahk Siit Domuz Zeytinyag Palm Keto
derecesi cevizi
Doymus 89 28 58 36 17 53 42
Tekli 3 24 30 47 66 32 39
doymamis
Coklu 8 48 11 17 17 15 19
doymamis

13



A.

Domuz yag1 Hindistancevizi Siit yag1

yagi

O =T |le | =8
e o A

Palm yag: Zeytinyagi Balik yag: Ketojenik

Zaman: Baslangig 6. ay 11. ay
4. ayda kontrol 9. ayda kontrol
diyete gecis diyete gecis

Sekil 2.1 : A. Sadece yag asidi tiirli farkli olan izokalorik diyet modeli (%45 kcal yag). B.
Deney tasarimi.

2.1 Ornek Hazirlama

Kan oOrnekleri, lityum heparin iceren tiiplere alindiktan hemen sonra vorteks yardimiyla
antikoagiilan ile iyice karistirildi. Ardindan, 6rnekler oda sicakliginda 10 dakika siireyle 1000g
hizinda santrifiij islemine tabi tutuldu. Santrifiij tamamlandiktan sonra, elde edilen siipernatant,
2 mL'lik Eppendorf tiiplerine iki alikot olacak sekilde aktarilip analiz edilene kadar -80°C'de
saklandi. Analiz 6ncesinde, 6rnekler 4°C'de 16000g hizinda 15 dakika siireyle mikrosantrifiijde
santrifiijlendi. Santrifiij islemi sirasinda olusabilecek kalintilar1 bozmamaya 6zen gosterilerek,
10 uL siipernatant, 90 uL ekstraksiyon soliisyonu (asetonitril: metanol: formik asit, 75:25:0.2)
iceren 1.5 mL'lik Eppendorf tiiplerine aktarildi ve vortekslendi. Daha sonra, hazirlanan
ekstraktlar 6nceden 4°C'de bekletilmis otomatik ornekleyici siselerine aktarilip, analiz i¢in

otomatik 6rnekleyiciye yerlestirildi.

2.2 LC-MS Metabolomiks Analizi

Analitik teknik olarak, tespit ve goreceli kantifikasyon igin sivi kromatografi-kiitle
spektrometresi (LC-MS) ve kimyasal yapilar1 tanimlamak i¢in sivi kromatografi-kiitle
spektrometresi/kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) kullanildi. LC-MS metabolomik analizi,
Vanquish Horizon UHPLC sistemi (Thermo Fisher Scientific) ile birlestirilmis Orbitrap Q

Exactive™ Plus cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Orneklerin kromatografik ayrimi, 40°C'de
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SeQuant ZIC-pHILIC kolonunda (150 x 2.1 mm, 5 um polimerik) ve SeQuant ZIC-pHILIC
Guard Kit (20 x 2.1 mm) ile saglandi. Eliisyon, mobil faz A olarak suda 20 mM amonyum
karbonat + %0.1 amonyum hidroksit (pH 9.3) ve mobil faz B olarak %100 asetonitrilden olusan
bir mobil faz ile gergeklestirildi. Kullanilan gradyan, 150 pL/dakika akis hizinda su sekildeydi:
0-22 dakika: %90'dan %40 B'ye lineer gradyan; 22-24 dakika: %40 B'de sabit; 24-24.1 dakika:
%90 B'ye geri doniis; 24.1-30 dakika: %90 B'de dengeleme. Enjeksiyon hacmi 5 pL olarak
belirlendi ve ornekler 4°C'de muhafaza edildi. MS analizi i¢in, bir HESI probu polarite
degistirme modunda calistirildi ve kaynak kosullar1 su sekildeydi: sprey voltaji, 3.0 kV; kilif
gazi, 40 au; yardime1 gaz, 15 au; iyon transfer tiipii sicakligi, 275°C; ve prob sicakligi, 250°C.
Tam tarama analizi parametreleri ise su sekildeydi: ¢oziiniirlikk, 70,000; AGC hedefi, 1e6;
maksimum enjeksiyon siiresi, 80 ms; m/z araligi, 55-825 Th. Veriye bagli tarama (DDA)
parametreleri: ¢oziiniirliik, 17,500; AGC hedefi, 1e5; maksimum enjeksiyon siiresi, 50 ms; m/z
aralii, 55-825 Th. Cihaz, Pierce ESI Positive / Negative Kalibrasyon Soliisyonu (Thermo
Fisher Scientific) kullanilarak distan kalibre edildi.

2.3 Kalite Kontrol

Analizin kalite kontroliinii saglamak icin asagidaki islemler uygulandi.

1. Analiz listesi, 6ncelikle amino asit standart karisimiyla baslatildi ve kromatografik kolonun
kararlilig1, alinma stiresi (retention time) ve pik egrileri altinda kalan alanin (peak area)
tutarlilig1 karsilagtirilarak sistemin performansi test edildi.

2. Kararli (ag1r) izotop etiketli amino asit karisimi1 (CIL MSK-A2-1.2), son konsantrasyonu 1
uM olacak sekilde i¢ standart olarak ekstraksiyon ¢ozeltisine eklendi.

3. Analiz edilecek Ornekler, calisma listesi sirasina rastgele yerlestirilerek (randomized),
onceki 0rnekten gelebilecek kontaminasyonun etkisi (carry-over) engellendi.

4. Tim oOrneklerin analizi boyunca olusan karsi basing egrileri iist tiiste konulup
karsilastirilarak olasi bir mekanik ariza (6rnegin sizint1 veya tikanma) olmadigi kontrol
edildi.

5. Numunelerin analizi, 6énce pooled QC oOrnegiyle (her ornekten esit miktarda alinip
olusturulmus havuzlanmis kalite kontrol 6rnegi) baslatildi ve her sekiz 6rnek diziliminden
sonra tekrar bir pooled QC ornegi listeye eklendi. Boylece analiz listesinin basinda,
ortalarinda ve sonunda analiz edilen aym kalite kontrol 6rneginin ayni sonucu verip

vermedigi incelenerek cihazin kararliligi gézlemlendi.
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2.4 Hedefsiz Metabolomiks

2.4.1 Compound Discoverer

Hedefsiz metabolomiks veri analizi, Compound Discoverer 3.3 (Thermo Scientific) yazilimi
kullanilarak gerceklestirildi. Istatistiksel analiz icin ham dosyalar, her bir zaman noktasinda
kontrol diyetiyle karsilastirilacak sekilde gruplandirildi. Istatistiksel analizde ANOVA modeli
ile Tukey post-hoc testi kullanild1 ve p-degerleri Benjamini-Hochberg diizeltmesiyle ayarlanda.
Gruplar belirlendikten sonra, ham dosyalar su adimlarla islendi: minimum pik yogunlugu
10,000 birim, kiitle tolerans1 5 ppm, sinyal/giiriiltii oran1 esigi 1.5 ve tutulma siiresi toleransi
0.2 dakika. Bazi dosyalarda eksik olan kromatografik pik alanlari, yazilimin algoritmasi

kullanilarak minimum bir degere atand.

Metabolit kimlik tanimlama islemi farkl tiirdeki veritabanlar1 kullanilarak gergeklestirildi.
mzCloud (https://www.mzcloud.org) ve Kuzey Amerika Kiitle Bankas1 (MassBank of North
America - MoNA (https://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/)), MS/MS diizeyinde bilesikleri
tanimlamak i¢in kullanilirken, MS1 spektrumunun tam m/z'si Human Metabolome Database
(Wishart et al.,, 2013) ve KEGG veritabanin1 (Kanehisa et al., 2016) iceren Chemspider
(http://www.chemspider.com) uygulanarak yapildi. Ayrica, bilinmeyen metabolitlerin izotop
deseni eslestirme yoluyla elementel kompozisyonunu tahmin etmek i¢in yazilimin Tahmin
Edilen Kompozisyon 06zelligi kullanildi. Ek olarak, yerel veritabanimizdaki saf referans
standartlardan elde edilen yiiksek kaliteli tutulma siiresi verileri saglandi. Son olarak, blank
orneklerden 5 kat daha diisiik yogunluga sahip olan pikler kaldirildi. Bu islemlerin sonucunda,

her biri benzersiz bir kimlikle tanimlanan metabolitlerin bulundugu bir liste elde edildi.

2.4.2 MassBank of North America

Compound Discoverer, Thermo Scientific tarafindan {iiretilmis yliksek kaliteli bir MS/MS
kiitiiphanesi olan mzCloud ile hedefsiz metabolomiks uygulamalarinda kimliklendirme
yapmaktadir (Ding ve dig, 2020). Daha fazla kimliklendirme saglamak amaciyla, Compound
Discoverer yazilimina, Kuzey Amerika Kiitle Bankasi1 (MassBank of North America - MoNA)
spektral kiitiiphanesi eklendi. MoNA’nin Orbitrap ile iiretilmis olan All LC-MS/MS Orbitrap
(66.201 spektrum) kiitiiphanesi, 21 Mayis 2024 tarihinde
https://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/downloads adresinden indirilmis ve mzVault ile Compound

Discoverer’a uyumlu hale getirilerek entegrasyonu saglanmistir.

