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OZET

Proteomik; belirli sartlarda organizmada, dokuda ve hiicre igerisinde genler
tarafindan kodlanan tiim proteinlerin analizi, tanimlanmas1 ve fonksiyonlariyla ilg-
ilenir. Gliniimiizde herhangi bir biyokimyasal siirecin aydinlatilmasinda yalnizca
genom analizinin yeterli olmadig1 ve bunun yerine proteom analizlerini de igine
alan biitiinsel bir degerlendirmenin akilc1 oldugu bilinmektedir. Bu derleme
calismasinda, genlerle ilgili ortaya atilan ilk hipotezlerden baslayip giiniimiizdeki
proteomik ¢aligmalara kadar gelisen siireg lizerine genel bir bakis sunulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Protein, Proteomik, Genomik, 2 boyutlu jel elektroforez

ABSTRACT

Proteomics deals with the analysis, identification and functions of all proteins
encoded by genes in the organism, tissue and cell under certain conditions. Today,
it is known that not only genome analysis is sufficient in illuminating any bioc-
hemical process, but instead, a holistic evaluation including proteom analysis is
rational. In this review study, an overview of the process starting from the first
hypotheses about genes to proteomic studies today is presented.
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1. Gen Hipotezleri ve Insan Genom

Projesi’nden Beklentiler

Eski ¢aglardan beri canlilarin kalitsal 6zelliklere sa-
hip oldugu diisiincesi, ¢esitli bitki ve hayvanlar tize-
rindeki gerceklestirilen gozlemlerle ortaya konmus-
tur. Mendel, dayandig1 temel fiziksel nedenini agik-
layamasa da bu kalitsal 6zelliklerin birbirine bagh
olmayan birimler olarak aktarilabildigini bildirmistir.
Bu birimler, DNA’ daki belli bdlgelerdir, niikleotid-
lerden olusur ve giiniimiizde gen ad1 verilmektedir.
DNA’ daki farkli niikleotid dizilisleri, farkli aminoa-
sit zincirlerini olusturur. Genetik kod, proteinlerdeki
aminoasit zincirlerinin sirasi ile gendeki niikleotidle-
rin siras1 arasindaki iliskilidir.

1948 yilinda tek gen - tek enzim hipotezi, Beadle
ve Tatum’ un baslattig1 caligmalarla ortaya atilmistir
[1]. Bu hipotezde, tek bir gen tek bir proteini kodla-
maktadur. {1k kez Neurospora crassa mutantlarindaki
mutasyonla protein deformasyonu arasindaki iligki
kesfedilmistir. Bu c¢alisma ile tek gen - tek enzim
hipotezi, basit ve gelismis canlilarda kabul edilmis-
tir [2]. Sonraki yillarda protein dizileme c¢alismalari
(protein fingerprint) ile farkli mutasyon ¢esitleri goz-
lenmistir. Nokta mutasyonu modifikasyonuyla bek-
lenenin aksine protein zincirinin tamami yerine tek
bir polipeptit zinciri iizerinde oldugu gdsterilmistir.
Bu nedenle 1958’ de Davis tek gen - tek polipeptit hi-
potezinin gegerli olabilecegini belirtmigtir [3]. DNA’
nin yapisinin aydinlatilmasindan sonra gergeklestiri-
len ¢aligmalar bu hipotezin farkli sekilde yorumlan-
masina neden olmustur. DNA dizilerinin analiziyle,
genlerin yapist ve kontrol mekanizmalar ile ilgili
bilgiler saglanmaktadir.

1990’ I1 yillarda “Insan Genom Projesi” baslatilmis-
tir. Bu projedeki amag; insan DNA’ sinda yer alan
genleri tanimlamak, tedavisi olmayan genetik hasta-
liklara yatkinligin belirlemesi, bu hastaliklarla ilgili
genlerin yapilarint aydinlatip, yerlerini belirleyerek
tan1 ve tedaviyi olanakli hale getirmektir [4]. 2003
yilinda insan Genom Projesi tamamlanmis ve bdyle-
ce fiziksel 6zellikleri belirleyen 6gelerle birlikte ce-
sitli hastaliklarin genler araciligiyla meydana geldigi
anlagilmistir [5, 6]. Proje kapsaminda gergeklestiri-
len genomik ¢alismalarla insan genomundaki yapisal
ve islevsel fonksiyonlar1 kodlayan genlerin tamami
tanimlanarak, genlerin birbirleri ve ¢evreyle etkile-
simi biitlinsel olarak ortaya ¢ikartilmaya ¢aligilmigtir
[7]. Proje sonunda elde edilen veriler, bilgisayar veri
bankalarina iglenmistir [8, 9]. Bu projenin baslica
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amaci, insan genomunun sifrelerinin ¢oziilmesidir.
Sifrenin ¢oziilmesi ile kast edilen; DNA bazlarinin
dizilisinin belirlenmesi, dogustan var olan kalitim-
sal ozelliklere ait genleri tanimlanmak ve giiniimiiz-
de tedavisi olmayan binden fazla genetik hastaliga
yatkinlig1 belirlemektir [10]. insan Genom Projesi
ile tim diinya kamuoyunda hastaliklarin teshisinde
ve tedavisinde yeni ufuklarin agilacagi, yeni ilagla-
rin gelistirilebilecegi yoniinde, yiiksek beklentiler
olusmustur. Bu durumun nedeni kronik hastaliklarla
ilgili genlerin proje sonunda ortaya ¢ikartilacagi dii-
siincesidir. Ancak; kronik hastaliklarin olusumunda
genlerin etkisi diisiiniilenden azdir ve bununla bir-
likte sadece genomik ¢aligmalarla organizmanin, il-
gili geni hangi oranda kullandig1 hakkinda bilgi elde
edilebilmesi miimkiin degildir. Ciinkii bir gen, farkli
biyolojik isleve sahip birden fazla proteinleri kodlar
ve bu proteinler de translasyon sonrasi degisimle-
re (post tranlasyonel modifikasyonlar, PTM) ugrar.
Cogu zaman PTM’ ler gen islevinden bagimsiz ola-
rak meydana gelir [11]. Proteinlerin fonksiyonlari
ve islevlerinde dnemli olan etkenler; hiicre i¢indeki
yerleri, fizyolojik uyaran sonucu yerlerinde meydana
gelen degisiklikler ve PTM’ lerdir. Bu bilgilere ise
ancak proteomik calismalar ile ulasilabilmektedir
[11,12].

