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Ozet

Lipitler, suda ¢6zlinmeyen, inorganik ¢oziiciilerde ¢oziinen biyomolekiillere
verilen ortak isimdir. Bu tammlamanin bir sonucu olarak molekiiler yapi
ve fonksiyon agisindan en genig gesitlilige sahip bilesiklerdir. 2003 yilinda
Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) destegiyle gok merkezli bir arastirma
konsorsiyumu olarak kurulmusg olan Lipid Metabolites And Pathways Strategy
yeni lipitlerin tamimlanmast ve kantifikasyonuna énemli katkilar vermistir.
Giiniimiizde, bir hiicre, doku, organ veya organizmanin yapisinda yer alan tiim
lipitleri ifade etmek igin lipidom terimi kullanilmaktadir. Lipidomik ise hiicre,
doku, organ veya organizmaya ait lipidomu genis 6lgekli olarak aragtiran ve lipit

metabolizmasindaki tepkime yolaklarini agiga ¢ikarmak iizere gelisen bir bilim

dalidir. Tlk kez 2003 yilinda literatiire giren lipidomik metabolomigin bir alt
alant gibi goriilmiigse de yillar iginde lipit biyolojisi, biyokimya, analitik kimya,
biyoinformatik, fizyoloji ve tibbi bir araya getiren ve literatiirdeki yayin sayisinin
hizla arttigr ayr bir bilim dah olarak kabul gormeye baglamistir. Lipidomik
aragtirmalarla farkh yapisal 6zellikleri ortaya ¢ikarilan lipitlerin, bir¢ok biyolojik
siiregte yer aldig1 ve tip 2 diyabet, obezite, non-alkolik karaciger yaglanmast,

Alzheimer hastahigr ve kanser gibi birgok yaygin hastahigin etiyolojisinde rol

oynadig1 diigiiniilmektedir. Hem temel hem de klinik biyokimya aragtirmacilari,
gelismekte olan bu alanla ilgili yenilikleri takip etmek ve saglik bilimleri

alanindaki potansiyel katkisinin farkinda olmak zorundadir.
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GIRIS

Lipitler, suda ¢oziinmeyen, inorganik ¢oziiciilerde ¢oziinen biyomolekiillere
verilen ortak isimdir. Bu tanimlamanin bir sonucu olarak molekiiler yap:
ve fonksiyon agisindan en genis gesitlilige sahip bilegiklerdir. Lipitler, hiicre
zar1 ve kan dolagimindaki lipit partikiilleri (lipoprotein ve eksozomlar)
gibi bilesenlerin yapisinda yer alir. Bunun yaninda metabolizmada gesitli
sinyal yolaklarinda gorev alarak hiicresel transport, protein trafigi, biiyiime,
farklilasma ve enerji depolama gibi hayati iglevleri gergeklestirirler. Simdiye

kadar bilinen bu ozellikleri diginda lipitlerin her gegen giin yeni rolleri
kesfedilmektedir (1).

2003 yilinda Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisi (NIH) destegiyle
gok merkezli bir aragtirma konsorsiyumu olarak kurulmug olan Lipid
Metabolites and Pathways Strategy (LIPID MAPS®) yeni lipitlerin
tanimlanmasi ve kantifikasyonuna 6nemli katkilar vermistir. Konsorsiyumun
2005 yilinda 6nerdigi lipit simiflama ve isimlendirme sistemi (LIPID MAPS
Lipid Classification System, LMLCS) uluslararas1 kabul gormiis, 2009° da
giincellenmis ve giiniimiizde basta biyoinformatik analizlerde olmak iizere
siklikla kullaniimaktadir.

LMLCSe gore lipit molekiilleri; yag asitleri, gliserolipitler,
gliserofosfolipitler, sfingolipitler, sterol lipitler, prenol lipitler, sakkarolipitler
ve poliketidlerden olusan sekiz siifa ayrilmistir (2). Bu gruplarin ¢ogu
lipitlerle ilgilenen aragtirmacilar igin tamdik olsa da baz1 gruplart hatirlatmak
onemli olabilir. Ornegin, sakkarolipitler, yag asitlerinin direkt seker gévdesine
baglanmasiyla olugan membran yapisina girebilen bilegiklerdir. Yapilarinda
gliserol yerine monosakkarit bulunur. Poliketidler ise asetil ve propiyonil
altbirimlerinin yag asidi sentaza benzeyen enzimler ile polimerizasyonu
sonucu sentezlenirler. Bu gruplar igerisinde en az tanmurlik poliketidler igin
olsa da sik kullanilan eritromisin, tetrasiklin, ivermektin, efotilon gibi anti-
mikrobiyal, antiparazitik ve antikanser ajanlar poliketid tiirevleridir.

Her bir gruptaki lipit molekiilleri igin yapisal ¢esitliligin bir sonucu olarak
binlerce farkl lipit izoformu bulunur. Bu yapisal gesitlilige en biiyiik katkiy:
veren farkli zincir uzunlugu ve doymusluk derecesine sahip yag asitleridir. Bir
biyolojik 6rnegin lipit tiirlerini saptarken, lipit ekstraksiyonu i¢in kullanilan
yontem kadar bu ekstraktin analizinde kullanilacak yontemler de molekiiler
gesitlilikte belirleyici olmaktadir. Farkli organik g¢oziiciiler kullanarak
ekstraksiyonu gerceklestirilen lipitler, ince tabaka kromatografisi (ITK),
yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografi (GC),
kiitle spektrometresi (MS), sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-
MS), gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC- MS), niikleer manyetik
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rezonans (NMR) spektroskopisi gibi tekniklerle kalitatif ve kantitatif olarak
analiz edilir.