MS/MS kiitiiphaneleri kullanilarak gergeklestirilen kimlik eslestirmelerinin giivenilirligini

degerlendirmek i¢in bir skorlama yaklasimi kullanilir. Bu eslesme skorlari, veritabanindaki
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spektrum ile sorgu spektrumu arasindaki fragment iyon eslesmelerinin kalitesine dayanarak
hesaplanir (6rnegin, fragment iyonlarinin kiitleleri ve goreceli yogunluklarimin ayni olup
olmadigi). Parcalanma modeli, molekiile uygulanan aktivasyon enerjisine bagli olarak
degisiklik gosterebilir; daha yiiksek enerjiye maruz kalan bir molekiil, 6ncii iyonun daha fazla
parcalanmasina neden olur, dolayisiyla oncii iyonun goreceli yogunlugu fragment iyonlarina
gore daha diisiik olur. Aktivasyon enerjisi ve goreceli yogunluklar aramaya dahil edildiginde,
daha spesifik sonuglar elde edilir. Ancak, her MS/MS kiitiiphanesi ayn1 kiitle analizorii ile
iiretilmediginden, belirli bir enerji seviyesinde bir analizérde olusan fragmantasyon modeli,

baska bir analizérde farkli sonuglar verebilir (Bittremieux ve digerleri, 2022).

MzCloud, ytiksek ¢ozinirliiklii dogru kiitle (High Resolution Accurate Mass - HRAM)
fragmantasyon spektrumlarini igceren bir kiitiiphane olup, ayarlanabilir iyon aktivasyon enerjisi
tolerans penceresi ile daha spesifik aramalar yapilmasina olanak tanir. Bu gelismis arama
algoritmasi, molekiillerin giivenilir bir sekilde tanimlanmasina katki saglar. Calismada, yiiksek
kaliteli daha fazla kimliklendirme elde etmek i¢cin mzCloud’a ek olarak Orbitrap cihaz1 ile
iiretilmis MoNA spektral kiitiiphaneleri de kullanilmistir. Her iki spektral kiitiiphane i¢in 70
puanlik esik skoru uygulanmistir (Assress ve digerleri, 2023). MzCloud ve MoNA, hem ortak
kimliklendirmeler hem de tek baslarina ek kimlikler saglayarak analizde 6nemli bir katki
sunmustur (Sekil 2.1). Bu sayede, bu ¢alismada daha genis bir kimyasal bilesen yelpazesi
tanimlanabilmis ve yeni metabolitler yiiksek giivenilirlik ile eklenmistir. Bu da analizin
dogrulugunu artirarak, metabolomiks profilin daha kapsamli bir sekilde ortaya konmasin

saglamistir.

mzCloud MoNA

Sekil 2.2 : Toplamda 169 kimlik mzCloud ve MoNA tarafindan tanimlanmistir. mzCloud
tarafindan 146 metabolit tanimlanirken, MoNA tarafindan 134 metabolit tanimlanmistir ve
bunlarin 111 tanesi (%65.7) ortaktir.
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2.4.3 Kimliklendirme ve giiven seviyeleri

Hedefsiz metabolomiksin en 6nemli avantajlarindan biri, belirli bir varsayima dayanmadan
veri toplama olanagr sunmasidir. Bu yaklasim, hipotez iiretimi gibi degerli bir 6zellik
sergilerken, LC-MS tabanli hedefsiz metabolomiks c¢alismalarinda kimliklendirme siirecinde
cesitli zorluklar mevcuttur. Hedefsiz metabolomiks veri isleme is akislari, giiriiltii filtreleme,
pik tespiti, tutunma siiresi hizalama ve nihayetinde metabolitin kimliginin belirlenmesi gibi
tanimlanmis adimlar1 icermektedir. Onemli bir nokta, tespit edilen her bir kimlik her zaman
metabolitlere karsilik gelmeyebilecegidir. Metabolit atamalarinin giivenilirliginde seffafligin
onemli olmasi nedeniyle, Metabolomiks Standartlar1 Inisiyatifi'nin (Metabolomics Standards
Initiative - MSI) Kimyasal Analiz Calisma Grubu (Chemical Analysis Working Group),
metabolit kimliklendirilmesine dair raporlanmasi gereken minimum metaveriler i¢in belirli
yonergeler gelistirmistir. En yiiksek giiven seviyesindeki kimliklendirme ‘dogrulanmis bir
kimlik’ (Seviye 1) olarak adlandirilir ve bu, ayn1 analitik kosullar altinda elde edilen en az iki
ortogonal 6zelligi (6rnegin, tutunma siiresi, MS/MS verileri, dogru kiitle) iceren saf referans
standart ile dogrulanan metabolitleri ifade eder. Eger referans standardi mevcut degilse, ancak
tahmini MS/MS verileri mevcutsa, bu durum ‘olasilt bir kimlik’ (Seviye 2) olarak kategorize
edilir. Daha az kesinlik i¢eren 6n kimliklendirmeler (Seviye 3), dogru kiitle ve izotop dagilim
desenleriyle yapilan veritabani aramalari sonucunda gegici kimlik atamalaridir. Tek bir
molekiiler formiil genellikle birden fazla aday yapiya yol agabilir. Bu durum, ‘molekiiler
formiil adaylar1’ (Seviye 4) veya sadece deneysel m/z verisine dayali ‘Seviye 5’ ile sonuglanir
ve bunlar daha diisiik giiven seviyeli kimlik atamalarini ifade eder (Schrimpe-Rutledge ve dig.,
2016). Bu raporda, bulgularin gilivenilirligini artirmak amaciyla MSI Seviye 1 ve 2

kimliklendirme seviyelerine karsilik gelen 6zelliklere vurgu yapilmistir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2 : UHPLC-Orbitrap ile elde edilen spektral verinin, mzCloud ve MoNA kiitle
spektral kiitliphaneleri kullanilarak tanimlanan metabolitlerin listesi.

mzCloud ve MoNA'da ortak olan LD
metabolitler Formiil Eklenti m/z PR L
(dk)  (ppm)
1- C9H1404 M-H 185.0820  4.10 0.14
(Karboksimetil)sikloheksankarboksilik
allfg[-Anhidro-D-glukitol C6H1205 M-H 163.0613  9.48 0.45
11,12-Epoksi-(5Z,8Z,11Z)-ikosatrienoik ~ C20H3203 M-H 319.2279  2.19 0.07
??E/Ietilhistidin C7H11IN302 M+H 170.0925 1239  0.77
2-(asetilamino)-3-(1H-indol-3- CI3H14N203 M-+H 247.1079  7.07 0.63
il)propanoik asit
2-Aminoadipik asit C6H11INO4 M+H 162.0762  15.06 0.78
2-Hidroksivalidik asit C5H1003 M-H 117.0558  5.68 0.94
2-Oksoglutarik asit C5H605 M-H 145.0143  16.19 0.50
3,4-Dihidroksifenilpropiyonik asit C9H1004 M-H 181.0507  9.62 0.39
3-Hidroksi-3-metilglutarik asit C6H1005 M-H 161.0456 14.88 0.34
3-Hidroksibutirik asit C4H803 M-H 103.0402  7.24 1.51
3-Hidroksifenilasetik asit C8HB03 M-H 151.0402  4.58 0.64
3-Hidroksivalerik asit C5H1003 M-H 117.0559  6.91 1.32
3-Indoksil siilfat C8H7NOA4S M-H 212.0024  6.92 0.45
3-Metoksibenzaldehit C8H802 M+H 137.0599  5.70 1.03
3-Metilhistidin C7H11IN302 M+H 170.0925  12.04 0.73
3-tert-Biitiladipik asit C10H1804 M-H 201.1133 1126 0.54
4-Asetamidobenzoik asit CI9HINO3 M-+H 180.0657  6.46 0.53
4-Metoksibenzaldehit C8H802 M+H 137.0598  6.08 0.97
4-Oksoprolin C5H7NO3 M-H 128.0354  11.25 0.88
4-Fenilbutirik asit C10H1202 M+H 165.0912  4.60 0.88
4-Piridoksik asit C8HINO4 M+H 184.0606  4.16 0.59
5-Hidroksiindol C8H7NO M+H 134.0601  6.93 0.59
6-Aminokaproik asit C6H13NO2 M+H 132.1020 11.62 0.83
6-Hidroksikaproik asit C6H1203 M-H 131.0715  4.58 0.69
Asetilkolin C7H15NO2 M+H 146.1177 1125 0.84
Asetil-L-karnitin C9H17NO4 M+H 204.1232  8.75 0.55
Adenozin C10HI3N504 M+H 268.1042  6.89 0.56
Adipik asit C6H1004 M-H 145.0507 14.63 0.52
Allopurinol C5H4N40 M+H 137.0459  9.21 0.96
Aragidonik asit C20H3202 M-H 303.2330  2.07 0.15
Askorbik asit C6HB06 M-H 175.0248 1439 0.15
Asparagin C4H8N203 M-H 131.0463 1394 0.59
Azelaik asit C9H1604 M-H 187.0976 1247  0.29
Betain C5H11INO2 M+H 118.0862  8.80 -0.88
Kolik asit C24H4005 M-H 407.2805 5.26 0.55
Kolin CSH13NO M+H 104.1069  10.68 -0.62
Sitrakonik asit C5H604 M-H 129.0195 8.74 0.95
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Cizelge 2.3 (devam): UHPLC-Orbitrap ile elde edilen spektral verinin, mzCloud ve MoNA

kiitle spektral kiitiiphaneleri kullanilarak tanimlanan metabolitlerin listesi.