2. Proteomik, Proteomik Teknolojileri ve

Stratejileri

Genom tarafindan ifade edilen protein tamamlayici-
sina “proteom” denir [13]. Canli bir organizmada ge-
nom degigsmeden ayni1 kalirken, proteom degiskendir
ve modifikasyonlara ugrar. Proteom, genom ekspres-
yonu, tek bir gene ait proteinlerin farkli formlarini ve
PTM” lerinin ¢esitliliginden olusur.

Fields [14] 2001°’de proteomik kavramint “Proteo-
mik, sadece proteinlerin tanimlanmasini ve mikta-
rinin belirlenmesini degil, ayn1 zamanda yerlesim-
lerini, degisimlerini, diger protein ve makro mole-
kiillerle etkilesimlerini, aktivitelerini ve nihayetinde
islevlerini belirlemektedir” seklinde tanimlamigtur.

Proteomik, bir hiicre veya dokudaki biyolojik sii-
reclerin sonucunda, protein ve protein ¢esitliliginin
nitel ve nicel analizleridir. Proteomik teknolojisi,
orneklerdeki proteinlerin ayrilmasi, belirlenmesi ve
tanimlanmasi prensiplerine dayalidir. Proteomik tek-
nolojileri birbirlerine bagimli ve iliski igerisindedir.
Proteomik teknolojileri, kiyaslamali proteomik, ya-
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pisal proteomik ve islevsel proteomik olmak tizere
iic ana baslik altinda toplanabilir.

Kiyaslamalr (ekspresyon) proteomik, iki veya daha
fazla farkli kosullardaki protein ekspresyonunun
(ifadesinin) nitel ve nicel analizidir. Hiicrede belirli
bir i¢ veya dig faktorlere maruziyette (hastalik duru-
mu, ilag kullanimi, kimyasal veya fiziksel uyaranlar
... gibi) etkilenen proteinlerin incelenmesi etkilenen
proteinlerin tespiti, incelenmesi ve karsilastirilmast,
kiyaslamali proteomik alanidir.

Ornegin, hasta ve saglam bir bireye ait 6rneklerde-
ki protein ifadelerinin belirlenmesi i¢in kiyaslamali
proteomik kullanilabilir. Sadece hasta hiicreler-
de bulunup veya saglam hiicrelerde bulunmayan
proteinler, eksik veya fazla miktarda bulunan prote-
inler saptanabilir ve kiyaslanarak degerlendirilebilir.
Bireysellestirilmis tip uygulamalarinda spesifik ilag
ile tedavide siirecin ilerleyisinin tespiti ve sonuca
varilmasinda kiyaslamali proteomik dnemli verilere
sahip olacaktir.

Yapisal (structural) proteomik, proteinlerin ii¢ bo-
yutlu yapilar ile ilgilenmektedir. Hiicre i¢inde tiim
organellerde, sitozolde ve hiicre disindaki viicut si-
vilarindaki spesifik ve spesifik olmayan proteinlerin
yapilari, fonksiyonlar1 ve birbirleri arasindaki etkile-
simler aydinlatilmaktadir.

Yapisal proteomikle proteinlerin birincil, ikincil,
iiclinciil ve dordiinciil yapilart aydinlatilarak cesitli
etkilesimlerdeki fizikokimyasal 6zellikler hakkinda
bilgiye sahip olunmaktadir. Bu etkilesimlerin basin-
da protein yapisindaki enzim ile substrat etkilesimi
gelmektedir. Teknolojinin ilerlemesiyle birlikte bil-
gisayar destekli ilag¢ tasarimi da gelismektedir. En-
zimlerin yapist aydinlatilarak yiiksek afiniteye sahip
ilag molekiilleri tasarlanmaktadir. Yeni ilag molekiil-
lerinin tasarlanmas1 ve kesfinde yapisal proteomik
onemli yere sahiptir [15, 16].

Islevsel (functional) proteomik’ de, bir proteinin tek
basma veya diger proteinlerle birlikteyken sahip ol-
dugu fonksiyonu incelenmektedir. Protein-protein
etkilesimleri, modifiye proteinlerin yerleri protein
ag haritalari ile ortaya konmaktadir. Cevresel faktor,
ilaclar ve endojen kimyasallar faktérler protein mo-
difikasyonuna neden olup proteinlerin yapisint ve o
bolgedeki fonksiyonunu degistirmektedir. Protein
modifikasyon calismalart islevsel proteomik calis-
malarla gergeklestirilmektedir [17, 18].