Giintimiizde, bir hiicre, doku, organ veya organizmanin yapisinda
yer alan tim lipitleri ifade etmek igin lipidom terimi kullanilmaktadir.
Lipidomik ise hiicre, doku, organ veya organizmaya ait lipidomu genis
Olgekli olarak aragtiran ve lipit metabolizmasindaki tepkime yolaklarini agiga
¢ikarmak iizere gelisen bir bilim dahdir. Tlk kez 2003 yilinda literatiire giren
(3) lipidomik metabolomigin bir alt alan1 gibi goriilmiigse de yillar iginde
lipit biyolojisi, biyokimya, analitik kimya, biyoinformatik, fizyoloji ve tibb1
bir araya getiren ve literatiirdeki yayin sayisinin hizla arttigy (Sekil 1) ayri bir
bilim dali olarak kabul gérmeye baglamistir (4). Lipidomik aragtirmalarla
tarkli yapisal ozellikleri ortaya ¢ikarilan lipitlerin, bir¢ok biyolojik stiregte yer
aldigr ve tip 2 diyabet, obezite, non-alkolik karaciger yaglanmasi, Alzheimer
hastalig1 ve kanser gibi bir¢ok yaygin hastaligin etiyolojisinde rol oynadigi
diistiniilmektedir (5).
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Sekil 1. PUBMED veri tabanwmda lipidomics’ kelimesiyle tavama yapildyjmda, 2000-
2022 yillars avasmda yoymlanmas makale sayist.

LIPIT ARASTIRMALARININ TARTHGCESI

1900 oncesi lipit aragtirmalar:

Modern lipit kimyasi caligmalar1 17. yiizyilda baslamstir. Tlk olarak
lipitlerin organizmada nerede ve nasil yer aldiginin anlagilmas: ve belki
de daha Onemlisi farkl tiirlerinin oldugunun gosterilmesi gerekmistir.
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Ornegin, 1665’te beslenme sonrasi hayvanlardan alinan kan 6rneklerinin
stit gib’ oldugu gozlenmis, ancak bunun beslenmeye bagl artmig yag
igeriginden kaynaklandigi 1774 yilinda anlagilmistir. Benzer gekilde, safra
taglarinin bilesiminde sert, yagl bir ‘madde’ izole edilmig ancak bu maddenin
kolesterol oldugu ¢ok sonralart anlagilmistir (6). 1815°te lipitler, kat1 gresler
/ donyag (suifler) ve siv1 yaglar (huiles) olarak iki kategoride siniflandirilmag
(7) 1823te ise yaglar, gresler, donyagi, mumlar, regineler ve ugucu yaglar
gibi daha ayrintili bir siniflandirma geligtirilmigtir. 1827°de gz kapaginda
yag birikmesi ‘ksantelazma’ olarak tanimlanmig ve 1856°da endotel hiicre
hasarinin aterosklerotik plak olugumunu baglattigr one siiriilmiistiir (6).
Bu donemin lipitler agisindan en kritik geligmesi ise 1854’te gliseroliin yag
asitleriyle birlegsmesi ile notral lipitlerin sentezlendiginin tespiti (mono-, di-
ve trigliseritler) olmusgtur.

1871’de kalp kasindan kolesteril esterleri izole edilmig (8) 1872’de
stlftirik asit kullanarak safra taglarinda kolesterolii belirlemek igin bir
yontem gelistirilmig, 1885’te kloroformlu siilfiirik ve asetik asit kullanilan
bir ekstraksiyon yontemi (9) ile kolesterol diizeyleri olgiilmiigtiir (10).
Liebermann-Burchard reaksiyonu olarak bilinen bu prosediir, kloroform
yerine asetik anhidrit kullanilmasi disginda, Amerikan Hastalik Kontrol
ve Onleme Merkezi (CDC) tarafindan giiniimiizde halen yararlamlan bir
yontemdir (11).

20. yiizy1l baslarinda lipit arastirmalar1

1900°den 1950%ye kadar, lipit kimyas1 yavag da olsa 6nemli ilerlemeler kat
etmigtir. 1901°de kan dolagimdaki lipitlerin, proteinlere bagli olarak tagindigi
kesfedilmig (12). 1913’te tavsanlara kolesterol verilmesiyle ateroskleroz
gelistigi gosterilmistir (13). Lipitlerde tizerinden ulagilan bu gibi kesiflerin
de destegiyle, 1918 yilinda miyokard enfarktiislerinin her zaman 6liimciil
olmadig: ve sanilandan daha yaygin oldugu fark edilmistir (14).

1924’te yagh bir 6giinden sonra kanda gozlemlenen biiyiik partikiillere,
silomikron adi verilmigtir (15). 1925te genel grup adi olarak “Lipitler”
teriminin kullanilmasi 6nerilmis ve ilk bilimsel temelli lipit siniflandirmasi
One siirtilmiigtiir. Lipitlerin fonksiyonel rolleri oldugu da bu doénemde
anlagilmaya baslanmistir.  Ornegin, Gorter ve arkadaslari kirmizi kan
hiicrelerinin  gliserofosfolipit tabakasiyla gevrelendigini gostererek hiicre
zarinin lipit ¢ift tabakadan olustugunu ileri siirdiiler (16). 1929’da at
serumundan lipoproteinler izole edildi ve daha sonra yiiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL) adini alacak olan bir a-globulin ¢okeltildi. 1930’larda
diyetle alim ile hiicre igi kolesterol sentezi arasinda bir denge oldugu 6ne
stirtildii ve ailesel hiperkolesterolemi tanimlandi (17).
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Laboratuvar yontemleri agisindan baktigimizda, 1920’ler ve 1930’larda
lipoproteinlerin incelenmesi igin kullanilacak olan gesitli laboratuvar
tekniklerinin gelistirildigi ve bu yontemlerin ilerideki gelismelere 6nemli
katkilar sundugunu gorebiliriz.  1940’larda  John Gofman’in ekibi,
ultrasantrifiijleme ile lipoproteinleri izole etmis ve a- ve B-lipoproteinlerde
farkl tiirlerin oldugunu gostermislerdir. Neticede bu yapilarin adlandirilmast,
lipoproteinlerin izole edildigi farkli yogunluk santrifiij bolgelerini yansitmak
i¢in, ¢ok diigiik yogunluklu lipoprotein (VLDL), diisiikk yogunluklu
lipoprotein (LDL) ve HDL olarak son halini almistir (18). 1947°de
Vartiainen, Avrupa’da ateroskleroz insidansinin II. Diinya Savagrnin stirdiigii
yillarda azaldigini ve dolayisiyla diyetteki degisikliklerle ilgili oldugunu
bildirdi (19). Bu gozlem, kolesterol ve ateroskleroz arasindaki iligkinin
tedavi edilebilir ve geri dondiirtilebilir oldugunun ilk kanitiydi. Giintimiizde
Klinik Lipidolojinin Kurucusu’ olarak anilan Gofman, 1950’lerde kalp
hastaliklariyla ilgili genig katilimli klinik aragtirmalar baglatti.