mzCloud ve MoNA'da ortak olan LD
metabolitler Formiil Eklenti m/z PR L
(dk)  (ppm)
Sitrik asit C6HBO7 M-H 191.0198  18.19 0.53
Kreatin C4HO9N302 M-H 130.0623 1271 0.44
Kreatinin C4H7N30 M-+H 114.0662  7.08 -0.29
Sitarabin C9H13N305 M-+H 244.0930  9.81 0.93
D-(-)-Friiktoz C6H1206 M-H 179.0562  11.14 0.48
D-(+)-Glikoz C6H1206 M-H 179.0562  12.61 0.45
D-(+)-Malik asit C4H605 M-H 133.0143  16.57 0.72
D-(+)-Mannoz C6H1206 M-H 179.0562 1194 0.30
D-(+)-Prolin C5HINO2 M-+H 116.0706  10.78  -0.51
D-(+)-Triptofan CI11H12N202 M-H 203.0827  10.08 0.47
DL-Arjinin C6H14N402 M-+H 175.1191 18.70  0.79
DL-Glutamin CS5H10N203 M-H 145.0619  13.57 0.46
DL-Lizin C6H14N202 M-H 145.0983  18.27 0.43
Dokosaheksaenoik Asit C22H3202 M-H 327.2331  2.03 0.51
Dodekandioyik asit C12H2204 M-H 229.1446  8.59 0.11
D-Serin C3H7NO3 M+H 106.0499 1421 0.72
D-a-Hidroksiglutarik asit C5H8O0S5 M-H 147.0300 15.87  0.65
Fumarik asit C4H404 M-H 115.0038  16.63  0.81
Glutarik asit C5H804 M-H 131.0351 15.17  0.62
Guanidinoasetik asit C3H7N302 M-+H 118.0610  13.81  -0.56
Hipoksantin C5H4N40 M-+H 137.0459  7.99 1.08
Indol-3-laktik asit CI11HIINO3 M-H 204.0666  7.96 0.18
Indol-3-piriivik asit C11H9NO3 M-H 202.0511  6.61 0.53
Inozin C10H12N405 M+H 269.0882  9.21 0.56
Izositozin C4H5N30 M-+H 112.0505  8.37 -0.08
L(-)-Karnitin C7H15NO3 M+H 162.1126  11.18 0.53
L-(-)-Metiyonin C5H11INO2S M-H 148.0439  10.05 0.78
L-(+)-Sitriilin C6H13N303 M-H 174.0884 1427 0.29
L-(+)-Laktik asit C3H603 M-H 89.0245 9.83 1.30
Losin C6H13NO2 M+H 132.1020  8.13 0.77
L-Glutamik asit C5HONO4 M-+H 148.0606 14.88 0.76
L-Histidin C6HI9N302 M+H 156.0770  14.83 1.26
Linoleik asit C18H3202 M-H 279.2330  2.11 0.27
L-izolosin C6H13NO2 M-H 130.0874  9.42 0.58
L-Fenilalanin CO9H11INO2 M-H 164.0718  8.70 0.64
L-Piroglutamik asit CSH7NO3 M+H 130.0500 13.56 0.71
L-Treonin C4HINO3 M-+H 120.0656  13.44 0.21
L-Tirozin C9H11NO3 M-H 180.0667 11.71  0.58
L-Valin C5H11NO2 M-+H 118.0861 10.61  -1.35
Monometil ftalat C9H80O4 M-H 179.0351 8.33 0.39
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Cizelge 2.4 (devam): UHPLC-Orbitrap ile elde edilen spektral verinin, mzCloud ve MoNA
kiitle spektral kiitiiphaneleri kullanilarak tanimlanan metabolitlerin listesi.

mzCloud ve MoNA'da ortak olan LD
metabolitler Formiil Eklenti m/z PR L
(dk)  (ppm)
N1-4-hidroksi-6- C8H11N303 M-+H 198.0875 11.09  0.69
(metoksimetil)pirimidin-2-il]asetamid
N3,N4-Dimetil-L-arjinin C8H18N402 M+H 203.1505 1526 1.16
N6,N6,N6-Trimetil-L-lizin C9H20N202 M-+H 189.1599  16.15 0.95
N-Asetil-D-alloizoldsin C8H15NO3 M+H 174.1126  5.27 0.71
Nikotinamid C6H6N20 M-+H 123.0553  4.57 -0.29
Nikotinamid 1-oksit C6H6N202 M+H 139.0503  6.59 1.00
N-izovalerilglisin C7H13NO3 M-H 158.0823  5.63 0.45
NP-003459 C9H1404 M+H 187.0967 13.82 1.38
NP-008309 C11HI3NO3 M-H 206.0823  5.21 0.35
NP-018716 C11H2004 M-H 215.1289 995 0.12
Ornitin C5H12N202 M-H 131.0827 17.63 0.58
Orotik asit C5H4N204 M-H 155.0099 11.24  0.65
Perflooro-1-biitansiilfonik asit (PFBS) C4HF903S M-H 298.9430 1.93 0.14
Fenilasetilglisin CIOH1INO3 M-+H 194.0813  5.93 0.62
Fenilpiriivik asit C9H803 M-H 163.0402  4.55 0.65
Pimelik asit C7H1204 M-H 159.0663  13.85 0.36
Pipekolik asit C6H11NO2 M+H 130.0864 10.33  0.86
Prolinamid CSH10N20 M+H 115.0866  6.68 0.04
Propionilkarnitin CI0H19NO4 M-+H 218.1389  7.66 0.75
Psodoiiridin C9H12N206 M-H 243.0622  10.04 -0.06
Suberik asit C8H1404 M-H 173.0819  13.00 0.10
Siiksinik asit C4H604 M-H 117.0195 15.73 096
Siiksinik semialdehit C4H603 M-H 101.0245 16.19 1.22
Taurin C2H7NO3S M+H 126.0220  13.53  0.56
trans-3-Indolakrilik asit CI11H9NO2 M-+H 188.0707 10.08 0.77
trans-Akonitik asit C6H606 M-H 173.0092 1798 0.09
Tris(2-biitoksietil) fosfat C18H3907P M-+H 399.2509  1.96 0.71
Urik asit C5H4N403 M+H 169.0358 1330 0.23
Uridin C9HI12N206 M-H 243.0622  7.65 0.04
Urokanik asit C6H6N202 M+H 139.0504 11.84 1.00
Ksantin C5H4N402 M-H 151.0262 1038 0.34
a-Metilhistamin C6H11N3 M+H 126.1026  10.87 -0.21
B-Murikolik asit C24H4005 M-H 407.2804 5.84 0.35
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Cizelge 2.5 (devam): UHPLC-Orbitrap ile elde edilen spektral verinin, mzCloud ve MoNA

kiitle spektral kiitiiphaneleri kullanilarak tanimlanan metabolitlerin listesi.

Yalnizca mzCloud ile tamémmlanan LD
metabolitler Formiil Eklenti m/z AL L
(dk)  (ppm)
(S)-(+)-2-Amino-1-propanol C3HONO M+H 76.0757 8.11 -0.10
1-Aminosikloheksankarboksilik asit C7H13NO2 M+H 144.1021 8.09 0.99
1-Metil-3,6-(1H,2H)-piridazindion C5H6N202 M-H 125.0357  4.69 0.60
1-Metilnikotinamid C7H8N20 M+H 137.0711 11.13  1.13
4-Indolkarbaldehit CO9H7NO M-H 144.0456  2.63 0.52
4-metil-5-okso-2-pentil-2,5- C11H1604 M+H 213.1123 599 0.58
dihidrofuran-3-karboksilik asit
4-Fenolsiilfonik asit C6H604S M-H 1729914  3.86 0.08
5-(3-sikloheksilprop-1-inil)nikotinik asit C15H17NO2 M-H 242.1188  4.58 0.50
Asetohidroksamik asit C2H5NO2 M+H 76.0393 13.95 0.06
Akrilik asit C3H402 M-H 71.0139 12.62  -0.01
Kaprolaktam C6H1INO M-+H 114.0913  5.75 -0.23
Siklopentilasetik asit C7H1202 M-H 127.0766  5.70 0.90
D-(+)-Ksiloz C5H1005 M-H 149.0456  8.89 0.14
Dekanoik asit C10H2002 M-H 171.1392  2.46 0.64
Dimetil fosfat C2H704P M+H 127.0155  2.21 0.49
DL-Alanin C3H7NO2 M-H 88.0405 12.67 1.35
DL-Dipalmitoilfosfatidilkolin C40H80ONOSP M+H 734.5697  2.16 0.39
Imidazollaktik asit C6H8N203 M+H 157.0609 1195 1.08
Izobutirik asit C4H802 M-H 87.0453 5.73 1.08
Laktamid C3H7NO2 M+H 90.0549 1290 -0.10
L-Askorbik asit 2-stilfat C6H809S M-H 2549817 16.64 0.36
Laurik asit C12H2402 M-H 199.1705  2.31 0.53
Metilimidazolasetik asit C6H8N202 M-+H 141.0660  9.70 0.81
Miristik asit C14H2802 M-H 227.2018  2.23 0.64
Nonanoik asit C9H1802 M-H 157.1234  2.58 0.29
NP-001596 C16H3004 M-H 285.2072  5.15 0.25
NP-022068 C8H1205 M-H 187.0612  7.79 0.25
Oleik asit C18H3402 M-H 281.2486  2.09 0.11
Palmitoleik asit C16H3002 M-H 253.2174  2.16 0.36
Palmitoil sfingomiyelin C39H79N206P M+H 703.5752  2.38 0.44
Piriivik asit C3H403 M-H 87.0089 7.94 1.07
Tetradekandioyik asit C14H2604 M-H 257.1760 594 0.55
Trietanolamin C6H15NO3 M-+H 150.1126  5.80 1.01
Trimetil fosfat C3H904P M-+H 141.0313  2.34 1.13
Ure CH4N20 M-+H 61.0398 7.64 2.67
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Cizelge 2.6 (devam): UHPLC-Orbitrap ile elde edilen spektral verinin, mzCloud ve MoNA

kiitle spektral kiitiiphaneleri kullanilarak tanimlanan metabolitlerin listesi.