Kompleks yapidaki protein karisim numunelerinin
nitel ve nicel analizi, giiniimiizde alt yapis1 yiiksek
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olan, taninmis birgok arastirma laboratuvarinda cali-
silan popiiler konulardan biri haline gelmistir. Prote-
omik ¢aligmalarda, yukaridan asagiya (top-down) ve
asagidan yukartya (bottom-up) arastirma stratejileri
bulunmaktadir. Ayrica yakin zamanlarda ortadan-
asagiya (middle-down) arastirma stratejisi ortaya
cikmistir. Bu stratejiler, temelde numunedeki prote-
inlerin aminoasitlere parcalanarak ya da par¢alanma-
dan analiz edilmesine dayanmaktadir.

“Yukaridan agagiya” proteomik stratejisinde, numu-
nedeki proteinler baslangicta peptitlerine pargalan-
mazlar. Kompleks numunelerdeki peptitlerine par-
calanmamis proteinlerin analizi yapmak i¢in kiitle
spektrometrisi (MS) temelli analizler kullanir [19].

“Asagidan yukariya” proteomik, numunedeki prote-
inler proteazlarla pargalanarak (proteolitik) amino
asit sekanslarmin elde edilmesi ve daha sonra bu
sekanslarin karakterizasyonunun yapilmasidir. Pro-
teinlerin peptit zincirlerinin par¢alanmasinda tripsin
gibi proteaz enzimi kullanilir. Lizin veya arjinin gibi
tanimlanan bolgelerden parcalanan peptit karigim-
lar1 elde edilir. Kiitle spektrometresi kullanilarak
proteolitik parcalamayla amino asit sekanslarinin
karakterizasyonu araciligiyla proteinler tanimla-
nir. Burada ilk olarak, biyolojik 6rnek, proteinlerin
peptit zincirini pargalayan proteolitik enzim (6rn.
tripsin) tarafindan peptit karisimlari olusturmak igin
tanimlanan bdélgelerinden (lizin veya arjinin) parga-
lanir. Elde edilen peptit karigimi, kromatografik veya
elektroforetik yontemlerle ayirilir ve bir tandem kiit-
le spektrometrisi (MS/MS) ile karakterize edilir [20].
iki boyutlu (2D) jel elektroforez ile yapilan analiz,
“Asagidan yukariya” proteomik ¢aligma stratejisinde
ayirima ek olarak MS’ in kombine kullanilarak pro-
teinin yapisint ve PTM kombinasyonlarini tespit et-
meye yardimci olur.

“Ortadan asag1” proteomik stratejisinde ise, numune-
deki proteinlerin peptitlerine pargalanmasi, tripsin-
den daha az siklikta peptitlerine pargalayan proteoli-
tik enzimler kullanilarak, kimyasal par¢alama ya da
mikrodalga destekli asit hidrolizi gibi yontemlerle
yapilabilir [21, 22].

Nenni et al.
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3. Proteom Arastirmasinda Kullanilan
Teknikler

Proteinler, aminoasitlerin birbirlerine peptit baglariy-
la baglanmasiyla meydana gelen polimerlerdir. Her
bir proteinin kendine 6zgl 6zellikleri vardir ve bu
ozelliklerle ilgili proteinin 6zel aminoasit dizilimi-
ne baglidir. 22 ¢esit aminoasidin farkli dizilimleriyle
proteinler elde edilir. Proteinlerin tanimlanmasi igin
oncelikli olarak hiicre igerisindeki ortamindan uzak-
lastirtlarak ayrilmali, sonrasinda ise fizikokimyasal
ozellikleri araciligryla ayrilmalart gereklidir [23].

Elektroforetik veya kromatografik tekniklerle ayrimi
gergeklestirilen proteinlerin, spektroskopik olmayan
tekniklerle [23] (Edman yikimi gibi) veya MS’lerle
aminoasit dizilimi belirlenerek, proteinlerin birincil
yapilart belirlenebilir. Proteinlerin ii¢ boyutlu yapi-
lart ile ilgili bilgilere sadece MS kullanarak ulasmak
miimkiin degildir; ancak aminoasit dizilimi saptan-
mig protein setleri i¢in farkli online veribankalari
araciligryla onceden belirlenmis protein yapisina
ulagilabilir ve ayrica gesitli yazilimlarla yap1 oneri-
leri elde edilebilir [24]. Proteinin {i¢ boyutlu yapisini
direk Ogrenebilmek icin X-1gin1 kristalografisi
(XRC), X-1s1m1 kirinimi [25] veya niikleer manyetik
rezonans (NMR) teknikleri kullanilabilir [26]. Bu
durumlar degerlendirildiginde, istenen bilginin ige-
rigine gore proteinlerin belirlenmesinde farkli yakla-
sim ve tekniklere ihtiya¢ vardir.

Kompleks yapilart nedeniyle tek seferde karisim ha-
lindeki numunelerin i¢indeki proteinleri belirleyen
ve miktarmi tespit eden belirli bir metot bulunma-
maktadir. Bu nedenle protein setlerinin analizinde
oncelikle yiiksek duyarlilikta bir aymrim yapilmak-
ta ve daha sonra gene yliksek duyarliliktaki ¢esitli
MS’lerle kombine kullanilmaktadir. Bu analiz yon-
teminde yiiksek ayirim giicline sahip 2D jel elektro-
forezi ve yiiksek duyarliliga sahip MS kullanimi, son
20 yildir proteomikte en giiglii stratejilerden biridir
[27].

Elektroforetik ve kromatografik teknikler, proteomik
calismalarda kompleks ornekleri ayirmada temel
aracglardir. Peptit karigimlari, yiiksek performansl
stvi kromatografisi (HPLC), (normal faz kromatog-
rafisi (NP), iyon degisim kromatografisi (IEX), bo-
yut eleme kromatografisi (SCX), afinite veya ters faz
kromatografisi (RP) gibi HPLC teknikleri kullanila-
bilir), niikleer manyetik rezonans (NMR) ve kapiler
elektroforez (CE) ile ayrilir. Elektroforetik ve kro-
matografik tekniklerin kullanilmasinin bir avantaji,
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kompleks protein/peptit karigimlarinin fizikokimya-
sal 6zelliklerine gore ayrilmasidir [28].