Lipit alanindaki aragtirmalarin  6nem kazanmasiyla 1947 yilinda
Amerikan Yag Kimyacilar1 Dernegi (AOCS) ‘Lipids’ ve Amerikan Biyokimya
ve Molekiiler Biyoloji Dernegi de 1959 yilinda ‘Journal of Lipid Researcl’
dergilerini yayinlamaya basladi. Bu dergiler giiniimiizde de en prestijli
lipit dergileri arasinda yer almaktadir. Bu yayinlarin etkisi ve teknolojik
gelismeler sayesinde ilerleyen yillarda artan ¢aligmalar ile lipitlerin yapisinin
anlagilmast ve fizyolojik rollerinin agiga ¢ikarilmasinda Onemli agamalar
kaydedildi. Orllegin, 1970’ler ve 1980’lerde diiz ve ters fazli HPLC
sistemi ile fosfolipit tiirleri ve izomerleri, kimyasal olarak saflagtirilmig ve
bilesenlerine ayrilabilmistir. Bu ilerlemelere paralel olarak, Lynen ve Konrad,
aterosklerozun ve kalp hastaliklarinin gelisiminde kolesteroliin anahtar
roliinii ortaya koyduklari ¢aligmalariyla 1964 Fizyoloji-Tip Nobel Odiiliinii
aldilar. Bergstrom ve Samuelsson prostoglandinlerin yapisini agiga ¢ikaran
aragtirmalarryla 1982 yilinda Nobel Odiiliinii, prostasiklinin ve aspirinin
prostaglandin iiretimini baskiladigini kesfeden Vane ile paylagtilar. Lipit
alantyla ilgili tiim Nobel Odiilleri Tablo 1°de 6zetlenmistir.
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Tiblo 1 Lipit Biyokimyasman gelisimine katkida bulunmus arasturmalava verilen

Nobel Odiilleri (20)
Yil Alan (Fizyoloji-  Aragtirma konusu Aragtirmacilar
Tip veya Kimya)

1928 Kimya Sterollerin yapis1 ve Adolf Otto
vitaminlerle olan Reinhold Windaus
baglantilar

1950 Fizyoloji-Tip Adrenal korteks Philip Showalter Hench
hormonlarmin yapilari ve Edward Calvin Kendall
biyolojik etkileri Thadeus Reichstein

1953 Fizyoloji-Tip Koenzim Anin kesfi ve ara  Fritz Albert Lipmann
metabolizmadaki 6nemi

1955 Fizyoloji-Tip Oksidasyon enzimlerinin Axel Hugo Theodor
etki mekanizmasi ve yapist  Theorell

1964 Fizyoloji-Tip Yag asidi metabolizmasi ve  Konrad Bloch
kolesterol regiilasyonu ve Feodor Lynen
mekanizmasi

1982 Fizyoloji-Tip Prostoglandinler ve iligkili ~ Sune K. Bergstrom
biyolojik aktif maddeler Bengt Samuelsson.

John Robert Vane

1985 Fizyoloji-T1p Kolesterol metabolizmasinin  Michael S. Brown and
regiilasyonu Joseph L. Goldstein

2002 Kimya Biyolojik John B. Fenn and Koichi
makromolekiillerin Tanaka
tanimlanmasi ve yap1 analizi

2003 Fizyoloji-Tip Manyetik rezonans Paul Lauterbur
gortintiileme (MR) kesfi Sir Peter Mansfield

2013 Fizyoloji-T1p Hiicrelerimizdeki major James E. Rothman
iletim sistemi olan vezikiil ~ Randy W. Schekman
trafiginin isleyiginin Thomas C. Siidhof
diizenlenmesi

2016 Fizyoloji-T1p Otofaji mekanizmast Yoshinori Ohsumi

2017 Kimya Cozeltideki Jacques Dubochet,
biyomolekiillerin Joachim Frank
yiiksek ¢oziiniirliiklia Richard Henderson
yapi tayini igin kriyo-

elektron mikroskobunun
gelistirilmesi
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1986°da stingozinin protein kinaz C'yi inhibe ettiginin gosterilmesiyle bu
lipidin sinyal iletiminin regiilasyonunda gorev aldig: fikri ortaya atildi (21).
Biitiin bu gelismelerle birlikte lipitlerin fizyolojik gorevlerinin aydinlatilmasi
yonelik ¢aligmalar 21. yiizyilin baglarinda biiyiik bir hiz kazandi. Omega-3
ve omega-6 yag asidi biyosentezini artiran spesifik bir yag asidi desatiiraz
haplotipinin, koroner arter hastalig ile iliskili olabilecegi sonucuna varild
(22). Mikrobiyota tarafindan fermantasyonla {iretilen kisa zincirli yag
asitlerinin, beyin mikroglia homeostazinin diizenlenmesinde etkisi oldugu
belirlendi (23).

Lipit analizlerinde ilk kez 1991°de kiitle spektrometrisi kullanilmus,
trombosit aktive edici faktor ve diagilgliserol elektrosprey iyonizasyon kiitle
spektrometresi (ESI/MS) ile analiz edilmistir. 1994 yilinda Han ve Gross,
ESI/MS yontemini geligtirerek lipidomik amagh kullanimmnin ilerlemesini
saglamiglardir (3). Zaman iginde Matriks Aracii Lazer Desorpsiyon /
Iyonlastirma (MALDI)-MS ve ESI-MS yontemlerinin daha da gelistirilmesi
ile lipit molekiillerinin detayl analizinin 6nii agilmugtir (24).