Yalnizca MoNA ile tamimlanan LD
metabolitler Formiil Eklenti m/z AL L
(dk)  (ppm)
1,6-Anhidro-p-D-glikoz C6H1005 M-H 161.0456  12.63 0.43
2-Hidroksioktanoik asit C8H1603 M-H 159.1027  5.05 0.39
3-Hidroksiizobiitirik asit C4H803 M-H 103.0402  9.66 1.41
Allantoin C4H6N403 M-H 157.0367 1138  0.20
Alfa-N-Asetil-glutamin C7H12N204 M+H 189.0872 1146 0.83
Deoksisitidin C9H13N304 M+H 228.0980  8.37 0.47
Deoksiiiridin CY9H12N205 M-H 227.0675  5.81 0.47
Dietiloksalpropiyonat C9H1405 M-+H 203.0915  7.97 0.78
Glukozamin C6H13NOS5 M-H 178.0722  8.80 0.39
Lizopc(0:0/18:0) C26H54NO7P M+H 5243715  4.23 0.73
Malonik asit C3H404 M-H 103.0038 1594 1.21
N6,N6-dimetillizin C8H18N202 M-+H 175.1443 1530 1.11
N-Asetilglisin C4H7NO3 M-H 116.0354  10.88 0.77
N-Asetil-serin CSHONO4 M-H 146.0460 1159  0.67
N-Metillizin C7H16N202 M+H 161.1286  17.23  0.95
Pantothenat C9H17NOS5 M-+H 220.1181 8.68 0.61
p-Krezol glukuronid C13H1607 M-H 283.0824  8.29 0.07
p-Krezol siilfat C7H804S M-H 187.0071  3.05 0.19
Piperidin CSH1IN M-+H 86.0964 9.43 -0.28
Sarkosin C3H7NO2 M+H 90.0550 1349  -0.10
sn-Glisero-3-fosfokolin C8H20NO6P M+H 258.1103 12.59  0.67
Trimetilamin N-oksit (TMAO) C3H9NO M+H 76.0757 8.11 -0.10
Tridekandioyik asit C13H2404 M-H 243.1601  7.31 -0.26

*TS= Tutunma siiresi

2.5 Dogrusal Karma Etkili Modelleme ile Veri Analizi

Biyolojik orneklerden elde edilen metabolit profilleri, teknik faktorler ve bireylere 6zgi
biyolojik farkliliklar olmak {izere iki temel kaynakli varyasyondan etkilenmektedir. Teknik
kaynakli sinyal kontaminasyonunun baslica nedenleri arasinda operatdr hatalari, parti etkileri
(batch effect), kiitle spektrometresi (MS) cihaz duyarlilifindaki dalgalanmalar sayilabilir. Bu
sorunlarin giderilmesine yonelik medyan normalizasyonu gibi ¢esitli yontemler 6nerilmis olup
istatistiksel analizler dncesinde metabolit bolluklarina uygulanan bu stratejiler, metabolomik
veri kalitesini onemli l¢lide artirmaktadir. Bununla birlikte, biyolojik kaynakli varyasyon veri
analizinde ciddi bir zorluk olmay: siirdiirmekte ve fenotipik tespiti yaniltici bi¢imde

etkileyebilmektedir.
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Dogrusal karma etkili modeller (LMM), bireysel Ol¢iimlerdeki istenmeyen varyasyon
kaynaklarin1 agikca modelleyerek ¢ok degiskenli veri analizinde giiglii bir yaklasim
sunmaktadir. Bu modelde her parametre ya sabit bir etkiyi ya da rastgele bir etkiyi temsil eder.
Sabit etkiler, belirli bir deneysel faktdriin tiim popiilasyon genelindeki ortalama etkisini
yansitirken; rastgele etkiler, popiilasyondan rastgele Orneklenen bireylerle iliskili
gozlemlenemeyen varyasyonu ifade etmektedir. Her iki etki tiirtinii birlikte modelleyebilmesi,
LMM'yi karmasik biyolojik veri yapilarinda sistematik hatalarin kontrolii i¢in 6zellikle uygun

kilmaktadir (Wanichthanarak ve ark., 2019).

Bu ¢alismada, Compound Discoverer (CD) yazilimindan elde edilen ham sinyal yogunlugu
verileri MetaboAnalyst 6.0 platformunda dogrusal karma etkili model (LMM) ile islenmistir.
LMM, parti etkisini kovaryant olarak modele dahil ederek her bir diyet grubunda kontrol
diyetine kiyasla metabolit diizeyindeki degisimlerin belirlenmesini saglamistir. On islem
adiminda verilere once log doniisiimii, ardindan oto-0l¢eklendirme (auto-scaling; her
degiskenin kendi standart sapmasina boliinmesi) uygulanmais; istatistiksel degerlendirme ise
ANOVA cercevesinde gergeklestirilmistir. Coklu karsilagtirmalardan kaynaklanan tip I hata
riskini azaltmak amaciyla ham p-degerleri, yanlis kesif oran1 (FDR) diizeltmesiyle yeniden

hesaplanmustir.

Yalnizca diyete bagli degisimleri izole edebilmek amaciyla diger faktorlerin etkisi LMM
aracilifiyla kontrol altina alinmis ve her bir diyet grubunun kontrol grubuna gore metabolit
diizeyindeki farkliliklar1 incelenmistir. Bu analizden elde edilen sonuglar, deneysel gruplar
arasindaki Oriintiilerin gorsel olarak degerlendirilebilmesi i¢in dncelikle 1s1 haritasi (heatmap)
ile sunulmustur. Zamana bagli metabolit degisimlerini incelemek amaciyla keman grafikleri
(violin plot) kullanilmis; bu grafik tiirii hem dagilim yapisin1 hem de zamansal egilimleri ayni
anda gorsellestirme imkami sunmaktadir. Metabolitler arasindaki dogrusal iliskilerin
belirlenmesi i¢in Pearson korelasyon analizi uygulanmistir. Diyet ve zaman faktorleri
arasindaki olasi etkilesimlerin arastirilmasi amaciyla ise MetaboAnalyst 6.0 {izerinde iki yonlii
ANOVA (two-way ANOVA) analizi gergeklestirilmistir. Ayrica belirtmek gerekir ki
MetaboAnalyst 6.0'da uygulanan LMM tabanli modelleme ve normalizasyon islemleri, R
programlama ortaminda limma paketi aracilifiyla bagimsiz bicimde yeniden iiretilebilir

niteliktedir.
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3. SONUC VE ONERILER

3.1 Hedefsiz Metabolomiks

Hedefsiz metabolomiks analiz sonucu kesfedilen metabolitlerin ve bunlarin goreceli
konsantrasyonlarinin deney gruplar1 arasindaki degisimlerini gorsel olarak kesfetmek amaciyla
oncelikle 1s1 haritalar1 olusturuldu (Cizelge 3.1). Is1 haritasinda metabolitler, en fazla degisim
gosterenden en az degisim gosterene dogru siralandiginda, diyetler arasindaki en belirgin
degisiklik laurik asit seviyelerinde gozlemlenmistir (p=1.50E-36). Laurik asit seviyesinin
ozellikle hindistancevizi yagi diyetinde diger gruplara kiyasla onemli Olgiide arttig1
goriilmektedir. Benzer sekilde, hindistancevizi yagina 6zgii diger yag asitleri olan miristik asit
ve dekanoik asit (kaprik asit) de bu diyette artis gostermistir. Literatiire gore, hindistancevizi
yaginin yag asidi icerigi su sekildedir: laurik asit C12:0 (%49), miristik asit C14:0 (%S8),
palmitik asit C16:0 (%8), kaprilik asit C8:0 (%8), kaprik asit C10:0 (%7), oleik asit C18:1
(%6), stearik asit C18:0 (%?2) ve linoleik asit C18:2 (%2) (Boateng ve dig, 2016). Bu nedenle,
hindistancevizi yag1 diyetinde bu yag asitlerinin artisinin, diyetin igerigiyle tutarli oldugu

sonucuna varilmistir.
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Cizelge 3.1 : MetaboAnalyst 6.0’da dogrusal karma modelle (cinsiyet ve parti kontrolii),
diyet—kontrol karsilagtirmalarinda anlamli metabolitlerin log2 kat degisimleri (kirmizz:

azalma, mavi: artig; p<0.05, FDR diizeltilmis, tek yonlii ANOVA).

