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PROJE BASLIGI Otozomal Dominant Polikistik B6brek Hastaliginin Progresyonunda Metabolomik Temelli
Makine Ogrenimi Yaklagimlan lle Kigiye Ozel Takip Raporunun Olusturulmasi

Proje degerlendirme panelistlerinin, asagida belirtildigi zere projenin cesitli bélimlerine iliskin elestirileri olmustur. Panelistlerin
elestirileri dogrultusunda projede gerceklestirilen revizyonlar ve elestirilere iliskin yanitlar asagida sunulmustur (PG: Panelist
Gorisl, R: Revizyon).

1. 5zGUN DEGER

PG-1. Proje énerisinde otozomal dominant polikistik bébrek hastaliginin (ODPBH) takibine ybénelik bir makine dgrenmesi
yazilimi tasarlanmasi planlanmaktadir. Bu kapsamda ODPBH hastaliginin plazma érneklerinden tespit edilebilen biyokimyasal
degdiskenlere ek olarak metabolomik verileri toplanmasi, bu verilerin iyi gidisatli ve renal kist olusumu ve/veya bébrek yetmezligi
gelistiren kéti gidigatli hastalar arasindaki farkliliklarin incelenmesi ve bu verilere dayali makine 6grenmesi kullanan bir yazilm
sistemi tasarlanip hastaligin prognozunu éngérmeye yénelik kisiye 6zgli takip raporu lretilmesi planlanmistir.

Asagdidaki noktalarin projenin 6zglin dederini kisitladigi degerlendiriimektedir:

Daha 6nce benzer bir biyobelirte¢ kegif ¢alismasinin idrar érnekleri (izerinden yapildidi literatiirde gériilmektedir. Benzer bir
yaklagim yerine invaziv bir yéntem olan kan plazmasina dayali elde edilecek metabolomik verinin bu hastaligin prognozunda
ne gibi avantajlar saglayacadi yeterince agiklanmamistir.

R-1. Metabolomik analizlerinde en sik kullanilan iki érnek tipi plazma ve idrardir. Her ne kadar idrar girisimsel olmayan toplama
yontemi ve bobreklerden stzilerek elde edilmesi sebebiyle bobrek hastaliklari g6z énine alindiginda plazmaya gére avantaj
saglasa da hedef gozetmeyen (untargeted) metabolomik analizlerinde idrar numunesinin secilmesinin 6nemli dezavantajlari
veya kisittamalari vardir. Bu dezavantaj veya kisittamalardan asagida kisaca bahsedilmistir.

e Idrar kanin glomeriiler filtrasyona ugramasi sonucunda olusan bir viicut sivisidir. Bu sivi olusurken normalde
plazmada bulunan birgcok metabolit bébrek tubullerinden geri emilmektedir. Bu nedenle idrarda tespit edilebilen toplam
metabolit sayisi plazmaya gére son derece sinirlidir. insan metabolom veri tabani (https://urinemetabolome.ca/ )
verilerine gore idrarda tespit edilebilen metabolit sayisi yaklasik 3100 iken bu sayi serum/plazma igin 4600’dir
(https://serummetabolome.ca/ ).

e idrarda bulunan metabolitlerin dnemli bir kismi ilag ve besinlerin metabolitleri veya son riinlerdir. Ancak, plazma
yukarida bahsedilenlerin yani sira endojen metabolizma degisiklikleri sonucu olugsan metabolitleri idrarla
kiyaslandiginda daha iyi yansitmaktadir.

Kaynaklar:
e Yin P.,, Lehmann R., Xu G. (2015). Effects of pre-analytical processes on blood samples used in
metabolomics studies. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 407:4879-92.
e Bouatra S., Aziat F., Mandal R., ve ark. (2013). The Human Urine Metabolome. PLoS ONE, 8(9): e73076.
e Psychogios N., Hau D. D., Peng J., ve ark. (2011). The Human Serum Metabolome. PLoS ONE 6(2):
e16957.