Lipidomik yaklagim kullanilarak, sfingolipit tiirleri, 6zellikle d16:1
(stingozin) ve d18:2 (stingadienin) yiiksekligi ile obezite ve tip 2 diyabet
arasinda iligkiler tespit edildi (25). Galaktozile kolesteroliin varlig:
ilk kez sigan beyninde gosterilerek metabolizmas: agikland: (26). Bu
ilerlemeler ve gelisen metabolik anlayiglar sayesinde viicutta fonksiyonel
ve diizenleyici rolleri olan genis lipit grubu tanimlanmaya baglandi.
‘Biyoaktif lipitler’ denen bu molekiillerin hastalik patolojisi ile iligkileri
yaninda, hiicre/doku diizeyinde kesin etkileri gosterilmis olan bazi
lipitler ayrintili aragtirmalarin konusu oldu (oksilipinler, diagilgliseroller,
seramidler, sfingozin-fosfat tiirevleri, oksisteroller, eikozanoidler vb).
Biyoaktit lipitlerin yapisal ¢esitliligi ve fonksiyon gosterme sekilleri gok
biiyiik degiskenlik gosterebildiginden bunlarin gorevlerini anlatmak bagka
bir derlemenin konusudur; ancak literatiirde bilinen mekanizmalar ve
gesitli iligkiler agiklanmigtir (27).

Yakin zamanda yaymlanan AdipoAtlas ¢aligmasinda insan beyaz yag
dokusunun ayrintili lipidomik profillemesi yapilmugtir (28). Bu ¢aligmada
hem polar hem de nonpolar lipitleri kapsayacak sekilde optimize edilmig
lipit ekstraksiyonu ve fraksiyonlama ile {i¢ ayr1 stvi kromatografi sistemi ve
de yiiksek rezoliisyonlu ardigtk MS kullanilarak 1600’den fazla lipit tiirii
kantitatif olarak olgiilebilmistir.
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LIPIT ARASTIRMA YONTEMLERI

Lipit Ekstraksiyonu

Lipitlerin verimli bir gekilde izole edilmesi, geri kazanilmas: ve ekstrakte
edildikleri biyolojik matristen sinyal girisimini azaltmas: igin Ozel lipit
ekstraksiyon yontemlerine ihtiyag vardir ($ekil 2). Suda ¢oziinmedikleri
igin lipitleri ayirmada organik ¢oziiciiler kullaniir. Notral lipitler; etil
cter, kloroform ve benzen ile ¢oziiniirken, zar lipitleri ise etanol, metanol
gibi daha polar organik ¢oziiciilerde ¢oziiniirler. Biyolojik numunelerde,
pikomolardan mikromolara kadar genis bir lipit konsantrasyon aralig vardir
(29). Bu genis aralik, lipitlerin isabetli 6l¢iimii ve siniflamasi igin ekstraksiyon
fazinin 6nemini gostermektedir. Lipidomik analizlerde kullanilan en yaygin
ekstraksiyon yontemleri sivi-siv1 (solvent) ekstraksiyona dayanur.

— Folch Yonterm

ol

Bligh-Dyer
Yontemm

[

— Matyash Yontemi

Lipit Ekstraksiyon Yontemleri

_ — Alshehry Yontemi
Bivolojik Omek !
(idrar. serum/plazma, hiicre, doku)

Sekil 2. Biyolojik orneklevde kullanidan lipit ekstraksiyon yontemleri

Folch Yiontemi

Tlk olarak 1957°de hayvan beyin dokusundaki lipitlerin saflastiriimast ve
hazirlanmasi igin kullanilmig olan ve en yaygin kullanilan lipit ekstraksiyon
teknigidir (30). Lipitleri ekstrakte etmek i¢in 2:1 (v:v) oraninda kloroform ve
metanol karigimi kullanilmugtir. Lipit olmayan bilegenleri uzaklagtirmak igin
ckstraksiyon ardindan kiiglik hacimlerde su kullanarak bir ytkama agamasi
yapilabilir. Karigim beklemeye birakildiginda iki fazli bir sistem elde edilir.
Alt faz (kloroform) tiim doku lipitlerini igerirken, tist faz (su/metanol) lipit
olmayan maddeleri igerir (Sekil 3). Sonug olarak bu ekstraksiyon yontemi,
diger herhangi bir tek ¢oziici yontemden daha yiiksek verimlilik sagladig:
igin evrensel kabul gormiistiir.
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* Basittir.
e Istenilen her 6l¢ekte uygulanabilir

* Yikama igleminden kaynaklanan lipit kayiplarinin onemli olgiide
azaltir

* Kopiirme ve proteolipit kayb:r olmadan temiz kuru bir ekstrakt elde
edilir.

Ust faz
Lipit olmayan maddeler

Coziinmeyen kalinti

Alt faz
Polar ve nonpolar lipitler

Sekil 3: Folch yontemi ile faz dagilume

Bligh-Dyer Yontemi

1959 yilinda E.G. Bligh ve WJ. Dyer tarafindan, dondurulmug baliklarda
toplam lipit igerigini belirlemek igin hizli ama etkili bir lipit ekstraksiyon
yontemi olarak gelistirilmigtir (31). Folch yontemi de hizli sayilmasina
ragmen, biiylik hacimlerde ¢oziicii kullanma dezavantajmna sahiptir. Bu
yontemde, kloroform:metanol:su (1:1:0,5 v/v/v) igeren ekstraksiyon ¢ozeltisi
kullanilarak hiicresel pargalama ile lipit ekstraksiyonu saglanmaktadir. Genel
olarak, kat1 dokudan lipitlerin ekstraksiyonu igin Folch yontemi kullanilirken,
Bligh-Dyer yontemi biyolojik sivilar igin avantajhdir.

Onemli bir not olarak belirtilmelidir ki, Bligh-Dyer ekstraksiyon yontemi
fosfolipitleri ekstrakte etmekte uygun olmasmna ragmen lizofosfatidik asit,
sfingozin-1-fosfat, siilfatid gibi hidrofilik lipitleri ekstrakte edememektedir
(32).