Metabolit

Laurik asit

Miristik asit
1,5-Anhidro-D-glukitol
Asetil-L-karnitin

Oleik asit

L(-)-Karnitin
Palmitoleik asit
Propionilkarnitin
2-(asetilamino)-3-(1H-indol-3-
il)propanoik asit
Arasidonik asit
3-Hidroksibutirik asit
3-Hidroksiizobiitirik asit
Dokosaheksaenoik Asit
NP-001596
N-Asetilglisin
DL-Dipalmitoilfosfatidilkolin
trans-3-Indolakrilik asit
Dekanoik asit
NP-008309

Urokanik asit
D-(+)-Triptofan
Linoleik asit
D-(+)-Ksiloz
DL-Arjinin

Betain
2-Hidroksivalidik asit
Indol-3-laktik asit
B-Murikolik asit
TMAO
4-Indolkarbaldehit
Piperidin

Fenilpiriivik asit
Asetohidroksamik asit
N1-[4-hidroksi-6-
(metoksimetil)pirimidin-2-
ilJasetamid

Urik asit

Ure

L-(+)-Laktik asit
Alfa-N-Asetil-glutamin
Glukozamin
Guanidinoasetik asit
L-Valin

Pipekolik asit

Kolin

Ornitin

Monometil ftalat
DL-Lizin
3-Metilhistidin
sn-Glisero-3-fosfokolin
L-izolosin

Laktamid

Orotik asit

Balhk Keto

Zeytin Palm

p_
degerleri

1.50E-36
1.60E-26
5.72E-22
1.33E-21
3.27E-21
2.95E-18
2.81E-14
7.05E-14

7.05E-14
2.97E-12
5.17E-11
3.17E-10
4.16E-10
4.86E-10
1.03E-09
3.50E-09
1.31E-08
2.93E-08
1.98E-07
2.41E-07
3.04E-07
3.39E-07
3.25E-06
2.15E-05
2.37E-05
3.53E-05
7.29E-05
8.27E-05
1.60E-04
1.74E-04
2.28E-04
2.28E-04
3.52E-04

3.52E-04
5.19E-04
5.39E-04
7.78E-04
7.97E-04
1.13E-03
1.13E-03
1.61E-03
1.98E-03
2.13E-03
3.86E-03
3.93E-03
4.18E-03
4.35E-03
5.35E-03
5.35E-03
5.46E-03
8.64E-03
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Cizelge 3.2 (devam): MetaboAnalyst 6.0’da dogrusal karma modelle (cinsiyet ve parti
kontrolii), diyet—kontrol karsilagtirmalarinda anlamli metabolitlerin log2 kat degisimleri
(kirmizi: azalma, mavi: artis; p<0.05, FDR diizeltilmis, tek yonliit ANOVA).

Metabolit H.cevizi Ballk Keto Domuz Siit Zeytin Palm P

degerleri
Malonik asit 9.60E-03
LizoPC(0:0/18:0) 1.00E-02
D-(-)-Friiktoz 1.00E-02
Nikotinamid 1-oksit 1.22E-02
1-Metilnikotinamid 1.22E-02
6-Hidroksikaproik asit 1.25E-02
L-Fenilalanin 1.25E-02
N-Asetil-D-alloizoldsin 1.38E-02
Asetilkolin 1.44E-02
Sarkosin 1.47E-02
L-Tirozin 1.47E-02
4-Piridoksik asit 1.77E-02
3-Hidroksifenilasetik asit 2.20E-02
p-Krezol glukuronid 2.21E-02
4-Fenolsiilfonik asit 2.24E-02
D-(+)-Prolin 2.69E-02
Sitrik asit 3.00E-02
Palmitoil sfingomiyelin 3.00E-02
N-Asetil-serin 3.05E-02
3-Indoksil siilfat 3.10E-02
Kolik asit 3.10E-02
Nikotinamid 3.33E-02
o-Metilhistamin 4.37E-02
5-Hidroksiindol 4.85E-02
2-Aminoadipik asit 4.95E-02
D-(+)-Mannoz 4.95E-02

Elde edilen veride dikkat ¢eken en giiclii degisimlerden biri L-karnitin seviyelerinde
gozlemlenmistir (p = 2.95E-18). L-Karnitin, uzun zincirli yag asitlerinin mitokondriye
taginarak B-oksidasyonun gerceklesmesini saglayan ve hiicresel enerji metabolizmasinda
onemli rol oynayan bir molekiildiir. L-Karnitin hem diyetten elde edilebilir hem de karaciger
ve bobreklerde sentezlenebilir (Choi ve dig., 2018). L-Karnitin seviyelerinin her bir diyet
grubundaki kontrol grubuna kiyasla degisimlerine bakildiginda, en belirgin azalma balik yag:
diyetinde tespit edilmistir. Ayrica, asetil-karnitin ve propionil-karnitin gibi asil-karnitinlerin de
balik yag1 diyetinde, L-karnitin ile benzer bir diislis egilimi gosterdigi goriilmektedir (Cizelge
3.1). Literatiirde, L-karnitin kalp saglifiyla iliskilendirilmis ve L-karnitin takviyesinin
aterosklerozun hizlanmis ilerlemesiyle baglantili olabilecegi tespit edilmistir (Vilskersts ve dig,
2015). Ateroskleroz fare modeli iizerinde yapilan bir ¢alismada (apoE/LDLR —/—), L-karnitin
biyosentezi ve emilimini inhibe eden ilacin (mildronate) uygulanmasi, vaskiiler dokulardaki

L-karnitin seviyelerini azaltmig ve aterosklerozun ilerlemesini yavaglatmistir. Ayrica,
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ateroskleroz gelistiren deney hayvanlarinda plazmadaki L-karnitin artis1, insiilin direnci ve tip
2 diyabet gibi diger metabolik hastaliklarla iliskilendirilmistir (Vilskersts ve dig., 2015). Bu
sonuglar1 destekleyen bir diger arastirma ise, diyetle alinan L-karnitin takviyesinin
apolipoprotein E eksikligi olan (apoE—/—) farelerde ateroskleroz gelisimini hizlandirdigini ve
bu pro-aterojenik etkinin, trimetilamin N-oksit (TMAO) iiretimindeki artisla iligkili oldugunu

gostermistir (Koeth ve dig, 2013).

Benzer sekilde, bu calismada da TMAO seviyelerindeki degisime baktigimizda, L-karnitinle
uyumlu olarak balik yagi grubunda azalma gosterdigi gézlemlenmistir. Mikrobiyom kaynakli
bir metabolit olan TMAO’nun seviyesi, yalnizca balik yagi grubunda degil, ayn1 zamanda
hindistancevizi yag1 ve siit yag1 diyetini takip eden gruplarda da kontrole kiyasla azalma
gostermistir (Cizelge 3.1, Sekil 3.1 ve Sekil 3.2). Bu metabolitin bazi diyetlerde ortak bir egilim
gosterdiginden daha yakindan incelemek amaciyla post-hoc analizi sonuglarina baktigimizda,
balik yagi, hindistancevizi yagi ve siit yagi diyetlerinin, 6 ve 11 aylik takip siireglerinde, kontrol
grubuna kiyasla TMAO seviyelerinde anlamli bir azalma oldugu tespit edildi (Cizelge 3.2).
Diyetler kontrol diyetine geri dondiiglinde, bu azalma tersine donmiis ve bu da TMAO
seviyelerindeki degisikliklerin diyetle geri dondiirtilebilir oldugunu gostermektedir (Cizelge

3.2 ve Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 : Yiiksek yagl diyet miidahalesi sonrast LC-MS analiziyle plazma 6rneklerinde
gozlemlenen, diyet gruplarindaki TMAO seviyelerindeki anlamli degisiklikler (cinsiyet ve
parti etkisi kontrol edildi).
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Sekil 3.2 : Yiiksek yagl diyet miidahalesi sonras1t LC-MS analiziyle plazma 6rneklerinde
gbzlemlenen, diyet gruplarindaki TMAO seviyelerinde goreceli daha az degisim olan ya da

Baslangi¢
4. ay gecis
9. ay gecis

6. ay
11. ay

Baslangi¢
4. ay gecis
9. ay gecis

6. ay
11. ay

olmayan gruplar (cinsiyet ve parti etkisi kontrol edildi).
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Cizelge 3.3 : Her bir diyet icin, kontrol diyetine kiyasla zamanla TMAO seviyelerinde goézlenen degisimi yansitan p-degerleri (Istatistiksel analiz
ANOVA modeli ile yapildi, Tukey post-hoc testi uygulandi ve p-degerleri Benjamini-Hochberg ile diizeltildi).