¢ Numunelerin toplanmasi, 6n islenmesi ve saklanmasindaki kiicik degisiklikler bile metabolit stabilitesini Snemli élglide
etkileyebilir, analitik sonuglarda farklilasmaya neden olabilir ve arastirmanin glvenilirligini azaltabilir. Her ne kadar
idrar 6rnegdi toplamasi son derece kolay bir numune tiri olsa da, idrar 6rneginin hastanin kendisi tarafindan alinmasi,
cok farkl érnek tipi olmasi (24 saatlik, 4 saatlik, rastlantisal 6rnek) ve 6rnek alim sirasinda genital bolge temizligine
dikkat edilmemesi sonucunda olusabilecek kontaminasyonlar nedeniyle 6rneklerin standardize edilmesi son derece
zordur. GUnlik su tiketimi de idrar yogunlugu ve dolayisiyla metabolom konsantrasyonunu son derece 6nemli
diuzeyde etkilemektedir. Bu etki elde edilen intensity degerlerinin kreatinine oranlanmasi ile giderilebilir ancak bu
durumda ise kreatinin élgiimiinden gelen olasi analitik hatalar sonuglari olumsuz yénde etkileyebilecektir. Ozellikle,
son derece dusuk konsantrasyonlardaki metabolit bolluk (abundance) duzeylerini etkileyebilir ve bu nedenle
c¢alismanin guvenilirligi azalabilir.

Kaynaklar:

e Kirwan J. A, Brennan L., Broadhurst D., ve ark. (2018). Preanalytical Processing and Biobanking
Procedures of Biological Samples for Metabolomics Research: A White Paper, Community Perspective (for
"Precision Medicine and Pharmacometabolomics Task Group"-The Metabolomics Society Initiative). Clin
Chem, 64(8):1158-82.

e Lee J. E, Kim Y. Y. (2017). Impact of Preanalytical Variations in Blood-Derived Biospecimens on Omics
Studies: Toward Precision Biobanking? OMICS: A Journal of Integrative Biology, 21(9):499-508.

e Delanghe J. R., Speeckaert M. M. (2016). Preanalytics in urinalysis. Clin Biochem, 49(18):1346-50.

e Zhang A., Sun H., Wu X., ve ark. (2012). Urine metabolomics. Clin Chim Acta, 24(414):65-9.
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e Metabolomik analizinde 6nemli preanalitik faktorlerden biri de drnek toplama kaplari ya da tlpleridir. Bu kaplar/tipler
ilgilenilen bilesikleri bozmayan 6zellikie olmalidir. Serum veya plazma tiplerinin aksine, idrar igin kullanilan kaplar
genellikle giplak polipropilen kaplardir. Bu kaplar spesifik olmayan emilimi (adsorpsiyon) nedeniyle metabolit
kayiplarina neden olabilmektedir.

Kaynaklar:
e Filzmoser P., Walczak B. (2014). What can go wrong at the data normalization step for identification of
biomarkers? Journal of Chromatography A, 1362:194-205.

e idrar hacmi ve akis hizi, giin boyunca bireyler arasinda ve hatta birey ici bliylik farkliliklar gdsterir. Bunun nedeni,
bdébreklerin kan filtreleme ve salgilama islevierine ek olarak, idrar ile atilan su hacmini ve inorganik tuzlarin
konsantrasyonlarini module ederek kanin hacmini ve pH'sini da ayarlamasidir. Bu durum metabolomik ¢calismalarinda
idrar drnekleri g6z 6nlne alindiginda 6nemli bir preanalitik faktor olarak kargimiza gikmaktadir.

e Kandan siizillen ve/veya idrara salinan tuzlar ve metabolitler, kiitle spektrometrisi 6l¢iimlerini engelleyen bir iyon
bastirma etkisine neden olabilir. Bu nedenle, idrar ornekleri genellikle dlgiimden Once seyreltilir. Seyreltme orani
(genellikle 1:5 ile 1:20 arasindadir). Bu dizeyde gergeklestirilen bir seyreltme optimizasyonu saglanmasi son derece
Onemli bir problemdir.

Kaynaklar:
e Annesley T. M. (2003). lon Suppression in Mass Spectrometry. Clinical Chemistry, 49(7):1041-4.

e Tani amaciyla elbette girisimsel olmayan tekniklerin kullaniimasi arzu edilen bir durumdur. Ancak éncelik tani aracinin
girisimsel olup olmadigindan ziyade yutksek dogrulukla ve tekrarlanabilir sonuglar elde edebilmektir. Bunun da en
dnemli sartlarindan biri érnek stabilitesi ve preanalitik faktorlerin elimine edilmesidir. idrar érnegi géz 6niine
alindiginda bu etkilerin ortadan kaldiriimasi plazmaya gére son derece zordur. Ayrica plazma her organla iligkilidir. Bu
nedenle, sistem biyolojisini ve butin bir sistemi aciklamamda en iyi yontemdir. Ayrica, tim dinyadaki ¢alismalar
dikkate alindiginda en fazla galisilan 6rnek tipi plazma/serumdur. Kan alimi minimal girisimsel (invaziv) bir igslemdir.
Elde edilen bilgi ve hastahgin énemi dikkate alindiginda butiin bir sistemi agiklayip genel bir yargiya varabilmek igin
olabildigince fazla bilgi almak gerekir. Bu nedenlerle plazma ile galisiimasi uygun gorilmustar.

