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Abstract

Proteomics techniques have become extremely useful and popular in cancer research field providing comprehensive information
about carcinogenesis, and providing insight into identification of cancer related protein patterns nowadays, despite the fact that
progresses in genomics and transcriptomic techniques allow for advances in cancer researches. Proteomics, a set of technologies
focusing on all protein forms expressed in a cell, organ or organism depending on a function of time, age, condition and external
factors, plays crucial roles as a bridge between genomics and biology, and also provides information about what actually happens.
Therefore,there is an increasing interest in using of proteomics techniques for cancer research. Current proteomics technologies
including one dimensional (1D) and two dimensional (2D) polyacrylamide gel electrophoresis, differential gel electrophoresis
(DIGE), fluorescence 2D difference gel electrophoresis (2D-DIGE), mass spectrometry-based methods (MALDI-TOF-matrix
assisted laser desorption/ionization time of flight, SELDI-TOF-surface enhanced laser desorption/ionization time of flight,
ESI-TOF-electrospray ionization time of flight, tandem mass spectroscopy etc.), protein microarray, tissue microarray, stable
isotope labeling with amino acids in cell culture (SILAC), isotope-coded affinity tag (ICAT), isobaric tagging for relative and
absolute quantitation (iTRAQ) etc. offer the opportunity of performing the detailed proteome analysis, and providepotential
solutions for early detection of cancerby providing powerful biological information to detect candidate tumor biomarkers.
Proteomics technologies and their applications that currently used in cancer research are summarized in this review.
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Kanser Arastirmalarinda Proteomiks Teknikler ve Uygulamalari

Ozet

Genomik ve transkriptomik tekniklerdeki ilerlemeler, kanser arastirmalarindakigelismelere olanak saglamasina ragmen;
gliniimiizdeproteomiks teknikler,karsinogenezis ve kanserle iligkili protein paternlerinin tanimlanmasi hakkinda daha kapsaml
bilgi saglamasi bakimindan,kanser aragtirmalarindason derecekullaniglive popiiler hale gelmistir. Proteomiks; zaman,
yas, durum ve dis etkenlere bagl olarak;hiicre, organ veya organizmada ifade edilen tim protein formlarina odaklanmis,
genomik ile biyoloji arasinda bir kdprii olarak énemli rol oynayan ve gergekte ne oldugu hakkinda bilgi saglayan teknolojiler
toplulugudur.Bu nedenle gliniimiizde, kanser arastirmalarinda proteomiks tekniklerin kullanimi yoniinde artan bir ilgi s6z
konusudur.Tek boyutlu (1D) ve iki boyutlu (2D) poliakrilamid jel elektroforezi, ayirici jel elektroforezi (DIGE), floresan ayirici
2D jel elektroforezi (2D-DIGE), kiitle spektrometresine dayali yontemler (MALDI-TOF-matriks destekli lazer desorpsiyon/
iyonizasyon ugus zamani, SELDI-TOF-yiizey gelistirilmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ucus zamani, ESI-TOF-elektrosprey
iyonizasyon ugus zamani, tandem kiitle spektroskopisi vs.), protein mikroarray, doku mikroarray, hiicre kiiltiirlinde amino
asitler ile izotopik igaretleme (SILAC), izotopla kodlanmis afinite isaretleme (ICAT),géreceli ve mutlak kantitatif izobarik
isaretleme (iTRAQ) vs. teknikleri igeren giiniimiiz proteomiks teknolojisi;detayli proteom analizlerininyapilmasina imkan
sunmakta ve aday tiimor biyobelirteclerinin saptanmasinda giiclii biyolojik bilgi saglayarak, kanserin erken teshisi i¢in olas1
¢cozlimler sunmaktadir. Bu derlemede, giiniimiiz kanser arastirmalarinda kullanilan proteomiks teknolojileri ve uygulamalari
ozetlenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kanser; proteomiks; proteomiks teknolojisi; proteom analizi.

bagisiklik sistemindeki degisimler kansere yol acan temel
faktorler olmakla birlikte, sigara ve alkol kullanimi, dengesiz
beslenme, viral ve bakteriyal enfeksiyonlar, kimyasallar,
radyasyon ve hava kirliligi olmak iizere bazi dis faktorler de
kanser gelisiminde etkili rol oynayabilmektedir.?