Kiyaslamali proteomikte de proteinlerin tanimlan-
masinda analiz 6ncesi hedef proteinin diger protein-
lerden ya da tiim proteinlerin birbirlerinden ayrilma-
st gereklidir. Birgok protein ayrim metotlar1 vardir.
Bunlar 2D jel elektroforez, iki boyutlu diferansiyel
jel elektroforez (2D DIGE), tek boyutlu sivi kro-
matografisidir (1D LC) ve iki boyutlu sivi kroma-
tografisi (2D LC) protein ayirim metotlarindandir.
Ancak en sik kullanilan tekniklerin basinda 2D jel
elektroforez gelmektedir [29-32]. 2D jel elektrofo-
rez, temel elektroforez mantigina sahip proteinlerin
aywrmmidir. Birinci boyut, proteinlerin izoelektrik
nokta (pl)’larina gore ayrildigi izoelektrik odaklama
(isoelectric focusing (IEF)), ikinci boyut ise prote-
inlerin kiitlelerine gore ayrildigi sodyum dodesil
stilfat poliakrilamid jel elektroforezdir (SDS-PAGE).
Birbirinden ayrilan ve analizi istenen proteinler, MS
gibi ileri analitik teknikler kullanilarak analiz edilir
ve ¢esitli yazilimlar kullanilarak tanimlanir.

4. Elektroforez ve Tiirleri

Elektroforez, molekiillerin birbirinden ayrilmasi i¢in
kullanilan yontem olarak kisaca tanimlanabilir. Pro-
teom analizinde 1937 yilinda Tiselius tarafindan ilk
kez tanimlanarak kullanilmis, serbest ¢6zelti elekt-
roforezi (frontal elektroforez) olarak isimlendiril-
mistir [33]. Elektroforez, uygun pH’ daki tampon
¢ozeltilerde bulunan amino asit, protein, niikleik
asit ve niikleotidlerin ortama uygulanan elektrik aki-
miyla; elektriksel yiikiine, molekiil biiytkliigiine ve
sekillerine gore ayirilmasina dayanan bir yontemdir
[34]. Giiniimiizde hala elektroforetik hareketlilikte
ve protein - protein etkilesimiyle ilgili arastirmalarda
kullanilmaktadir.

Bilesenin molekiil agirhigmin saptanmasi, saflasti-
rilmasi, safliginin kontrolii, genetik hastaliklarin ve
yatkinligin saptanmasi, popiilasyonlardaki genetik
cesitliligin saptanmasi, protein ve enzim seviyele-
rinin analizleri, immiinoloji, tibbi ve molekiiler bi-
yoloji elektroforezin kullanim alanlarindandir [35].
Kagit elektroforezi, seliiloz asetat elektroforezi, jel
elektroforezi (poliakrilamid jel -elektroforezi ve
(PAGE) agaroz jel elektroforezi) ve kapiler elektro-
forez baslica olmak iizere 4 ¢esit elektroforez tiirii
vardir.

Proteomik, kompleks protein setlerinin (polipeptitle-
rin) ayrilmasi, ayrimi yapilan polipeptitlerin karak-
ISSN: 2458 - 8806
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terizasyonu ve veribankalar ile protein hakkindaki
arastirma basamaklarindan olusur. Kompleks protein
setlerinin ayriminda 2D jel elektroforez, giintimiizde
ayni anda binlerce proteini ayirabilen tek yontemdir.
Iyi bir proteomik analiz igin, hiicre, doku veya viicut
swvisindaki proteom ifadesindeki degisikliklerin is-
tatistiksel olarak yiliksek gliven diizeyinde saptan-
masi i¢in tekrarlanabilir 2D jel haritalarinin ve 2D
referans jel haritalarmin olusturulmasi; Maksimum
spot (leke, protein) sayisini saptamak ve bir spotta-
ki kiimelesmis proteinlerin birikiminin engellenmek
icin optimum ayiricilik parametrelerinin saglanmast;
Proteinlerin ayirma ve saflastirilmasi i¢cin maksimum
yiikleme kapasitesinin belirlenmesi; Basitlestirilmis
kompleks olmayan iglemler ile yiiksek verimlilikteki
proteom analizlerin olmasi gibi kosullarin saglanma-
s1 gereklidir.

5. Jel Temelli Ayirma Yaklasimlari

1937 yilinda, Tiselius proteinlerin elektroforez yon-
temi ile ayirilmasini incelemis ve bu ayrimi yeni
bir cihaz araciligiyla gergeklestirmistir. Bu cihaz U
seklinde bir hiicredir. Bu hiicre tampon ¢ozeltisi ile
doldurulmus ve iki ucuna elektrotlar yerlestirilmistir.
U seklindeki hiicrenin igine yiikli bilesiklerden
olugan numune yerlestirildikten sonra hiicreye
elektrik alani uygulanmistir. Numunedeki iyonlar
yiiklerine bagli olarak anot veya katoda dogru iler-
lemistir. Bu calismada proteinlerin ayrilmasi igin,
elektroforetik hareketlilik ve ortamin gosterdigi di-
reng parametrelerine bagli olarak farkli elektroforez
tiirleri kullanilmistir [33].