Kaynaklar:
e Bujak R., Struck-Lewicka W., Markuszewski M. J., ve ark. (2015). Metabolomics for laboratory diagnostics.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 113:108-20.

e ODPBH hastalarina bdbrek biyopsisi gibi girisimsel islemlerin yapilmasi hem kanama acisindan risklidir, hem de etik
acidan uygun degildir. Literatirde idrar Ornekleri bu hastalarin takibinde ve yeni patofizyolojik yolaklarin
aciklanmasinda hicre ve materyal agisindan yeterli olmadidi i¢in calismalarda plazma kadar ¢ok kullaniimamaktadir.

PG-2. Proje ©6nerisinin 6zglin deger tasidigi belirtilen ydnleri olan hastalardan alinacak plazma 6rneklerinin  kiitle
spektrometresi ile analiz edilip, belirlenecek metabolitlerle yapilacak biyoinformatik analizlerle prognostik biyobelirte¢ belileme
calismalari literatiirde hali hazirda bulunmaktadir (1-2). Ek olarak, ODPBH’ye 6zgli herhangi bir karar destek sisteminin bu
zamana kadar gelistiriimedigi belirtilmis olmasina ragmen, buna y6nelik yayin literatiirde bulunmaktadir (3).

Kaynaklar:

e Baliga, M.M., Klawitter, J., Christians, U., Hopp, K., Chonchol, M., Gitomer, B.Y., Cadnapaphornchai, M.A., Klawitter,
J. 2021. Metabolic profiling in children and young adults with autosomal dominant polycystic kidney disease, 11 (1),
6629.

e Kim, K., Trott, J.F., Gao, G., Chapman, A., Weiss, R.H. 2019. Plasma metabolites and lipids associate with kidney
function and kidney volume in hypertensive ADPKD patients early in the disease course, BMC Nephrol, 20 (1), 66

e Abraham, A.G., Girardat-Rotar, L., Ziegler, S., Blum, M., Galletti, F., Puhan, M.A., Serra, A.L. 2018. A Clinical Patient
Reporting Tool: Giving ADPKD Patients Back Their Data, Praxis (Bern 1994), 107 (8), 425-434.

R-2. Proje panelistlerinin gortsleri dogrultusunda, proje ile iliskili olarak sunulan referans kaynaklar ile proje ©nerimiz
arasindaki amag, hedef ve metodolojik farkliliklar agagida belirtiimistir:

(1) Baliga ve ark. (2021) caligmasi ile proje 6nerimiz arasindaki farkhliklar:

e Baliga ve ark., 98 saglkli gocuk ve 78 ODPBH'li gocuk arasinda farklilik gosteren belirtegleri ve yollari belirlemek ve
bunlarin veya diger belirteglerin 3 yil boyunca ODPBH'nin ilerlemesiyle iligkili olup olmadidini belirlemek i¢in ¢alisma
yapmistir. Bizim ¢calismamizda hasta sayisi 250 olarak planlanmistir ve ilgili calismaya kiyasla énemli 6lctide fazladir.
Ayrica, 7 yil gibi uzun sureli takip yapilmasi planlanmaktadir. ODPBH yavas seyirli bir hastalik oldudu icin bu klinik
calismalarin takip suresi uzadikca deger kazanmaktadir.

e Baliga ve ark. calismasinda hasta gesitliligi kisithilik géstermektedir. Calismadaki tim hastalara lisinopril (ACE
inhibitor) verilmistir. Bu yuzden, iyi progresyon goésteren hastalarin lisinopril kaynakl mi hastaligin seyriyle mi alakali
oldugu belirlenememistir. Bizim ¢alismamizda ACE inhibitori kullanan ve kullanmayan hasta gruplar olacaktir.
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e Baliga ve ark.’nin ¢alismasindaki hastalarda PKD1 ve PKD2 gen mutasyonlari ¢alisiimamistir. Gen mutasyonlari
direk hastalik seyrini etkileyebilecek derecede dnemli bir veridir. Bu yliizden metabolitlerin genetik mutasyonla olan
iliskisi incelenememigtir. Bizim ¢alismamizda hastalarin tamaminin genetik mutasyon sonuglari bulunmaktadir. Bu
sayede metabolitler ile PKD gen mutasyon iligkisinin hastalik progresyonuna katkisi incelenebilecektir. Ayni zamanda
HT (hipertansiyon), ht-TKV, proteindri, yillik GFR disusu gibi ODPBH progresyonunda kullanilan parametreler ile
metabolitlerin hastalik progresyonuna olan etkisi makine dgrenimi yaklagimlari ile incelenecektir.