Folch ve Bligh-Dyer yontemleri; saglik, ilag, gida veya biyoyakit
laboratuvarlarinda lipit analizleri igin glintimiizde de kullanilmaktadir. Ancak
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bu yontemlerde kullanilan kloroform, yiiksek derecede toksik ve kanserojen
oldugundan giivenlik agisindan ciddi dezavantaj olugturur. Folch ve Bligh-
Dyer yontemlerini iyilestirmek igin, kloroform / metanol karigimi yerine
daha zararsiz kimyasallar denenmig ve farkli yontemler ortaya konmustur.

Matyash Yontemi

Matyash yontemi kloroform toksisitesi riskini ortadan kaldirmak igin
tiiretilen metotlardan biridir (33). Metil tert-butil eter (MTBE) / metanol
karigimi ile lipit ekstraksiyonu Ornek hazirligi agamasim  basitlegtirir
ve ¢ok diigiik miktarlardaki biyolojik Orneklerin nispeten daha isabetli
olarak ayrigtirlmasina olanak saglar (34) ancak bunun aksine sonuglar da
bildirilmistir (35).

Bu yontemde, 200 mikrolitre (ul) sivi 6rnege 1,5 mililitre(ml) metanol
ilave edilir daha sonra vortekslenir. 5 ml MTBE ve 1,5 ml su ilave edilir.
MTBE diisiik yogunlukta oldugu igin siv1 faz ekstraksiyonu sirasinda lipit
igeren organik fazin iist tabakada kalmast saglanmig olur (Sekil 4). Folch
ve Bligh-Dyer yontemlerinde lipit igeren faz, yiiksek kloroform yogunlugu
nedeniyle alt tabakayr olusturur ve bu da lipit tabakasinin toplanmasin
zorlagtirabilir. Ayrica, Folch ve Bligh-Dyer yontemlerinde denatiire proteinler
gibi ekstrakte edilemeyen matrisler iist ve alt fazlar arasinda iken, MTBE
yonteminde ekstraksiyon tiipiiniin dibinde yogun bir pelet olugturarak
santrifiijleme ile kolayca ayrilir.

FOLCH MTBE

Cozinmeyen kalinti

Coziinmeyen kalinti

Sekil 4: MTBE ve Folch yontemlerindeki faz dagiluna.
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MTBE, kloroform igeren yontemlerle kargilagtirildiginda;

* Yogunlugu diigiik oldugundan lipit igeren organik fazin iist fazda
olugmasini saglar ve toplama iglemlerini basitlegtirir.

* Toksik ve kanserojen degildir.
* Kimyasal olarak stabildir.
* Agindirici 6zelligi yoktur.

* Saklama sirasinda peroksit olusturmaz ve bu yiizden kararsiz lipitleri
bozma tehlikesi tagimaz.

Alshehry Yontemi (BUME)

2015 yilinda Zahir H. Alshehry ve arkadaglar1 tarafindan, 10 ul plazma
ornegi, 100 ul 1-blitanol:metanol (1:1 v/v) ile karigtirlarak tiim ana lipit
siniflarinin  (steroller, gliserolipitler, gliserofosfolipitler ve sfingolipitler)
ekstraksiyonu bildirilmistir (36). Bu yontemin farki 1-biitanol:metanol
karigimi (1:1, BUME) ve izopropanol kullanilarak tek fazli ayirma yontemiyle
lipit ekstraksiyonunun elde edilmesidir. Biiyiik oOlgekli caligmalarda
tekrarlanabilirligi saglamak i¢in minimum Ornek hazirhigr gerektirdiginden
tek fazli yontem avantajhidir. Biitanol ve metanole (BUME) dayanan tek fazl
ckstraksiyon yonteminde, seramik boncuklar i¢eren 2 ml'lik polipropilen
tiipler kullanilarak homojenizasyon saglanmaktadir. Tek bir tiipte 6rnek
toplama, depolama, homojenlestirme ve ekstraksiyon prosediiriiniin
tamamint  gergeklestirebilme avantaji saglarken, segilen ¢oziiciide lipit
bakimindan zengin st fazi saglamaktadir. Matyash’a kiyasla tek fazh
ckstraksiyon yonteminin verimi diigliktiir. Ayrica ekstraksiyon sonucu lipit
olmayan bilegiklerin arttig1 bunun da kontaminasyona ve iyon stipresyonuna
neden oldugu gozlenmigtir (37).

Lipit analizlerinde kati-faz ekstraksiyonu da kullanimi artan bir
uygulama olarak 6nem kazanmaktadir (38). Basit olarak kat1 faz ayrim
yonteminde ornek, tutucu madde (adsorban) igeren kartuga yiiklenmekte,
analit adsorban tizerinde kalirken safsizliga yol agan diger maddeler yikanarak
uzaklastirilarak temiz bir ekstrakt elde edilmektedir. Kat1 faz ekstraksiyonu
hizli, giivenilir ve ekonomik olmasi agisindan ve ozellikle islem sonunda
yiksek lipidom kapsamina sahip ekstrakta olanak vermesi nedeniyle tercih
edilmektedir.

ANALITIK YONTEMLER

Polarite, yapisal analoglar ve izomerler nedeniyle, lipit molekiillerinin
analizinde geligmis ayirma tekniklerinin  kullanilmas:  gerekmektedir.
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Lipitlerin kalitatif ve kantitatif analizleri igin; ince tabaka kromatografisi, GC,
LC ve MS olmak iizere birgok analitik yontem kullanilmaktadir. Daha 6nce
not edildigi gibi, 6zellikle ESI ve yiiksek ¢oziiniirliikli kiitle spektrometreleri
gibi “yumugak” iyonizasyon tekniklerinin gelismesiyle, lipidomik alaninda
¢aligmalar artmistir.

Giiniimiizde lipitleri analiz etmek igin iki strateji vardir: hedeflenmig lipit
analizi ve hedeflenmemis lipit analizi. Hedefli lipit analizi, bilinen lipitleri
tanimlar ve bu spesifik lipitlerin kantitatif analizi i¢in yiiksek hassasiyete
sahip yontem gelistirir. Hedeflenmemig lipit analizi ise tiim lipit tiirlerini
ayni anda tanimlamayr amaglar; ancak, spesifik analitlerin kantitasyonu
agisindan nispeten zayiftir.