1956 yilinda, 15 den fazla bilesenin ayn1 anda ana-
lizinin yapilabilecegi iki elektroforetik yontemin
birlesimini Smities ve Poulik tarafindan onerilmistir
[36]. Bu iki elektroforetik yontem 2 boyut olustur-
mugtur. 1. boyutta filtre kdgidi, 2. boyutta ise nigasta
jeli kullanilmistir. Serum proteinlerini 6nce serbest
cozelti hareketliligi sonrasinda molekiil agirligina
gore ayirmuglardir. 1957 yilinda Ashton, serum pro-
teinlerini ayirmak igin 1. boyutta agar ve 2. boyutta
ise nisasta jeli kullanmistir [37].

1962 yilinda, Raymond ve Aurell, serum proteinleri-
nin ayrilmasinda farkli konsantrasyondaki akrilamid
jelleri kullanmistir [38]. 1964 yilinda ise akrilamid
jeller ortogonal jel elektroforezi olarak adlandiril-
mustir. Bu teknik giintimiizde yeterliligini yitirmeyen
onemli proteomik tekniklerdendir [39].
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1970’ 1i yillarin basinda, gelistirilen 2 teknik kisa bir
siire sonra birlestirileceklerden habersiz ¢aligmalara
baslanmistir. SDS varliginda proteinlerin zon elekt-
roforez teknigi ile ayrilmas1 Laemmli tarafindan ge-
ligtirilmistir [40], IEF teknigi ise Gronow ve Griffith
[41] tarafindan gelistirilmistir.

1975 yilinda, birbirinden bagimsiz iki arastirmaci
(O’Farrel ve Klose) tarafindan 2D jel elektroforez
ilk kez Onerilmistir. Proteinlerin ayrilmasinda 2D jel
elektroforezin gelistirilmesi proteomik ¢alismalarda
dontim noktasi haline gelmistir; ¢linkii bu yontem ile
kompleks protein karigimlart kendi i¢inde tek adim-
da ayrilabilecektir. Bu teknikte proteinler dncelikle
bir serit (strip) tizerinde birbirinden ayrilir. Bu serit
iizerinde elektrik alan uygulandiginda proteinler, pH
gradyan igerisinde pI” larina gore ayrilirlar. Bu islem
1. boyuttur. pI’ larina gore gore strip lizerinde ayrilan
proteinler poliakrilamid jel tizerinde kiitlelerine (mo-
lekiil agirligl) gore ayrilirlar. Bu islem 2. boyuttur.
Boylece analizi yapilmak istenen protein jel iizerin-
de kendine 6zgii bir bolgede konumlanmig olur. 2D
jel elektroforeze 6zgli bu konumlama, kiyaslamali
proteomikte yontemin siklikla kullanilmasma yol
acmistir [42].

2D jellerde protemik calismalarla saptanmis ve ka-
rakterize edilmis proteinlerin ¢ogu online veriban-
kalarinda depolanir. Bu veribankalarina 6rnek olarak
Swiss-2D PAGE verilebilir [43] . Optik (imaj) veriler
ve tanimlanan proteinlere ait bilgilere bu veri banka-
lar1 araciligiyla ulasilabilmektedir.

*  Optik veriler: Biyolojik numuneler i¢in bir veya
daha fazla referans jel haritasini igermektedir.
Ayrica, hiicre doku veya viicut sivilart gibi nu-
muneler i¢in bulunan jel haritalari tek bir 2D jel
veya daha fazla 2D jellerin birlestirilerek farkli
pH, molekiiler kiitle bolgelerini kapsayan mozaik
form bulunabilir.

*  Proteinlere ait bilgiler: Jeller lizerindeki her bir
spota ait molekiil kiitlesi, izoelektrik noktasi,
protein ismi, analiz ve tanimlanma yontemi ve
referanslari ilgili proteinin aminoasit dizisi, post-
translasyonel modifikasyonlar, protein ve niik-
leotid dizi analizleri, ikincil ve igiinciil yapilar,
metabolik yolaklar gibi bilgiler igermektedir.
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6. 2D Jel Elektroforezde Proteomik

Calismalar

2D jel elektroforez emek yogunlugu, diisiik verim
ve nispeten yiiksek miktarda 6rnek gerektiren bir
teknik olarak tanimlanmaktadir. Ancak ¢ogu giincel
kaynaklar, kompleks protein setlerinin ayrilmasi igin
hala gegerli oldugu ve yiiksek oranda tercih edildi-
gini gostermektedir. Bu teknigin en biiyiik avantaji
miimkiin olan en iyi ¢ozlinlirliigii sunmasidir. Teknik
proteinleri 2 bagimsiz fizikokimyasal 6zellige gore
pl’ ve ‘kiitle’ ayirir. Bununla birlikte jeller protein-
leri depolayan etkili bir fraksiyon toplayicist olarak
gorev yapmaktadir. Genel olarak 2D jel elektrofore-
zin uygulama basamaklari su sekilde ifade edilir. Her
bir numune icin bir en az 3 veya 5 adet tekrarli 2D
jel haritasi tretilerek, protein ekspresyonu 2 farkli
numunede (6rnegin biri normal ve digeri patolojik)
kargilastirilir. Cesitli boyama ve optik yogunlugun
gosterilmesi islemlerimden sonra PDQuest™, Z3,
74000, Phoretix ve Progenesis gibi ticari olarak
mevcut istatistiksel paketlerden biri ile ¢aligmaya
devam edilir. Bu analizlerle, 2 farkli numune (6rne-
gin biri normal ve digeri patolojik) i¢in 1 tane sanal
ana (master, referans) 2D harita iiretilir. Daha son-
rasinda optik yogunluklarindaki spotlar yani lekeler,
diisiik ve ytliksek miktarda ifade edilmis proteinleri
tanimlamak i¢in karsilastirir [44].