e llgili calismada, analitik yontem olarak QTRAP- tandem MS kullanilmistir. Bu yéntem hedef gézeten (targeted)
metabolomik analizleri icin kullanilabilir, fakat hedef gbdzetmeyen (untargeted) metabolomik analizi
gerceklestirememektedir. Hedef godzetmeyen metabolomik analizlerinde QTOF 6zelligi bulunan kromotografi
sistemleri kullaniimahdir. iigili galismanin Yéntem bélimii incelendiginde yazarlarin yaptiklar analizi hedef gézeten
metabolomik olarak adlandirdiklari gérilecektir. Hedef gozeten ve hedef gdzetmeyen metabolomik calismalari
birbirlerinden oldukca farkli iki analiz bigimidir. Projede yapacagimizi belirttigimiz Uzere hedef gdzetmeyen
metabolomik analizinde belli bir hedef olmadan mimkiin olan en fazla sayida metabolitin tespit edilmesi
amagclanmaktadir. Hedef gézeten metabolomik analizlerinde ise ancak hedeflenen belli metabolitler tespit edilebilir.
Bu durum olasi tim metabolomik etkilerin degerlendiriimesini engeller. Belirtilen calismada sadece 184 metabolit
incelenmistir. Hiicre icinde en az 3000 farkh metabolitin oldugu distndlduginde, ilgili calismada projemizle kiyasla
son derece kisith veriler elde edilmistir. Bahsedilen nedenlerden dolayi, bu durumun projemizin 6zgun degerini
kisitlamayacagi dustiniimektedir.

Kaynaklar:
e Shulaev V. (2006). Metabolomics technology and bioinformatics. Briefings in Bioinformatics, 7(2):128-39.
e Bujak R., Struck-Lewicka W., Markuszewski M. J., ve ark. (2015). Metabolomics for laboratory diagnostics.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 113:108-20.

e llgili calismada hastaligin progresyonu ile iliskili metabolitlerin tespit edilmesinde klinik cikti olarak htTKV
kullaniimisgtir. Proje 6nerisinde ise hastalarda sonlanim noktasi olarak glomertler filtrasyon hizinda disis (yilhk 5
ml/dak dlsls saptanmasi), hipertansiyon gelisimi (tansiyon degerlerinin 140/90 mmHg U(zerinde seyretmesi),
kardiyovaskdiler hastalik gelisimi (koroner arter hastaligi vb. gelismesi), diyalize girmesi (son donem bébrek yetmezIigi
gelisen evre 5 hastalar) ve sagkalim parametreleri degerlendirilecektir. Her bir klinik ¢ikti icin ayr ayri
degerlendirmeler yapilacaktir. Bu degerlendirmelerde kaynak gosterilen calismadan farkhh olarak c¢ok sayida
metabolitin her bir klinik cikti Gzerindeki etkisinin birlikte degerlendirilebilecegi makine Ogrenmesi ydntemleri
kullanilacaktir. Makine 6grenmesi modelleri ile hastaligin prognozuna iliskin daha dogru kararlarin alinabilmesini
saglayacak ODPBH-Takip-Raporu gelistirilecektir. Dolayisiyla, ©nerilen projede kullanilan klinik ciktilar farkhdir,
makine 6grenmesi ydntemleri kullanilmamigtir ve hastaligin takibine iliskin bir rapor ¢iktisi bulunmamaktadir.

(2) Kim ve ark. (2019) calismasi ile proje 6nerimiz arasindaki farkliliklar:

e Kim ve ark., 277 normal bdbrek fonksiyonu olan ODPBH hastalarinda eGFR ve ht-TKV ile yiiksek oranda korelasyon
gOsteren metabolitlerin ve lipidlerin varligini goésteren bir galisma yapmistir. Bu metabolitlerin ve lipidlerin, hastaligin
erken déneminde ortaya ¢ikan yeniden programlamanin yani sira metabolik dizensizliklerin ortaya ¢ikariimasi icin
yararli olabilecegi disinulmustur. Anlik dlcimlerle degerlendirmenin bu calismanin kisitlayici 6zelligi oldugunu
dislindyoruz. Su anda hastaligin ilerleme oranini dngérdigu bilinen tek 6lcim olan ht-TKV'yi dlcmekten potansiyel
olarak daha az maliyetli olan erken bdbrek fonksiyon bozuklugunun ek belirleyicilerinin bulunmasi amaglanmistir. Biz
de 250 ODPBH'li ile yapacadimiz 7 yillik takip sonucunda bireysellestiriimis eGFR, ht-TKV, proteiniri, PKD
sonugclariyla metabolit seviyelerini_inceleyerek hastalik progresyonunu takip etmek icin yeni belirtecler bulmayi ve
bunu yine bireysellestirerek hasta bazli takip karneleri olusturmayi planlamaktayiz.