Lipit molekiillerinin yapisal gesitliligi nedeniyle tek bagina kromatografik
yontemlerin  kullanilmasi yeterli bir analiz saglamazken giiniimiizde
kromatografinin MS ile eslenmesi sonrasinda lipit analizlerinde 6nemli
gelismeler kaydedilmistir.

Ince tabaka kromatografisi 1960lar’ dan itibaren lipit ayirmada kullanilan
en eski ve yaygin kromatografik yontemdir. Bu yontemde lipitler, silika jel
kapli tabakalara uygulanir ve organik ¢oziicii (siklikla farkli ¢oziiciilerin
karigimi) tabaka tizerinde ilerlerken, daha az polar lipitler daha polar ya da

yikli lipitlere gore daha hizli hareket ederek birbirlerinden ayrilirlar (39).

Sw1 kromatografisi (LC) kompleks bilesenleri birbirinden ayirmak igin
ticari kolon ve yiiksek basingli pompa kullanan bir sistemdir. Fosfolipitlerin
izolasyonu ve analizi i¢in HPLC siklikla kullanilmaktadir. Lipitlerin
kromatografik ayriminda; siklikla normal fazlh sivi kromatografisi (NPLC)
ve ters fazli sivi kromatografisi (RPLC) yontemleri kullanilmaktadir. Ayrica
hidrofilik etkilesim sivi kromatografisi (HILIC) de tercih edilebilmektedir.
NPLC lipit simflarint ayirirken, RPLC yag agil bilesimine gore ayrim
yapar. Bu nedenle NPLC, farkli bag gruplarina sahip fosfolipitleri ayirmak
igin kullanighdir, RPLC ise ayni sinifta yer alan fosfolipitleri yag agil zincir
uzunluklarina, ¢ift bag sayisina gore ayirabilir.

NPLC ve HILIC, hidrofilik iglevselliklerine gore lipit tiirlerini ayurir,
bu nedenle polar lipitleri ayirmak igin kullanilan LC yontemdir. NPLC’ye
gore HILIC, saglamlik ve daha iyi tekrarlanabilirlik saglar ve MS ile daha
uyumludur. Lipit ayrimu i¢in kullamilan diger LC teknikleri, sulu olmayan
RPLC, glimiig iyonu RPLC, kiral LC ve siiperkritik akigkan kromatografisi
(SFC) dir. Karmagik lipitlerin ayrilmasinda oft-line ve on-line iki boyutlu
LC sistemleri kullanilir. SFC, hizli lipit profilleme teknigidir. Siiperkritik
akigkanlar, normal sivilardan daha diisiik viskoziteye ve yiiksek diflizyon
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katsayilarina sahiptir dolayisiyla LC’den daha yiiksek verim analizi saglar
(40).

Kromatografik olarak ayrildiktan sonra, molekiiller iyon kaynagina
girerler ve iyonizasyona ugrarlar daha sonra kiitle analizoriiyle belirli iyonlar
tespit edilir. Tyonlar, hedeflenmemis (tam spektrum alumi), siifa 6zgii (iiriin
iyon taramasi, Oncii iyon taramasi veya notr kayip taramasi) veya hedeflenmig
(goklu reaksiyon izleme) sekilde farkli tarama tiirleriyle elde edilir.

Tiim LC-MS lipidomik uygulamalar, hedef kiitle spektrumu elde etmek
i¢in kullanilan ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) veya segilen iyon izleme
(SIM) modu yerine, genellikle yiiksek ¢oziiniirliiklii (HR) moda sahip tam
kiitle spektrumu elde edebilen bir kiitle spektrometresi kullanir. MRM ve
SIM modlarinin dezavantaji, yalnizca belirli gegislerin veya belirli iyonlarin
izlenmesini saglarken, tanimlanamayan (hedeflenmemis) lipitleri kayittan ve
veri eldesinden sonra tekrardan igleyememesidir.

LC-MS yontemi, tiirevlendirme reaksiyonu gerektirmedigi igin, lipidomik
uygulamalarda GC-MS’e kiyasla daha avantajhdir (41).

Gaz kromatografisi (GC) 1941°de sivi kromatografi sistemindeki hareketli
faz olan sivinin bir buharla degistirilmesiyle ortaya ¢ikmustir. 1950’lerde
kromatografi tekniginin kiitle spektrometresi ile birlestirilmesiyle GC-MS
teknigi geligtirilmigtir. GC-MS lipit biyokimyasi ve lipidomikte 6nemli bir
ayirma teknigidir. GC ugucu ve ugucu olabilen bilesiklerin ayrilmasinda
kullaniir. GC* de gerekli ugucu tiirler olugturmak igin tiirevlendirme
islemine ihtiya¢ duyulur. GC, 6zellikle modifiye yag asitleri igin popiiler bir
ayirma teknigidir. GCnin MS’e baglanmasiyla pargalanan analitlerin yapisi
belirlenir. GC-MS, hidroperoksitler, yag asit hidroksitleri ve izoprostanlarin
miktar tayininde de kullanilmaktadir (42).

Kiitle Spektvometvesi (mass spectrometry, MS) daha duyarli, numune
kalitesindeki degisikliklere daha toleranslidir ve manyetik ya da elektriksel bir
alanda hareket eden iyonlarin kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore tespit yapar.
Ayrica kiitle ve yiik gesitli biyomolekiillerin ortak 6zellikleri oldugundan
lipitler disinda MS, metabolitleri, karbonhidratlar1 analiz etmekte ve bir
proteindeki kiitle artigina neden olan fosforilasyon veya hidroksilasyon gibi
translasyon sonrasi degisiklikleri de tespit etmek igin kullanilir.