13

2D jel elektroforez uygulamalar1 genel olarak 10
temel basamaktan olugmaktadir. Bunlar sirasiyla
proteinlerin izolasyonu, proteinlerin ¢oktiiriilmesi,
numune hazirlama, uygun miktarda proteinin hare-
ketsiz pH gradyan1 (IPG: immobilize pH gradient)
seritlerine tatbik edilmesi ve IEF teknigi ile pI” lari-
na gore ayrilmasi, IPG sgerit iizerinde pI” larina gore
ayrilan proteinlerin SDS-PAGE teknigi ile kiitleleri-
ne gore ayrilmasi, poliakrilamid jel tizerinde ayril-
mis proteinlerin renklendirilmesi, imaj goriintiileme
ile jel haritalarinin belirlenmesi ve spotlarin tespiti,
analiz edilmek istenen proteinlere ait spotlarin kesil-
mesi ve proteinin tripsin vb. bir enzimle peptitlerine
pargalanmasi, peptitlerine pargalanan proteinin kiitle
spektroskopisi ile analiz edilmesi, analiz edilen pro-
teinin veribankalar1 yardimui ile teshis edilmesi basa-
maklarindan olusmaktadir [45, 46].

53

6.1. 1. Boyut ‘1D’ izoelektrik Odaklama

(IEF)

Proteinler aminoasit yapisinda polipeptitlerdir. Ami-
noasit zincirlerinin tizerindeki yan gruplar proteinle-
rin bulunduklar1 ortamda iyonize halde (bazik ortam-
da anyonik; asidik ortamda katyonik yapida) olmala-
rina neden olur. Ancak proteinlerin hem anot hem de
katot tarafindan esit olarak ¢ekildikleri bir nokta var-
dir ki bu noktada aminoasit yan zincirlerinin tizerin-
deki iyonlasabilen gruplar en tist diizeyde iyonlastig1
halde proteinin toplamina ait net yiik sifirdir. Protei-
nin pl degeri, o noktadaki pH degeridir. Proteinin net
ylki yani pl degeri, asitlik kuvvetine (6rnegin asitlik
veya bazlik ayrisma sabiti) ve protein dizisi igerisin-
deki diger aminoasitlerle etkilesimlerine bagimli-
dir. Bir pH gradyan1 olusturulan IPG serit {izerinde,
elektriksel alan uygulandiginda numunedeki prote-
inler kendilerine ait pl degerine kadar hareket (go¢)
eder. Yani yiiklii proteinler, pH gradyani boyunca zit
yukli elektroda dogru go¢ etmeye zorlanir. Proteinin
net ylikli, pH gradyanina bagli olarak gd¢ sirasinda
siirekli degisir. pI degerine esit bir pH degerine sahip
bir ortama ulasildiginda, protein artik elektrik alanin
altinda gd¢ etmez, hareketsiz kalir [47]

IEF, amfoterik tiirlerin sabit bir pH gradyan ortamin-
da, elektrik alan altinda pl degerlerine gore ayrilma-
sina dayanmaktadir [48]. Bir proteinin pl degeri hem
net yiikiin hem de proteinin elektroforetik hareketli-
liginin sifir oldugu pH’ dir. IEF tarafindan peptitler,
proteinler, bakteri hiicreleri veya amfoterik nanopar-
tiktiller gibi yapilar ayrilabilir [49]. pH gradyanla-
11 ile diisiik tekrarlanabilirlik ve az 6rnek yiikleme
kapasitesi IEF’ teki sinirlamalardir. 1. Boyutta IPG
seritlerin kullanimiyla, ¢oziiniirliik, tekrarlanabilirlik
ve yukleme kapasitesi parametreleri lizerindeki sinir-
landirmalar azaltilmistir [50].

6.2. 2. Boyut ‘2D’ Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS - PAGE)

SDS denatiire edici ajan olarak, proteinlerin ayril-
masinda siklikla kullanilmaktadir. SDS, proteinler
icin yiiksek afiniteye sahiptir. Ayrica, SDS, negatif
yiiklii deterjan molekiilleridir ve proteinlerin etrafini
sararak dogal yiiklerini maskelemektedir. Bu sebep-
le, SDS - PAGE ile ayrilan proteinler, yiikiine gore
degil molekiil agirhigina gore go¢ eder. Tek basina
SDS - PAGE, kompleks protein karigimlariin ana-
lizinde yetersizdir. Cilinkii aymrima iglemi yetersiz
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kalmaktadir. Bu sebeple, baska bir ayirma teknigi ile
birlikte kullanilir. Ayiriciligi arttirmak igin 2 boyutlu
SDS - PAGE (2D SDS-PAGE) gelistirilmistir [51].
Bu teknikte; ilk basamakta IEF uygulanir, ikinci ba-
samakta 90 derecelik yonde gevrilerek SDS - PAGE
uygulanir. Ancak protein tanimlamasinda duyarliligi
arttirmak i¢in 2D jel elektroferezle ayirim yapildik-
tan sonra spotlar MS araciligiyla tanimlanmaktadir.

Proteinlerin gorsellestirilmesindeki (boyama) ¢esitli
yaklasimlar, amaca gore optimize edilmistir. Prote-
inlerin jellerde gorsellestirilmesi i¢in en ¢ok Coo-
massie mavisi ve glimiis boyama gibi kolorimetrik
yontemler kullanilir. Coomassie mavisi ile boyama
islemi diisik maliyet ve gozle goriinecek sekilde
spotlarin boyanmasi nedeniyle tercih edilmektedir.
Floresan boyalarla daha yiiksek duyarlilik ve daha
genis dogrusallik araligi elde edilebilir [52, 53].