Diyet

H. cevizi
Balik
Keto

Stit
Zeytin
Domuz

Palm

Disi Erkek
Baslangic 6. ay 4.ay gecis 11.ay 9.ay gecis | Baslangic 6. ay 4.ay gecis 11.ay 9. ay gecis

NS 0.02 NS 4.95E-05 NS NS 1.89E-05 NS 1.80E-10 NS
NS 6.31E-07 NS 8.71E-10 NS NS NS NS 5.74E-06 NS
NS NS NS NS NS NS NS NS 0.01 -

NS 3.45E-06 NS 2.77E-06 NS NS NS NS 6.59E-08 NS
NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
NS 0.03 NS NS NS NS NS NS NS NS
NS NS NS NS - NS NS NS NS NS
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TMAO, kimyasal formiilii (CH3)sNO olan kiigiik bir organik bilesiktir ve amin oksit
olarak siniflandirilir. Son zamanlarda, kardiyovaskiiler hastalik, obezite, kolorektal
kanser, diyabet ve bobrek hastaligi gibi cesitli kronik hastaliklarda bir biyobelirteg
olarak dikkat ¢gekmistir (Costabile ve dig, 2021). TMAO'nun biyosentezi, Sekil 3.3'de
Ozetlendigi gibi, li¢ farkli sekilde etkilenebilir: gida Onciilleri, bagirsak mikrobiyal
aktivitesi ve FMO3 ifadesi. TMAO'nun onciisii olan L-karnitin ve kolin hem diyetten
almabilir hem de endojen olarak sentezlenebilir. Kolin ve karnitin, bagirsak
mikrobiyotasina bagimli TMAO sentezinin baslica diyet dnciilleridir. Kolinin birincil
diyet kaynag1 olan fosfatidilkolin, hem bitkisel hem de hayvansal kokenli besinlerde
bol miktarda bulunurken karnitin agirlikli olarak kirmizi ette yer almaktadir. Bagirsak
mikrobiyotasinin bu metabolitleri TMA'ya doniistirmedeki kritik rolii 1yi
bilinmektedir; nitekim mikrobiyotadan yoksun gnotobiyotik fareler TMA
tiretememektedir. Buna ek olarak, konvansiyonel farelere antibiyotik uygulanmasi
TMA olusumunu belirgin bigimde azaltmaktadir. Gnotobiyotik fareler kolin
metabolize eden bakterilerle kolonize edildiginde ise ¢ekum kaynaklt TMA iiretiminin
arttigr gozlemlenmektedir. TMA iireten bu bakteriler, kolin-TMA liyaz (CutC),
karnitin monooksijenaz (CntAB), glisin betain rediiktaz (GrdH) ve TMAO rediiktazlar
(genel adiyla TorA) dahil olmak {izere TMA sentezi i¢in gerekli enzimleri kodlayan
genleri barindirmaktadir (Kilic ve Basaran, 2025; van der Laan ve dig, 2019).
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Sekil 3.3 : TMAO biyosentezi (Kilic ve Basaran, 2025).

Dolasimdaki TMAO seviyelerini etkileyen gida kaynaklari, TMAQO'nun ya dogrudan
formunu ya da onciillerini igerebilir. TMAO'nun dogrudan formunu igeren en énemli
besin kaynag1 deniz {irlinleridir. L-karnitin, kolin ve diger kolin igeren diyet dnciilleri
ise yumurta, kirmizi et, kiimes hayvanlari ve bazi siit iiriinlerinde bol miktarda bulunur.
Ayrica, daha kiigiik miktarlarda bugday kepegi, bugday tohumu ve 1spanakta bulunan
betainden de TMAO {iretiminde rol oynayabilir (Costabile ve dig, 2021).

Bu ¢alismada elde edilen verilere gore, Cizelge 3.3'te goriildiigi gibi, TMAO yalnizca
L-karnitin ile pozitif korelasyon gostermektedir (FDR diizeltilmis p=2.20E-08). L-
karnitin seviyelerinin istatistiksel olarak yalnizca balik yag1 diyetinde kontrol grubuna
gore azalma gosterdigi (Cizelge 3.4) goz oniline alindiginda, TMAQO'daki azalmanin
yalnizca balik yag1 diyetinde onciilil ile iligkili oldugu; hindistancevizi yag1 ve siit yagi
diyetlerindeki azalmada ise farkli faktorlerin etkili olabilecegi sdylenebilir.

Cizelge 3.4 : TMAO ve Onciileri arasindaki korelasyon i¢in Pearson korelasyon
katsayilar1 (r) ve ilgili FDR ile diizeltilmis p-degerleri.

Metabolit r p-degerleri
L-Kkarnitin 0.39 2.20E-08
Kolin 0.06 0.55
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Cizelge 3.5 : Her bir diyet icin, kontrol diyetine kiyasla zamanla L-karnitin seviyelerinde gzlenen degisimi yansitan p-degerleri (Istatistiksel
analiz ANOVA modeli ile yapildi, Tukey post-hoc testi uygulandi ve p-degerleri Benjamini-Hochberg ile diizeltildi).

Disi Erkek

Diyet Baslangic 6. ay 4.ay gecis 11.ay 9.aygecis | Baslangic 6. ay 4d.aygecis 1l.ay 9. ay gecis
H. cevizi NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Balik NS 3.09E-11 NS 6.46E-12 NS NS 2.25E-11 NS 1.46E-11 NS
Keto NS NS NS NS NS NS NS NS NS -

Siit NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Zeytin NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Domuz NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Palm NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
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TMAO'nun biyosentezini etkileyen bir diger 6nemli faktor bagirsak mikrobiyal
aktivitesidir. Arastirmalar, steril farelerin TMA {iretmedigini ve antibiyotik tedavisi
gormils farelerde de TMA {retiminin azaldigimi gostermektedir. Ayrica, kolin
doniistiiren bakterilerin gnotobiotik farelere nakledilmesi, TMA {iretimini artirarak
serum kolin seviyelerini diisiirmekte ve bu da bagirsak mikrobiyomunun TMAO
biyosentezindeki kritik roliinii vurgulamaktadir (Schugar ve dig, 2017). TMA
tiretiminden sorumlu gen kiimeleri, genellikle zorunlu anaerob Clostridia (phylum
Firmicutes) ve fakiiltatif anaerob Enterobacteriaceae (phylum Proteobacteria)
igerisinde bulunur, ancak sadece ikinci takson, yliksek yagl diyet uygulayan bireylerin
diskisinda belirgin bir artis gosterir (Yoo ve dig, 2021). Dolayisiyla, bu ¢calismada bazi
yiiksek yagl diyetlerde gozlenen TMAO degerlerindeki diisiis, bu bakteri tiirlerinin

popiilasyonundaki azalmanin bir sonucu olabilir.

Son olarak, TMAO olusumu flavin i¢eren monooksijenazlar (FMOQ'lar) tarafindan da
diizenlenir. Bagirsak mikrobiyotasi tarafindan iiretilen TMA, karacigere tasinarak
flavin igeren monooksijenazlar (FMO'lar) araciligiyla TMAOQ'ya okside edilir. TMA'y1
okside edebilen iic FMO ailesi iiyesi arasinda en yiiksek aktiviteye sahip olan
FMO3'tiir. Karaciger FMO3'ii baskilanan farelerde, dolasimda daha diisiik TMAO
seviyeleri gozlemlenmis olup, bu durum FMO3'iin TMAO olusumundaki kritik roliinii
ortaya koymaktadir. Ayrica, FMO3'liin genetik olarak silinmesi (knockout) veya
baskilanmasi (knockdown), beyaz yag dokusunun bejlesmesini tesvik ederek yiiksek
yagl diyetle tetiklenen obeziteden fareleri korudugu gosterilmistir. Bu bulgular,
TMAO metabolik yolunun obezite ve obezite kaynakli diger metabolik hastaliklar
tizerindeki potansiyel etkilerine dikkat cekmektedir (Schugar ve dig, 2017).

FMO3 ekspresyonunun cinsiyete bagli farkliliklar gosterdigi daha Once tespit
edilmistir (Liu ve Dai, 2020). Bu farkliliklar1 daha ayrintili incelemek amaciyla yapilan
bir calismada (Bennett ve dig, 2013), kolin agisindan zengin bir diyetin erkek ve disi
farelerde karaciger FMO3 gen ekspresyonu, enzimatik aktivitesi ve plazma TMA ile
TMAO seviyeleri lizerindeki etkileri aragtirilmistir. Bagirsak florasi tarafindan TMA
tiretimini 6nemli 6lgiide artiran %1 oranindaki kolin ilavesinin, hem disi hem de erkek
farelerde karaciger FMO3 ekspresyonunu etkilemedigi, ancak standart diyete kiyasla
kolin takviyesinin her iki cinsiyette de plazma TMAO seviyelerinde 6nemli bir artiga
yol agtigr bulunmustur. Bu artisin disi farelerde daha belirgin oldugu ve bunun,

disilerde erkeklere kiyasla daha yiiksek karaciger FMO3 ekspresyonu ile iligkili
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oldugu saptanmistir. Farelerde gézlenen bu cinsiyet farkinin nedenini arastirmak igin,
calismada daha sonra cinsiyet hormonlarinin karaciger FMO3 ekspresyonu tizerindeki
etkisine bakilmigtir. Testis ve over hormonlarinin FMO3 gen ekspresyonu iizerindeki
etkileri incelendiginde, testosteronun erkeklerde go6zlemlenen diisik FMO3
ekspresyonundan biiyiikk 06lgiide sorumlu oldugu ve Ostrojen bagimli FMO3
indiiksiyonunun cinsiyet farklarin1 daha da artirabilecegi ortaya konmustur. insanlar
tizerinde yapilan deneylerde de erkeklerin FMO3 ekspresyon seviyelerinin disilere
kiyasla daha diisiik oldugu tespit edilmis, ancak bu farkin farelere gore ¢cok daha
miitevazi oldugu gozlemlenmistir. Farelerin aksine, insan popiilasyonunda cinsiyetler
arasinda dolasimdaki TMAO seviyelerinde belirgin bir fark gézlemlenmemistir. Bu
farkliligin, insanlarin tiikettigi diyetin c¢esitliligine bagli oldugu diisiiniilmektedir

(Bennett ve dig, 2013).