Kiitle spektrometrik analizde ii¢ temel olay gergeklesir; 1) analit
iyonizasyonu, ii) kiitleye bagli iyon ayrimi ve iii) iyon tespiti. Iyonlar1 m/z
oranlarina gore ayirt eden kiitle analizorleri kullanihir. Kuadrupol (dort
kutuplu, Q), iyon tuzagi (trap), ugus zamanl (TOF), elektrostatik ve
manyetik sektor, iyon kapani ve iyon siklotron rezonansh kiitle analizorleri,
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kiitle spektrometresinde kullaniimaktadir. Analizorler, yiiksek ¢oziiniirliik ve
kiitle dogruluguyla analitlerin tanimlanmasini kolaylagtirir ve m/z orani ile
ayrilabilen analitlerin sayisini artirir (43). Kiitle spektrometresi ile gesitli lipit
molekiileri pikomol diizeyinde Olgiilebilir.

Lipidomikte temel olarak olarak {i¢ farkli MS yontemi kullanilir; 1)
dogrudan enjeksiyonlu (shotgun) MS, ii) kromatografik ayirmalarla
birlestirilmis LC/MS ve iii) kiitle spektrometrik goriintiileme (MSI) dir.
Shotgun MS’te 6rnek kromatografik ayirma olmaksizin, dogrudan cihaza
verilir. Kolon kullanilmamasi 6nemli bir avantajdir. Diger yontemlere gore
daha az zaman alan, daha kullanigh ve daha tekrarlanabilir bir yontemdir,
gok fazla lipit tiirtinii belirleyebilir. Ancak shotgun yontemiyle diigitk
konsantrasyonlardaki lipit molekiillerinin analizi sinirlidir ve lipit izomerlerini
ayirt etmek zordur (44).

Lipidom pek ok farkl: tiirdeki lipit molekiillerinden olusur. Lipidomda
ok sik rastlanan, aym1 molekil agirhgina sahip ancak agik formiilleri farkl
olan ‘izobarik tiirler’i ayirmak igin tek bagmna MS yetersiz kalir. Dogru
tanimlanabilmeleri igin ardiggtk MS (tandem MS) sistemleri kullanilir.
Ardigtk MS sistemiyle, izobarik veya ¢ok benzer Kkiitlelere sahip lipit
bilesiklerini analiz etmek miimkiindiir. Shotgun lipidomik analizlerde,
genelde QTOF veya Orbitrap gibi hizli tarama, yiiksek ¢oziiniirliiklic MS
kullanihr. Tzobarik bilesikler, yiiksek ¢oziiniirliiklii cihazlarla ayirt edilirken
izomerik bilegikler, parcalanma (fragmantasyon), kromatografik ayirma ve
iyon mobilite MS kullanilarak ayirt edilir. Tyon mobilite bir gaz-fazi ayirim
teknigi olup iyonlarin, yiik, sekil ve boyutlarina gore ayrimini saglar. iyonlar
azot gibi bir gaz yoluyla, elektrik alani altinda go¢ ederken birbirinden
ayrilir Tyon mobilite MS, iyonlar: sekillerine gore ayirir ve farklt gift bag
konfigiirasyonlarinda ya da farkli siniflardaki izobarik lipitleri ayirt etmede
kullanilir(45). ESI ve MALDI MS 6rnekteki birden fazla bilegeni ayni anda
analiz ederek, biyolojik dokudaki birgok lipit sinifinin profillenmesine olanak
tanir ve shotgun lipidomigin gelisimine katki saglamistir.

Svi Kromatografi Tandem Kiitle Spektrometresi  Lipidomik
uygulamalarda ESI yonteminin kullanilmasinin nedeni sivi kromatografi ile
dogrudan ara yiiz olugturulmas: ve numune hazirlamanin basit olmasidir.
ESI yonteminde ¢ozeltideki Ornegin infiizyonu gerektiginden, HPLC
ye kolay bir sekilde baglanabilir. Elektrosprey iyonizasyon tandem kiitle
spektrometresi (ESI-MS/MS) yontemi, lipitlerin hizli ve hassas analizini
gergeklestirir.

MALDI y6nteminde ise matriksin ornek ile kristallenmesi gerekir. Ayrica
ornekteki tuz ve deterjan varligina daha toleranshidi. MALDI molekiil
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tiirlerinin dokular arasindaki uzaysal dagilimlari hakkinda bilgi edinmek
igin MS goriintiilemede ¢ok kullanilan tekniktir. Lipit analizinde genellikle
ESI, atmosferik basingh kimyasal iyonizasyon (APCI) ve ylizey analizi igin
lazer bazli MS yontemleri kullanilir. Ayrica lipidomik yontemlerde yiiksek
¢oziiniirliiklii olan Orbitrap, Fourier doniisiimli iyon siklotron rezonans
kiitle spektrometresi (FI-ICR-MS) ve dort kutuplu ugus zamanh kiitle
spektrometresi (QTOF-MS) kullanilir (46).

Ozellikle sivi kromatografisi ve kiitle spektrometresindeki teknolojik
gelismeler, lipitlerin hassas ve spesifik analizini saglamaktadir. MS
teknolojilerindeki ilerleme, lipitleri ve ¢esitli hastaliklarda lipit etkisini
anlamamizi saglayan, lipidomik alanina yol agmistir. Lipit profillerinin hem
hedeflenmis hem de hedeflenmemis kargilastirmali analizleri, lipit hiicre
biyolojisinin incelenmesinde ve hastaliklar i¢in yeni ilag ve biyobelirteglerin
kestedilmesinde 6zellikle 6nemlidir.

Veri igleme

Veri toplama siirecinden sonra en 6nemli adim ham veri iglemedir. LC-
MS analizi, alikonma zamani, m/z degerini ve sinyal yogunlugunu 6l¢meyi
saglar. Veri isleme siireci birgok asamadan geger:

1. filtreleme

2. ozellik saptama
3. siralama

4. normallegtirme

Filtreleme yOntemi, giiriiltiiyii veya taban ¢izgisini ortadan kaldirmak
amaciyla ham sinyali igler. Ozellik saptama, gergek iyonlarin neden oldugu
tiim sinyalleri tanimlamak ve yanhs pozitiflerin tespit edilmesini 6nlemek
igin yapilir. Siralama yontemi, caliymalar arasindaki alikonma zamani
farkliliklarini diizeltmek ve farkli orneklerden alinan verileri birlestirmek
igin gereklidir. Normallestirme adimlar ise 6lglimler arasinda veya numune
hazirlama sirasinda iyon yogunluklarinda istenmeyen sistematik yanliiga
neden olan faktorleri ortadan kaldirir.