2D imaj analizleri spotlarin istatistiksel degerlendi-
rilmesini saglar. Numuneler arasindaki protein ifa-
desinin farkliligini degerlendirmek, spot yogunluk-
larini incelemek igin yiiksek kalitede goriintiiler ve
tekrarlanabilir 2D jeller gereklidir. imaj analizinde
kullanilan yazilimlarin ¢ogu otomatik veri isleme
i¢in tasarlanmis olsalar da, analizci tarafindan tekrar
gozle diizeltme yapilmasi da gereklidir [54].

7. Proteomik Calismalarda Kiitle

Spektrometrisi

Kiitle spektroskopisi bir molekiiliin kiitlesini ¢ok
yiksek duyarlilikta saptar. Bu sebeple analitik tek-
nikler i¢in yaygin bir kullanim1 mevcuttur. 1980 1i
yillardan beri MS kullanilmaktadir. Ancak 1990 It
yillardan sonra biyolojik materyallerde kullanimi
artmis ve biyolojik numunelerin analizinde 6nemli
bir yere sahip olmustur. Basindan beri biyolojik nu-
munelerde MS kullanilmamasinin baslica nedeni MS
analizinde kullanilacak olan numunenin yikli gaz
molekiillerinin olmasi zorunlulugudur [55]. Peptit
ve protein gibi biiyliik biyomolekiillerin analizinde
kargilagilan problem kararsiz, ugucu olmayan bu
numuneleri gaz fazina gegirememek ve herhangi bir
par¢alanma olmadan iyonize forma doniistiireme-
mektir [56].

Biyolojik materyallerde biiyiikk yapida ve kutupsal
olmakla birlikte, kolaylikla gaz fazina gegemezler
ve iyonize olamazlar. MS ile peptit analizinde duyar-
lilik, bir pmol (10> mol) ve fmol (10-"* mol) sevi-
yesine kadar yiikselmistir. Ayrica kiitleleri 100 kDa’
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ya kadar polipeptitlerin analizi de yapilmaktadir [56,
57]. Elektrosprey iyonizasyon (ESI) ve matriks des-
tekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI), kim-
ya, biyoloji, arkeoloji gibi daha bir¢ok alanda kulla-
nilan iyonizasyon teknikleridir [55, 57]. Bu iki iyon
kaynagi kuadrupol, iyon tuzagi, fourier-dontisiim
iyon siklotron rezonansi, orbitrap ve ugus zamanl
kiitle analizorii (TOF) gibi kiitle analizoriine bagla-
narak proteomik analizlerde énemli bir yere sahip
olmustur. MS’ lere, birden fazla analizorler, 6rnegin
i¢lii kuadrupol, kuadrupol - TOF ve Tandem TOF
eklenebilir [56, 58].

1993 yilindan beri proteinlere ait MS verileri topar-
lanip bir araya getirilerek gen dizilimlerinin korelas-
yonunu saglayan yazilim algoritmalart gelistirilmis-
tir. Bu algoritmalarla MS, fonksiyonel genomik ana-
lizlerde yerini almistir. Son birkag¢ yilda, molekiiler
biyolojinin talepleri dogrultusunda protein karakte-
rizasyonu i¢in yiiksek duyarlilikta spesifik cihaz ve
algoritmalar gelistirilmistir [59].

Glintimiizde, proteomik c¢alismalarda MS, baslica
proteinlerin tanimlanmasi, rekombinant proteinlerin
ve diger makro molekiillerin karakterizasyonu ve
kalite kontrolii kullanim1 mevcuttur. MS, proteinin
molekiiler agirligimi 6lgmesi nedeniyle, PTM’ lerin
saptanmas1 ve karakterizasyonunda kullanilir ve
proteinin kiitlesini degistiren herhangi bir kovalent
modifikasyon belirleyebilir [60].

Simdiye kadar proteinlerin amino asit dizilimleri, za-
man alan ve yogun emek isteyen Edman yikimi ile
dizilenmistir [61]. Peptit dizileme yontemi (PMF)’
nin gelisimiyle analizi hiz1 artirmis ve daha fazla
veriye ulagilmigtir. Numunedeki protein, spesifik bir
proteazla parcalandiktan sonra, proteinin sahip oldu-
gu amino asit dizisine gore peptit setleri {iretir. Bu
setler, veri bankalarindan tiiretilen teorik kiitlelerle
kargilastirilir. Bu yaklagim avantaji diisiik numune
miktar1 ve protein karakterizasyonunun hizli olmasi-
dir. Ancak bu yaklasiminda bazi dezavantajlart mev-
cuttur. Protein setinin kullanilacak olan yazilimin
veri bankasinda bulunmasi gerekmektedir. Komp-
leks proteinler analizi karmasik hale getirdigi i¢in
proteinlerin homojen olmas1 gerekir [62].

Iki kiitle analizorii iceren Tandem MS’ le analizi ya-
pilan proteinlerden segilen peptitlerin parcalanma
spektrumlar1 verilir. Birinci analizor, ¢arpisma hiic-
resindeki pargalanmis onciil iyonunu ayirir. Sonra
pargalanma tiirtinleri ikinci bir analizore kiitle analizi
icin gecer. Tandem MS, ii¢clii kuadrupol, kuadrupol-
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TOF ve Tandem TOF cihazlari ile proteomik analiz-
ler gergeklestirilebilir. Diisiik enerjili ¢arpisma kay-
nakli ayrigma (CID), amit bagini pargalayarak peptit
fragmentleri olusturmak i¢in kullanilan bir yontem-
dir. Carpisma hiicresinde gaz halindeki helyum veya
argon atomlart ile Oncii iyonlarinin carpigmastyla
CID’ da parcalanma gerceklestirilir. Elektron trans-
feri ayrigmasi, kullanilan anyon molekiillerinin (ant-
rasen gibi) reaksiyona girdigi ve bir elektronu peptit
iyonuna transfer ettigi baska bir parcalama teknigidir.
Aktarilan elektron, peptit iskeletinin rastgele parca-
lanmasina sebep olur [63]. Peptitlerin pargalanma
spektrumlari, farkli veri bankalarindaki parcalanma
modelleri ile eslestirilir. Tandem MS kullanimiyla
yiiksek kaliteli MS/MS spektrumlart ile bilinmeyen
proteinin tanimlanmast De Novo peptit dizilemesi
ile miimkiindiir [56, 64].