e SOz konusu galismada GC-QTOF yontemi segilmistir. Bu yontem, LC-QTOF-MS ile karsilastiriidiginda daha az
sayida metabolit tespit edebilmektedir. Ayrica, volatil olmayan ve termal olarak stabil olmayan metabolitleri tespit
edebilme giicu oldukca zayiftir. Calismada, bizim projemizde belirtilen yéntemden farkli bir ayristirma (seperasyon)
teknigi kullanildigindan benzer bir ¢calisma olarak nitelendirilemeyecegi kanaatindeyiz.

Kaynaklar:
e RenJ. L., Zhang A. H., Kong L., ve ark. (2018). Advances in mass spectrometry-based metabolomics for
investigation of metabolites. RSC Advances, 40(8),22335-50.
e Buischer J. M., Czernik D., Ewald J. C., ve ark. (2009). Cross-Platform Comparison of Methods for
Quantitative Metabolomics of Primary Metabolism. Anal Chem, 81(6), 2135-43.

e  GC-TOF yontemleri fazladan bir tiirevlendirme asamasi igcermektedir. Biitin molekillerin ugucu hale gelmesi mimkiin
olmadigindan yukarida verdigimiz g¢alismalar da dikkate alindiginda yeterli ve genis kapsamli bir metabolom profili
belilemeye imkan tanimazlar. Ozellikle molekil adirhg 500’den yiiksek olan molekiillerin tespitinde sinirli veri
alinabilir. Buna karsin projemizde tercih edilen LC-TOF yéntemi ise 2000 Daltona kadar olan metabolitleri tespit
edebilir. Bu yontem, 6zellikle lipidlerde daha hassas ve tekrarlanabilir veriler elde edilmesini saglar. LC-TOF yéntemi
ile yapilan analizlerde HILIC kolon ile Ters faz kolonun birlikte kullaniimasi ile hem hidrofilik hem de hidrofobik
bilesiklerin dnemli bir béliminin tespit edilmesi ve genis bir metabolom profilinin elde edilmesi mimkindur.

e llgili galismada hastaligin progresyonu ile iliskili metabolitlerin tespit edilmesinde klinik gikti olarak htTKV ve eGFR
kullaniimigtir. Bir 6nceki galismada da bahsedildigi Gzere, 6nerilen projede kullanilan klinik ¢iktilar farklidir, makine
o0grenmesi yontemleri kullaniimamistir ve hastali§in takibine iligkin bir rapor ¢iktisi bulunmamaktadir.
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(3) Abraham ve ark. (2018) ¢alismasi ile proje 6nerimiz arasindaki farkliliklar:

Proje oOnerisinde ODPBH’ye 6zgl herhangi bir karar destek sisteminin bu zamana kadar gelistirimedidi iddiasi
bulunmamaktadir. “ODPBH-Takip-Raporu”nun 6zgiin tarafi metabolomik verilerine dayali olarak kapsamli makine dgrenmesi
modellerine gére kestirim yapan, bu kestirim sonuglarini raporlayan ve yorumlayan bir bireysel tip proje GrUnd olmasidir.
Abraham ve ark. (2018) galismasinin projede amagladigimiz ODPBH’nin prognozuna yonelik gelistirecedimiz kisiye 6zel takip
raporu ile herhangi bir benzerligi bulunmamaktadir. Bahsedilen galisma kapsaminda gelistiriien rapor, ODPBH’da hastaligin
ilerleyisine yonelik metabolomik temelli olusturulmus bir takip raporu degildir. Ayrica, 1.1. Konunun Onemi, Projenin Ozgiin
Degeri ve Aragtirma Sorusu veya Hipotezi kisminda Projenin Ozgiin Degeri alt bashginda da belirtildigi (izere bu rapor
icerisinde herhangi bir makine 6grenmesi modeline iligkin elde edilmis kestirim bulgulari yer almamaktadir.

PG-3. Bulunabilecek olasi biyobelirteclerin yer alacagdi molekller mekanizmalarin arastiriimasina yonelik bilimsel kurguda
kisithliklar oldugu degerlendirilmistir.