Farkli peak-processing (pik igleme) yazilimlarinin uygulanmasi, bir
caligmanin sonucu iizerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilir.Dort olasi
yaklagim vardir:

1. Cihaz saticisinin yazilmimni kullanmak (MarkerLynx, MarkerView,
Mass Profiler Professional, MassHunter/Genespring, MetQuest, SIEVE);
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2. MS verilerinin ¢ogunu isleyebilen bagimsiz gelistiricilerin  6zel
yazilimlarint kullanmak (GeneData, Lipostar, LipidBlast, MSDIAL);

3. Agik erigim yazilimi kullanmak (XCMS, MZmine, MetAlign, IDEOM)
4. Kendi kodlarmi gelistirmek (Matlab, R)

KLINIK LIPIDOMIK

Genomik, transkriptomik, proteomik alanlarina benzer gekilde lipidomik
de hizh bir gekilde biyomedikal uygulamalara ve klinik aragtirmalara konu
olmaya dogru ilerlemistir(1, 47). Isabetli kantifikasyon saglayan geligmis
yontemlerin kullanildigr lipidomik analizlere dayali, tanisal biyobelirteg
arayan klinik caliymalar 15 yildan fazla bir siiredir yiiriitiilmektedir.
Giiniimiizde lipidomun tiimiiniin kantitatif bir sekilde ortaya gikariimas:
ve ayrintlr iligkilerin gosterilmesi heniiz miimkiin olmasa da hedeflenmig
lipidomik uygulamalar1 sayesinde belirli lipitlerin spesifik sartlar veya
hastaliklarda gosterdikleri degisimler ortaya konabilmektedir (48, 49).

Lipitler ve hastaliklar

Kalitsal metabolik hastaliklarin tanisinda hedefli lipidomik analizler
uzun siiredir kullanilmaktadir. Yag asidi oksidasyonuyla ilgili dogustan
metabolik bozukluklar ve peroksizmal hastaliklarin tanisi igin kullanilan
hedefli lipidomik analizler oldukga degerlidir (50). Nieman-Pick Tip C ve
A/B hastaliklari, Smith-Lemli-Opitz sendromu gibi hastaliklarda hedefli
oksisterol ol¢timleri tanisal yetkinlikte sonuglar elde edilmektedir (51). Yine
Fabry, Gaucher ve Krabbe hastaliklarin tanisi, takibi ve tedavi izleminde
lizostingolipitlerin LC-MS ile hedefli lipidomik analizi ¢ok degerlidir (52).

Diger yandan gelisen teknoloji, lipidom kavramiyla ilgili farkindaliginin
artmasi ve lipidomik analiz yontemlerinin yayginlik kazanmasiyla beraber,
klinik lipidomik ¢aligma sayisinda 6nemli artig olmustur. Bunun neticesinde
de lipitlerle dogrudan veya dolayl iligki gosterdigi tespit edilen hastaliklarin
listesi glin gegtikge uzamaktadir (53). Ateroskleroz, ¢esitli kanserler ve
norodejeneratif hastaliklar gibi kiiresel anlamda morbidite ve mortalite
kaynagi olan hastaliklarin (54-56) yani sira tanist veya tedavisinde yeni
gelismelere ihtiya¢ duyulan, ‘nadir’ hastaliklar da lipidomigin ilgi alaninda
bulunmaktadir (57). Nasil ki metabolizmanin biitiin elemanlar1 hastaliklarla
degisim gosterebiliyorsa, lipidom da hastalik patofizyolojisine bagh
olarak gesitli degisiklikler gosterebilmektedir (58). Dolayisiyla lipidomik
analizler ile, oOzellikle g¢esitli hastaliklarin tanisinda kullanilabilecek yeni
biyobelirteglerin kesfi miimkiin olabilecektir (1, 5).
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Kanserlere baktigimizda ¢esitli lipitlerin over (59), prostat (60),
larinks (61), pankreas (62) ve akciger (63) kanserleri igin tanisal ozellik
gosterebilecegi veya mevcut tani yaklagimlarinin isabetini artirabilecegi
gosterilmigtir. Diyabet, hipertansiyon, ateroskleroz ve diger kalp hastaliklari
gibi kronik hastaliklarin da tanisinda veya prognozunu belirlemede lipitlerin
analiz edilmesinin faydali olabilecegi raporlanmistir (64-68). Bunlarin yani
sira, norolojik hastaliklarin tanisinda da lipidomik analizlerin rolii olabilecegi
ve seyrin belirlenmesine katki sunabilecegi diigtintilmektedir (69).

Tanisal rolden oOtesi

Lipidomik analizlerin kullanimma yalmizca tanisal agidan yaklagmak
dogru degildir; ¢iinkii tek amag global lipidom analizi yaparak hastalik
durumunda artan ve azalan lipitlerin tespit edilmesi degildir. Lipitlerin bu
hastaliklarin seyri, patofizyolojisi ve prognozu ile olan iligkilerini tespit
etmek de artik 6nemli bir hale gelmistir (70). Ornegin, lipidomun gesitli
akciger hastaliklarinda (agir pnéomoni, pulmoner emboli ve kronik akciger
hastaliklarinin alevlenme donemi) goriilen degisikliklerini ve bu degisimlerin
lipitlerle iliskisini inceleyen bir ¢aligmada lipidomik analizlerin bu hastaliklar
icin yeni biyomarker olarak kullanilabilecegi ve terapotik potansiyel
gosterebilecegi savunulmugtur (71).

Klinik lipidomik uzun dénemde hastalik tamsinda onemli bir qigir
agacak gortinmektedir. Hem temel hem de klinik biyokimya aragtirmacilari,
gelismekte olan bu alanla ilgili yenilikleri takip etmek ve saglik bilimleri
alanindaki potansiyel katkisinin farkinda olmak zorundadir.
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