8. Peptit Dizileme Cahsmalar (Peptit
Mass Fingerprint) ve De Novo Dizileme

Proteomikte proteinler, tripsin ile pargalanarak pep-
tit setleri olusturulur. Olusan peptit setlerinin pep-
tit kiitleleri yiiksek tekrarlanabilirlik ve dogrulukta
MALDI-TOF-MS veya ESI-TOF-MS ile saptana-
bilmektedir [65]. Peptitlere ait kiitleler proteom veri
bankalarinda bilinen proteinlerin ait peptit dizileri-
nin kiitle degerleriyle karsilagtirilarak protein anali-
zinin gerceklestirilmesine peptit dizileme calisma-
lar1 (peptit mass fingerprint) denilmektedir. Diger
bir alternatif ise Tandem-MS kullanilarak De Novo
dizileme yapilmasidir. De Novo dizileme, kiitle
spektroskopisinde izole edilerek kiitlesi tespit edilen
peptit iyonu (MS1) carpisma hiicresinde ayrilarak
fragmentlerine (MS2) doniisiir. Fragment iyonlarin
kiitlelerinden hareketle ilgili peptide ait aminoasit
dizisi elde edilir. Burada dikkat edilmesi gereken
husus, her bir MS2 spektrumunun kendisiyle ilgili
kiitlesi bilinen peptide (MS1) ait oldugudur.

Peptidin pargalanmasiyla iyonlar meydana gelir [66].
Bu tiir iyonlara “b” ve “y” tiirii iyonlar denir ve pep-
tit hakkinda bilgi verir. Bununla birlikte “a, c, x ve
z” tiirii iyonlar da meydana gelmektedir. Ancak goz-
lemlenmesi yiiksek olanlar “a, b ve y” tiirii iyonlardir.
Peptit parcalanirken var olan yiik hangi terminalde
kalmasina gore iyonlar olusur. Eger yiik amino ter-
minalinde kalirsa “b” tiirii, karboksi terminalinde
kalirsa “y” tiirii iyonlar olusur. “b” ve “y” tiirli iyon-
larin olugmasiyla peptit iskeletindeki C-N ve N-C
yoniinde her iki taraftan ayni anda fragmentlerine

ayrilmaktadir [67-69].
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Gerek peptit dizileme g¢aligmalar1 gerekse de De
Novo dizileme calismalari igin gelistirilmis bir¢cok
ticari yazilim ve online agik veribankalar1 bulun-
maktadir. Ornegin; SwissPort, UniPort, NCBInr,
MatrixScience bunlardan bazilaridir.

9. Proteomik Calismalarin Eczacilik

Bilimine Katkilari

flac kesfi ve gelistirme ¢alismalarinin  hiz
kazanmasiyla hiicre kiiltiirii ve kiyaslamali protemik
calismalarinin 6nemi artmis ve gelecekte de artmaya
devam edecektir. Bireysellestirilmis tip uygulamala-
r1 son donemin popiiler konularindandir. Bu uygu-
lamalarda c¢esitli hastaliklar {izerinde var olan ya da
yeni gelistirilen ilaclar hiicre kiiltiirii ortaminda uy-
gulanip proteomik c¢aligmalarla etkiler gézlenmek-
tedir. Kiyaslamali proteomikte 2D jel elektroforez
teknolojileri kullanilarak kanserin patofizyolojisini
aciklamak i¢in caligmalar yapilmaktadir. Son yil-
larda, bu teknolojiler, kanser patogenezinin ortaya
cikmasi, ilag toksisitesinin, etkinliginin ve direnci-
nin belirlenmesinin yani sira yeni tant timdr biyo-
reaktifleri gelistirilmesiyle de dikkat ¢ekmistir. Bu
nedenle bu tiir calismalar, kanserin erken tani, teshis
ve tedavisinde ve ayrica kanserin mekanizmasinin
aciklanmasinda 6nemlidir [70]. Ibanez ve arkadas-
lar1 biberiyenin HT-29 kolorektal karsinoma hiicre-
leri lizerindeki antikanser aktivitesini [71], Ercan ve
arkadaslar1 siklodekstrin nanopartikiillerin MCF-7
meme kanseri hiicreleri iizerindeki antikanser ak-
tivitesini [72], Nenni ve arkadaslar1 Ankaferd He-
mostatin HEPG2 hepatoselliiler karsinoma hiicreleri
iizerindeki antikanser aktivitesini [73] ' 2D jel elekt-
roforez yontemiyle arastirmislardir. Bireysellestiril-
mis tip uygulamalari, alt yapi1 yetersizligi ve kalifiye
arastirmacilarin eksikligi nedeniyle zaman alici ve
pahali uygulamalardir. Ancak hali hazirda 2D jel
elektroforez yontemi kullanilarak kiyaslamali pro-
teomikle gerceklestirilen ¢aligmalar bu sorunlarin
gelecekte iistiinden gelinebilecegini gostermektedir.
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