Sonu¢ olarak, hem insanlarda hem de fareclerde FMO3'iin, TMA'dan TMAO
sentezinde en aktif FMO ailesi liyesi oldugu, karacigerde yliksek diizeyde ifade
edildigi ve cinsiyete bagh farkliliklar gosterdigi anlagilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda,
TMAO seviyelerinde cinsiyetler arasindaki farkliliklara bakildiginda, cinsiyete baglh
belirgin farkliliklar gézlemlenmistir (p=3.28E-09, Cizelge 3.5 ve Sekil 3.4). Her bir
zaman noktasinda cinsiyetin TMAO tiizerindeki etkisi incelendiginde, Sekil 3.4°de
gosterildigi gibi, disilerde baslangigta ve kontrol diyete gegis yapan gruplarda TMAO
seviyelerinin erkeklere kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yiiksek yagh
diyeti takip eden donemlerde (6. ve 11. ay) ise disilerde TMAO seviyelerinin azaldig,
erkeklerde ise degismedigi gozlemlenmis ve cinsiyetler arasindaki farkin azaldigi
saptanmistir. Sonug¢ olarak, yiiksek yagh diyetin, kadin ve erkeklerde goriilen kalp
hastaliklar1 biyobelirteci olarak kabul edilen TMAO'un plazma seviyelerindeki farki
azalttig1 goriilmiistiir. Post-hoc analiz, balik yag1 ve siit yag1 gruplarinda degisimlerin
kadinlarda erkeklere gore daha belirgin oldugunu, hindistancevizi grubunda ise
TMAO seviyelerindeki azalmanin erkeklerde kadinlara gore daha belirgin oldugunu
gosterdi.

Cizelge 3.6 : TMAO, L-karnitin ve kolin i¢in diyet, cinsiyet ve etkilesim etkilerine
ait iki yonliit ANOVA (FDR-diizeltilmis p-degerleri).

Metabolit Diyet Cinsiyet Diyet x Cinsiyet
TMAO 1.51E-04 3.28E-09 1.00
L-karnitin 8.37E-18 0.97 1.00
Kolin 7.64E-04 0.09 1.00
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Sekil 3.4 : Her bir zaman noktasinda cinsiyetin TMAO diizeyleri lizerindeki etkisi. A: Yiiksek yagli diyet uygulanan donemler (6. ve 11. ay). B:
Baglangi¢c donemi ve kontrol diyete gecis yapilan zaman noktalari (4. ve 9. ay).
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Enerji metabolizmasindaki cinsiyet farkliliklari, tireme doneminin bagslangicindan
itibaren kendini gosterir ve evrimsel siire¢ bu farkliliklar1 daha belirgin hale getirmistir
(Mauvais-Jarvis, 2015; Link ve Reue, 2017). Ureme acisindan bakildiginda, erkekler
kiiciik, fazla sayida ve tek kullanimlik spermler {iretirken, disiler az sayida, biiyiik ve
hareketsiz yumurtalar iiretir. Erkekler yalnizca gen aktarirken, disiler dollenmis
yumurtaya genlerin yani sira embriyonun gelisimi i¢in gerekli enerji ve besin
kaynaklarini saglar. Ayrica, mitokondrilerin yalnizca disi tarafindan aktarilmasi,
cinsiyetler arasindaki biyolojik farklar1 derinlestirir. Gametlerdeki bu farkliliklarin
yani1 sira, evrimsel siirecler de enerji metabolizmasinda belirleyici bir rol oynar. Disi
memeliler, gebelik ve laktasyonun yiiksek enerji maliyetleri nedeniyle enerji
depolarin1 koruma egilimindeyken, erkekler avlanma ve korunma ihtiyaclarina hizli
cevap verebilmek icin daha az enerji depolama stratejisi gelistirir. Bu nedenle,
metabolizmadaki cinsiyet farkliliklarin1 anlamak, tedavi ve teshis yontemlerini
iyilestirmek acisindan biiyiik 6neme sahiptir. Ancak, birgok 6n klinik arastirmaci disi
farelerin caligmalara dahil edilmesinin getirdigi karmasikliklar1 gz Oniinde
bulundurarak genellikle disi farelerle calismaktan kacinmaktadir. Oysa arastirmalarin
amaci sagligi iyilestirmek oldugundan, tedavilerin kadmnlar ve erkekler iizerindeki
farkli etkilerini belirlemek kritik 6nem tasir (Link ve Reue, 2017). Bu calismada
gozlemlenen cinsiyete bagli TMAO farkliliklari, arastirmanin en ¢arpici bulgularindan
biri olarak 6ne ¢ikmakta ve yiiksek yaglh diyetin kadinlarda erkeklere gore TMAO

seviyelerini daha diisiik seviyelere ¢ektigi ortaya konmustur.

Ozetle, TMAO seviyeleri diyet, bagirsak mikrobiyotas1 ve FMO3 enzim aktivitesine
bagl olarak farklilik gosterebilir. Bu ¢alismada diyetteki kolin ve karnitin gibi onciil
maddelerin igerikleri dogrudan farklilik gostermese de, TMAO’nun karnitin
seviyeleriyle olan pozitif korelasyonu (Cizelge 3.4) nedeniyle, TMAO seviyelerindeki
azalmanin endojen L-karnitin seviyesine bagli olabilecegi sdylenebilir. Ancak, L-
karnitin yalnizca balik yag1 diyetinde azalma gosterdiginden (Cizelge 3.3), TMAO
tiretiminde rol oynayan bakterilerin, hindistancevizi ve siit yagi gruplarinda
gozlemlenen TMAO seviyelerindeki azalmaya katkida bulunan etken oldugu

distiniilmektedir.

Bagirsak mikrobiyotasinin, diyetle alinan 6nciil maddelerden TMAO olusumunda
dogrudan bir baglant1 olduguna dair ilk kanit, 2011 yilinda yayimlanan bir ¢alisma ile
ortaya konulmustur (Wang ve dig, 2011). Calismada fareler, izotopik olarak
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etiketlenmis agir fosfokolin (d9-PC) ile beslendiginde, plazmada zamana bagl olarak
d9 izotopomerinin ortaya ¢iktig1 gézlemlenmistir. ilging bir sekilde, bagirsak florasini
baskilamak amaciyla farelere {i¢c hafta boyunca genis spektrumlu antibiyotik tedavisi
uygulandiginda, oral d9-PC uygulamasinin ardindan plazmada d9-TMAQO'nun ortaya
¢ikist tamamen engellenmistir. Benzer bir durum, farelere oral d9-kolin uygulandiktan
sonra da gozlemlenmis; antibiyotik tedavisi edilmemis farelerde d9-TMAOQ iiretimi
gergeklesirken, antibiyotik tedavisi sonrasi veya mikroptan arindirilmis (sezaryenle
steril dogmus) farelerde bu liretim gozlemlenmemistir. Calismanin bir sonraki
asamasinda, bagirsak mikroflorasi antibiyotiklerle baskilanmig fareler, mikroplarla
yeniden kolonize olmalarina izin vermek igin normal (mikroptan arindirilmamis)
farelerle ayni1 kafese yerlestirilmistir. Dort hafta sonra, ‘konvansiyonellesmis’ fareler
tekrar oral d9-PC ile beslendiginde, plazmada kolayca tespit edilebilen d9-TMAO
seviyeleri gozlemlenmistir. Benzer sonuglar, mikroptan arindirilmig farelerin
konvansiyonellestirilmesi ve oral d9-kolin takviyesi sonrasi da goriilmistiir. Bu
bulgular, diyetle alinan Onciill maddelerin TMAO’ya doniismesinde bagirsak
mikrobiyotasinin zorunlu bir rol oynadigini acik¢a gostermektedir (Wang ve dig,

2011).

Bu calismada uygulanan diyetler arasinda TMAO veya oOnciilleri bakimindan
dogrudan bir farklilik bulunmamaktadir. Ancak, diyet gruplarinda yer alan yag asidi
cesitlerinin dolayli olarak TMAO seviyelerindeki diisiise yol acabilecegi
gozlemlenmistir. Cizelge 3.6’da diyetlerin yag asidi doygunluk icerikleri ylizde olarak
gosterilmektedir. Balik yagi, ¢oklu doymus yag asitleri bakimindan zengin olurken,
hindistancevizi yag1 ve siit yagi ise doymus yag igerigi bakimindan zengindir. Doymus
yag asitleri, yalnizca zincir uzunlugu ile ayrilan, tek baglarla bagli karbon atomlarinin
basit dogrusal zincirleridir. Doymus yag asitleri, zincir uzunluguna gore kisa zincirli
(C2'den C4'e), orta zincirli (C6:0'dan C12:0'a) ve uzun zincirli (C14:0'dan C18:0'a)
olarak ii¢ gruba ayrilir (Dayrit, 2023). Hindistan cevizi yagi, orta zincirli yag asitleri
acisindan zengin olup (Boateng ve dig., 2016), siit yagi hem orta zincirli hem de kisa
zincirli yag asitleri (KZYA) bakimindan zengindir (Lindmark Mansson, 2008).
Arastirmalar, KZY A'larinin ve KZY A iireten bakterilerin bagirsak mikrobiyotasinin
dengesini koruyarak iltihabi ve ateroskleroz gelisme riskini diistirebilecegini
gostermistir (Cheng ve dig., 2024; Marques ve dig., 2017). Ayrica, orta zincirli yag

asitlerinin kardiyovaskiiler hastalik riskini ve oksidatif stresi azaltabilecegi tespit
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edilmistir (Zhao ve dig., 2023). Hem kisa zincirli yag asitlerinin hem de orta zincirli
yag asitlerinin literatiirde goriilen bu kalp sagligma olumlu etkilerinin

mekanizmalarindan biri, TMAO seviyelerini diisiirmeleri olabilir.