R-3. Projenin amag ve hedefler kisminda belirtildigi Uzere projede ana ulasiimak istenen sonu¢ ODPBH hastaliinin seyri
(prognozuna) ile iligkili metabolitlerin tespit edilmesidir. Giinimizde, hastaliklarin patojenezinin veya projenin 6zet kisminda
belirtildigi gibi kronik bdbrek hastalik gelisimi ve molekiler mekanizmasinin aydinlatimasinda genomik, transkiptomik ve
proteomik gibi daha éncul molekdllerin (DNA, RNA ve protein) tespitine olanak saglayan “-omics” disiplinleri tercih edilmektedir.
Bununla birlikte, prognoz ile iligkili saptanabilecek potansiyel biyobelirte¢(ler)in hangi metabolik strec¢lerden geldiginin bilinmesi
diger “-omics” bilimlerden elde edilen molekiiler galismalari tamamlayici nitelikte olabilir. Sunmus oldugumuzun bu projenin
ana amacl ODPBH hastalijina sebebiyet veren molekdler siireglerin aydinlatiimasi olmadigi igin,

4.1.Projeden Elde Edilmesi Ongériilen Ciktilar kisminda yaziimis olan “ile hastaligin molekiiler mekanizmasinin
aydinlatiimasina yénelik bilimsel bulgularin elde edilmesi hedeflenmektedir’ ibaresi proje metninden cikariimistir
(bkz. Sayfa 22, Bilimsel ¢iktilar).

2. YONTEM

PG-1. Projenin yéntemsel kurgusuna yénelik bir 6nceki panel raporundaki elegtirilerin yeterince ele alindigi ve diizeltmelerin
yapildigi belirlenmigtir. Bununla birlikte projenin yéntemlerine ybnelik asagidaki eksiklikler belirlenmistir:

1- Acik erigsimli olmayan ticari bir (ir(in olan Ingenuity Pathway Analysis (IPA) yaziliminin Bioconductor adinda bulunan hangi
kitiiphaneyle nasil analiz edilebilecegi aciklanmamigtir.

R-1. Panelistlerin belirtmis oldugu Ingenuity Pathway Analysis (IPA) yaziimi QIAGEN IPA (QIAGEN Ingenuity Pathway
Analysis) ticari firmasina ait Ucretli lisans igeren bir yazilimdir. S6z konusu yazilim R programlama dilinin BIOCONDUCTOR
aginda bulunan herhangi bir kutiphaneyle analizi mimkin olsa dahi, panel gérisinde belirtildigi gibi Ucretli lisans
gerektirmektedir. Bu durum, proje onerisinde belirtildigi Gzere; (i) ODPBH hastaliginin klinik ¢iktilarina yonelik kestirimler
yapacak ¢ok sayida makine 6grenmesi ve derin 6grenme modelini igeren acik kaynak kodlu MLMS R/BIOCONDUCTOR
kitiiphanesinin gelistirilmesi, (ii) ayrica, MLMS kutuphanesinin yani sira gelistirilecek web ara yuziinin acik kaynak kodlari
GitHub (zerinde lcretsiz olarak paylasiimasi ve gelistiriimesi ifadesi ile ters diismektedir. Bu nedenle, panelistlerin onerisi
dogrultusunda (Ucretli lisans isteyen Ingenuity Pathway Analysis (IPA) yazilimi igeren tim ifadeler proje Onerisinden
cikanlmistir. Ginimuzde acgik kaynak kodlu metabolik yolak zenginlestirme yazilimi/aracglari (6rnegin MetaboAnalystR 3.0)
oldudu icin, IPA yaziliminin projede herhangi bir eksiklik olusturmayacagi dustnulmektedir.

PG-2. 2- Zenginlesme analizleri igin neden sekiz farkli aracin birden kullanilmasi istendigi ve her bir aracin ¢iktilarinin nasil
degerlendirilecegi yéntem béliimiinde agiklanmamistir. Ayrica metabolik yolaklarin aktiflesme skorlarinin nasil hesaplanacagi
da belirsizdir.