Ozetle, bu calisma diyet ile bagirsak mikrobiyomu arasindaki iliskiyi konak
metabolizmast lizerinden inceleyerek, diyet yaglarinin bagirsak mikrobiyomu
aracilifiyla konak metabolizmasina olan roliinii gostermistir. Hedefsiz metabolomiks
yaklasimiyla, yiiksek yagli diyetlerin yag asidi cesitliligi farkinin, bagirsak
mikrobiyotasi tarafindan iiretilen ve kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskili bir metabolit
olan dolagimdaki trimetilamin N-oksit (TMAO) seviyelerini farkli etkiledigi
kesfedilmistir.

Yag asidi doygunluk derecesi ve zincir uzunlugu, bagirsak mikrobiyotasi lizerindeki
modiilator etkilerin temel belirleyicileri olarak goriinmektedir. Bu baglamda
verilerimiz, kisa ve orta zincirli yag asitleri ile n-3 ¢oklu doymamis yag asitlerince
zengin siit yagi, hindistan cevizi yag1 ve balik yagi gruplarinda TMAO seviyelerinin
belirgin sekilde azaldigin1 ortaya koymustur. Daha da 6nemlisi, kontrol diyete gegisle
bu azalmanin ortadan kalkmasi, s6z konusu etkinin diyete bagl ve geri dondiirtilebilir

oldugunu gostermistir.

Genel olarak, yiiksek yagl diyetler bagirsak mikrobiyota kompozisyonunu 6nemli
Ol¢iide degistirerek siklikla obezite, diyabet, alkolsiiz yagl karaciger hastaligi ve
kardiyovaskiiler hastalik gibi metabolik bozukluklara yol acar. Bu nedenle, ¢esitli
metabolik bozukluklarin patogenezinde bagirsak mikrobiyotasi ve metabolitlerinin
diizensizliginin rol oynamasi nedeniyle, bagirsak mikrobiyotast ve mikrobiyal
metabolitleri hedef almak, kalp hastaliklar1 dahil olmak iizere metabolik bozukluklar1

geciktirmek veya onlemek i¢in degerli bir terapétik strateji olabilir.

Ancak bu sonuglar, birkag temel alana odaklanan gelecekteki c¢aligsmalari
gerektirmektedir. Ilk olarak, incelenen yag asidi tiirii disinda diyet kompozisyonunun
tutarl kaldig1 daha kontrollii deneysel tasarimlara ihtiyac vardir. Bu kontrol, yaglarin
elde edildigi dogal kaynaklar1 dogrudan kullanmak yerine, saflagtirilmis yag asidi
takviyesi yoluyla saglanabilir; cilinkii dogal yag kaynaklar1 birden fazla biyoaktif
bilesen igermektedir. Ornegin, zeytinyag1 hem kolinin yapisal bir analogu olan 3,3-
dimetil-1-butanol hem de bagirsak mikrobiyotasini bagimsiz olarak etkileyen
polifenoller igermektedir. Bu durum, yag asitlerinin spesifik etkilerini izole etmek i¢in

s6z konusu ek degiskenleri kontrol etme ihtiyacini vurgulamaktadir. Ikinci olarak,
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farkli yag asitlerinin TMAO iiretimi iizerindeki doza bagimli etkilerini karakterize
etmek ve faydali veya zararl etkilerin esik degerlerini belirlemek i¢in iyi tasarlanmis

insan ¢aligsmalar1 araciligiyla doz-yanit iliskileri olusturulmalidir.

Sonug olarak, bu bulgular diyet yag asidi kompozisyonunun bagirsak mikrobiyotasi
aracilifiyla kardiyovaskiiler saglig etkileyebilecegini gostermektedir. Bu nedenle, yag
asidi profilinin optimize edilmesi ve bagirsak mikrobiyotasinin hedeflenmesi,
kardiyovaskiiler hastaliklar1 geciktirmek veya onlemek i¢in umut verici terapdtik

stratejiler olabilir.
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3.2 Hedefli Metabolomiks

Metabolomik stratejileri, her biri kendine 6zgii avantajlari ve sinirlamalar1 olan hedefli
ve hedefsiz yaklagimlar olarak ikiye ayrilabilir. Hedefsiz metabolomiks, kimyasal
olarak bilinmeyenler de dahil olmak iizere bir Ornekteki tiim tespit edilebilen
metabolitlerin analizine odaklanirken, hedefli metabolomiks belirli metabolit
gruplarinin 6l¢iimiidiir. Hedefli metabolomiks, bu nedenle bir veya birkag¢ hipotezi
dogrulamada giicliidiir; buna karsin, hedefsiz metabolomiks, insan hastalik risklerini
anlamada bir dizi ¢18ir acan kesfe yol acan yeni metabolitlerin kesfedilmesi firsatini
sunar. Hedefsiz metabolomiks kesif c¢aligmalarinda genis metabolit kapsamini
korumak icin biyolojik 6rnekler genellikle minimal 6n islem ile analiz edilir. Buna
karsilik, hipotez odakli hedefli analizlerde, 6rnek hazirlig1 optimize edilerek belirli
metabolitlerin segici ekstraksiyonu ve diger bol miktarda bulunan matris bilesenlerinin

uzaklastirilmasi saglanir (Cajka ve Fiehn, 2016).

HRMS, izobarik olmayan molekiilleri ayirt edebilse de, ayni kiitleye ve benzer
parcalanma desenlerine sahip izomerleri yalnizca HRMS teknikleriyle ayirt etmek her
zaman miimkiin degildir. Iki izobar molekiil i¢in ayn1 fragment iyonlarimin iiretilmesi
durumunda, kiitle spektrumu verileri kimliklendirme ve dogrulama i¢in gerekli ayirt
etme diizeyini saglayamaz. Bu nedenle, izobarik tiirleri ayirt etmek i¢in kromatografik

ayirma gerekli bir adimdir (Lee ve dig., 2019).

Hedefsiz metabolomiks analizi sonucu elde edilen MS/MS spektral verileri, hangi
molekiile ait oldugunu belirlemek icin MS/MS spektral kiitiiphanelerinde arandiginda,
ayni spektral bilgiye farkl kiitliphaneler tarafindan farkli kimlikler atanabilir. Bunun
nedenlerinden biri, spektral benzerlik acisindan kiitiiphanede en yakin kimligin
atanmasidir; ancak bazen bu farkliliklar, kiitiiphanelerin igeriklerinin sinirlt
olmasindan da kaynaklanabilir. Bu ¢alismada elde edilen bir MS/MS spektral verisi
icin iki farkli MS/MS spektral kiitliphanesi tarafindan farkli kimlikler atandigi
gozlemlenmistir. Molekiiler formiilii CsHsNO olan ve ortak oncii iyon ile fragment
iyona sahip, kimligi bilinmeyen bu molekiil, MoNA kiitiiphanesi tarafindan TMAO
olarak, mzCloud kiitiiphanesi tarafindan ise (S)-(+)-2-Amino-1-propanol olarak

atanmustir (Sekil 3.5).

(S)-(+)-2-Amino-1-propanol biyolojik bir molekiil olmadigindan ve drnekler biyolojik

kokenli oldugundan, bilinmeyen molekiiliin kimliginin (S)-(+)-2-Amino-1-propanol
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olmasindansa TMAO olma ihtimalinin daha yiiksek oldugu mantiklidir. Ancak, deney
gruplar1 arasinda farkli bulunan bu 6zelligin, saf referans standart kullanilarak ayni
analitik ortamda analiziyle kimliginin dogrulanmasi1 6nemlidir. Bilinmeyen molekiiliin
TMAO olup olmadigini dogrulamak i¢in kolondaki alikonma siiresi (retention time)
bilgisi kullanilarak hem saf standart hem de standart ile zenginlestirilmis havuzlanmis
ornek analiz edilmistir. Zenginlestirilmemis havuzlanmis 6rnekle karsilastirildiginda,
76.0756 m/z iyon kromatograminda (EIC) bir artis gozlemlenmistir (Sekil 3.6).
Ayrica, hem endojen bilinmeyenin hem de sentetik standardin MS/MS parcalanma
spektrumlar1  karsilagtirildiginda, bu diyetle ilgili bilesigZin TMAO oldugu
dogrulanmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.5 : MS/MS parcalanma ayna grafigi A: Plazmadaki (iistte) ve mzVault
(MoNA) kiitiiphanesin MS/MS deki TMAO referansi (altta), 76.0756 m/z @ 8.132
dakika 6ncii iyonu i¢in ddMS pargalanma desenleri ile eslesen parcaciklar: 58.06528
ve 59.07309 m/z. B: Plazmadaki (iistte) ve mzCloud kiitiiphanesindeki (S)-(+)-2-
Amino-1-propanol referansi (altta), 76.0756 m/z @ 8.132 dakika 6ncii iyonu i¢in
ddMS parcalanma desenleri ile eslesen tek parcacik: 58.06528 m/z.
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Sekil 3.6 : TMAQO ile zenginlestirilmis ve zenginlestirilmemis 6rneklerin iist tiste
bindirilmis iyon kromatogramlari, dogru kiitle ve kromatografik profil uyumuyla
bilinmeyen bileseni TMAO olarak tanimlamaktadir.
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Sekil 3.7 : 76.0756m/z @8.33 dakika oncli iyonunun plazma ornegindeki (iistte) ve
saf TMAO standardinin (altta) paralel reaksiyon izleme (PRM) MS/MS pargalanma
ayna grafiginin uyumu bilinmeyen bilesigin TMAO oldugunu dogrulamis oldu.
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