R-2. Bilindigi Uzere, biyolojik verilerin analizi noktasinda gelistirilen biyoinformatik aracglarin ve/veya yaklagimlarin birbirlerine
kiyasla Ustlnlikleri ve eksik ydnleri bulunmaktadir. S6z konusu olumsuzlugu gidermek ve biyolojik agidan anlamli olan bir
belirtegin kagirimasinin engellemek icin g¢ogunlukla goklu yazilim birlikte kullanilimaktadir. Projenin "Konunun Onemi,
Arastirma Sorusu veya Hipotezi" kisminda, metabolik yolak zenginlestirme analizleri ile iligkili olarak 12 yontem siralanmigtir
(3omics, BioCyc/HumanCyc, IMPALA, IPA [proje metninden ¢ikariimistir], MetaboAnalystR, MBRole, MetaBox, MetaCore,
MetaMapp, MetExplore, MetScape, MPEA, PaPi). Projenin yéntem kismi “Ham metabolomik verilerinin elde edilmesi,
verilerin kontrolii, biyoistatistiksel yontemler ile analiz edilmesi, biyolojik yolaklar ile iligkilendirilmesi ve potansiyel
biyobelirteglerin tespiti” alt basliginda ise yolak zenginlesme analizi icin IPA [proje metninden ¢ikariimistir], MetaboAnalystR,
MBRole, MetaBox, MPEA, MetaCore ve PaPi yontemleri olmak Uzere 7 ayri yéntemin kullanilacagi belirtiimistir. Omics
bilimlerinde 6zellikle transkriptomik ve metabolomik calismalarda transkriptin veya metabolitin yer aldigi metabolik yolagin,
biyolojik stirecin veya molekdler islevin 6nem sirasinin belirlenmesinde Fisher exact veya Hipergeometrik gibi zenginlestirmeye
yonelik istatistiksel test yontemleri kullaniimaktadir. Metabolomik ¢alismalarinda yolak zenginlestirme analizlerinde “metabolite
set zenginlestirme analizleri (MSEA)” ve “over representation analysis (ORA)” olmak (zere iki yaygin yaklasim
kullaniimaktadir. MSEA yaklasiminda, bireysel metabolitlere bagl olmak yerine énceden belirlenmis ve islevsel olarak iligkili
metabolitlerin gruplar arasindaki degisimini analiz etmek igin kantitatif veri seti kullaniimaktadir (Xia vd., 2010; Chagoyen vd.,
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2011; Kankainen vd., 2011). ORA analizinde ise metabolik yolak zenginlestirme analizleri segilen bir grup metabolitin bir grup
metabolit ile istatistiksel olarak karsilastirimasina ve testine dayanmaktadir (Marco-Ramell vd., 2018). Bu dogrultuda,
Marco-Ramell vd. (2018) metabolomik veri setinden hem yolak zenginlestirme analizi yapan biyoinformatik aracglari hem de
metabolik yolak ile iligkili veri tabanlarini karsilastiran kapsamli bir ¢calisma gergeklestirmistir (Marco-Ramell vd., 2018).
Calismada, ORA analizleri gergeklestiren araglar (BioCyc/HumanCyc, ConsensusPathDB, IMPaLA, MBRole, MetaboAnalystR,
Metabox, MetExplore, MPEA, PathVisio, Reactome ve KEGGREST) karsilastiriimistir ve kullanilan biyoinformatik araglardan
elde edilen sonuglarin birbirleri ile benzer oldugu, esas fark yaratan kismin segilen veri tabaninin ne kadar metabolit icerdigi ve
hem biyoinformatik aracin hem de veri tabaninin ne siklikla gincellendiginin énemli oldugu vurgulanmistir. Bu dogrultuda
hangi zenginlestirme aracinin secilmesi noktasinda iki ana kriter bulunmaktadir; birincisi analizi gergeklestiren aracin glincel
veri tabanlari ile uyum iginde calismasi ve analiz aracinin surekli gelistiriimesidir. Bu nedenle, MetaboAnalyst 5.0 (Pang vd.,
2021, https://www.metaboanalyst.ca/) araci ve agik kaynak kodlu R versiyonu olan MetaboAnalystR 3.0 kittiphanesi metabolik
yolak zenginlestirme araci olarak segilmistir. Suan 5. versiyonu c¢ikan ve sirekli glincellenen zenginlestirme aracidir ve
MetaboAnalyst 5.0 igerisinde bulunan ve bes modilden birisi olan “Enrichment Analysis module” surekli guncellestirilen
HMDB, KEGG, PubChem, ChEBI, RefMet ve LIPID MAPS veri tabanlar ile bitlnlesik bigcimde calisabilmektedir. Bu
dogrultuda, projede sunulan diger zenginlestirme analiz araglari proje metininden ¢ikariimigtir.

Kaynaklar:

e Chagoyen M, Pazos F. MBRole: enrichment analysis of metabolomic data. Bioinformatics. 2011;27(5):730-731.

e Kankainen M, Gopalacharyulu P, Holm L, et al. MPEA—metabolite pathway enrichment analysis. Bioinformatics.
2011;27(13):1878-1879.

e Pang, Z., Chong, J., Zhou, G., de Lima Morais, D. A., Chang, L., Barrette, M., & Xia, J. (2021). MetaboAnalyst 5.0:
narrowing the gap between raw spectra and functional insights. Nucleic acids research.

e Xia J, Wishart DS. MSEA: a web-based tool to identify biologically meaningful patterns in quantitative metabolomic
data. Nucleic Acids Res. 2010;38(suppl_2):W71-W77.

Yolak aktiflesme skorlarinin hesaplanmasina iligkin yontemsel detaylar 6zet olarak Projenin Yontem bélimine eklenmistir.
Proje basvuru dosyasindaki sayfa limitinden dolayi yolak aktiflesme skorlarinin hesaplanmasina yonelik detayli yontemsel
aciklamalar kalici baglanti olarak https://avesis.erciyes.edu.tr/gokmenzararsiz/dokumanlar adresine yiklenmistir. Bu adreste
“Yolak_aktiflesme_skorlari.docx” dosyasindan bu detaylara ulasilabilir.

PG-3. Performans verilerinin dederlendirmesinde kullanilacak olgutler net olarak belirtiimemistir.

R-3. Yéntem boélimunin Kapsamli gecerlilik calismalari ve performans degerlendirmesi alt basliginda aciklanmistir.
Performans oOl¢utlu olarak duyarhlik, segicilik, dengeli dogruluk orani, Matthew korelasyon katsayisi ve F1 skoru kriterleri
kullanilacaktir. Sagkalim analizlerinde ise olgit olarak Harrell C endeksi kullanilacaktir. Panelistlerin 6nerileri dogrultusunda bu
Olgutler Yéntem bashg altinda detaylandiriimistir.

3. PROJE YONETIMI

PG-1. a. Yoénetim Diizeni ve Risk Ydnetimi: Projenin amag¢ ve hedeflerine ulasilabilmesi icin is paketlerinin kapsami ve
is-zaman planlamasi uygulanabilir ve yeterlidir. Bagari 6&l¢itlerinin  takip edilebilir verilmemesi bir eksiklik olarak
degerlendirilmigtir. Projenin basarisini tehdit edebilecek hipoteze ybnelik risklere yer verilmemistir.

b. Proje Ekibi: Proje ekibi bu alanda basgarili, uzman kisilerden olusmaktadir.

c. Arastirma Olanaklari: Kurulusun altyapisi projenin gergeklegtirilmesi icin uygundur.

R-1. Panelist gorlsleri dogrultusunda takip edilebilir basari dlgitleri eklenmis ve proje basarisini tehdit edebilecek hipoteze
yonelik riskler eklenmistir.

4. YAYGIN ETKi

PG-1. Proje énerisinin hedefleri kapsaminda elde edilebilecek biyobelirtegler ve sonrasinda gelistirilecek yazilimlar bilimsel
makaleye dbéndsttiriilebilir. Ancak, proje ciktilarinin ekonomik katma degere déniisme olasiligi zayif olarak degerlendirilmigtir.
Proje kapsaminda geng bursiyer arastirmacilarin yetistiriimesi hedefi yaygin etkiye olumlu bir katki sunmaktadir. Proje
¢ciktilarinin yayilimina yénelik planlanmis olan web sayfasi olusturulmasi ve bir toplantiya ydénelik planlamalar olumlu
karsilanmigtir.

R-1. Proje metninde ayrintili olarak acgiklandigi gibi ODPBH hastaliginin seyri (prognozuna) ile iligkili metabolitlerin tespit
edilmesi ve diger klinik parametreler ile birlikte ODPBH hastaligin ilerleyisi sirasinda tedaviyi yonlendirecek bilgiyi iceren
raporun klinikte kullaniliyor olmasi éncelikli hastanin refahi agisindan énem tasimaktadir. Ozellikle ODPBH hastaliginin kétii
ilerleyisinin erken tespiti, tedaviyi yonlendirecedi icin hastanin diyalize ve renal transplantasyonun oniine erken gegilebilmesi
basta halk saghgi, hasta olmasi nedeniyle is gliclinden bireylerin gekilmesi, hastalarin daha sik hastanelere gitmesinin éniine
gecilmesi nedeniyle, proje 6nerisinin ekonomik agidan potansiyel barindirdigi kanaatindeyiz.
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PROJE ILE iLGILi DIGER GORUSLER

PROJE SURESININ UYGUNLUGUNA iLISKIN GORUS VE ONERILER

PROJENIN BUTGESININ UYGUNLUGUNA iLiSKIN GORUS VE ONERILER
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