GIRIS

Son yiizyilda tim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de
oltimlerin en sik nedenleri arasinda yer alan ve kontrolsiiz
hiicre boliinmesi ve ¢ogalmasi ile karakterize edilen kanser;
temelde DNA’da meydana gelen degisiklikler sonucunda

olusan genom hastalig1 olup, sonrasinda genom yapisindaki
degisikliklerin yan1 sira, proteomiks ve metabolik
degisimlerle de kendini gostermektedir.'Genetik olarak
yatkinlik, mutasyonlar, hormonlardaki degisiklikler ve

Global kanser istatistiklere gore, diinya genelinde kanser
kaynakli 6liimler %23 &liim orani ile kalp hastaliklarindan
sonra ikinci sirada gelmektedir, sonrasinda kanser kaynakli
Oliimleri sirast ile kronik solunum yetmezligi, diyabet
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ve Alzheimer takip etmektedir.’* Global olarak kansere
yakalanma riski ve kanser kaynakli 6liim orani her gecen
giin artarak devam etmektedir. 2017 y1li diinya geneli kanser
istatistiklerine gore, yaklagik 1,688,780 yeni kanser vakasi
tahmin edilmekte olup, bunlardan yaklasik 600,920 kisinin
kanser kaynakli 6limii de tahmin edilen veriler arasindadir.
Bu veriler, her giin 6len her dort kisiden birinin kanser
nedeni ile 61diigiinii ortaya koymakta ve kanserin ¢agimizin
en ciddi saglik problemlerinden biri olarak nitelendirilmesini
rakamlarla desteklemektedir.**

Kanser nedeni ile meydana gelen 6liim oranlarmim
azaltilarak, hastalarin sag kalim siirelerinin ise artirilarak
kanserin kontrol altina alinmasinda, kanserin erken evrelerde
tan1 ve teshisinin konulmasi 6nemlilik arz etmektedir.°Hedef
kanser hiicrelerine yonelik etkili kanser tedavi stratejilerinin
belirlenerek, erken evrelerde kanserin teshis edilebilmesi
amaciyla, ilgili kanserin metastazi sonucunda protein
mekanizmasinda meydana gelen degisikliklerin tam olarak
belirlenmesi ve protein biyo-belirteglerinin tespit edilmesi
gerekmektedir.”

Kanserlerdeki patofizyolojinin  protein  diizeyinde
anlasilmasi; (1) hastaligin erken tani ve teshisinin
konulmast, (2) hastalarda prognoz takibinin yapilmast, (3)
uygun ve etkili bir tedavi uygulanmasi, (4) tedavi sonrasinda
hastalarin sagkalim oranlarinin artirilmasi bakimindan
gereklilik arz etmektedir. Bu dogrultuda, glinimiizde
molekiiler yontemler kullanilarak biyolojik &rneklerde
bulunan bir takim belirte¢ler yardimi ile kansere yonelik
tant konulmasi olagan bir uygulama olmakla birlikte; bu
belirteglerin  konsantrasyonlarindaki degisikliklerin tespit
edilmesi kanser gelisimine kars1 yatkinlig1 olan yiiksek riskli
bireylerin taranmasi, erken tani1 konulmasi, prognoz tahmini
ve tedavi yanitinin izlenmesi de yapilabilmektedir.®’

Organizmada protein seviyesinde meydana gelen
degisiklikleri, organizmanin iginde bulundugu fizyolojik
duruma bagli olarak yansitan ve boylece proteom seviyesinde
meydana gelen degisiklikleri inceleme olanagi sunan
proteomiks; kanserin erken tani ve teshisinin konulmasina
yonelik yeni biyolojik belirteglerin belirlenerek, bunlarin
klinikte rutinde kullanilabiliyor hale getirilmesinde ve
kanser kaynakli 6liim oranlarmin azaltilmasinda da umut
vaat eden teknikler toplulugudur.®’

Proteomiks; kanser hiicrelerinin molekiiler profillerine
uygun olarak, hedefe yonelik yeni ilaglarin belirlenmesinde
ve potansiyel kanser tedavilerinin gelistirilmesinde dnem
arz etmesine ragmen, sonuglarin tekrar edilebilirligi
ve giivenilirligi agisindan rutin olarak klinikte kanser
arastirmalarinda  kullanimi  bakimindan  bir  takim
siirliliklara sahiptir. Ancak ilerleyen yillarda, teknolojik
ilerleme ve gelismelerle birlikte, proteomiks ve kanser
arastirmalar1 hiz kazanacak ve protein biyolojik belirtegler
klinik uygulamalarda etkin bir kullanima sahip olacaktir.

PROTEOM VE PROTEOMIKS

Proteom, bir organizma, doku veya hiicrede herhangi
bir anda bulunan proteinlerin tiimiinii ifade eder. “Proteom”
terimi ilk kez 1994 yilinda genom tarafindan ifade edilen
tiim proteinleri tanimlamak i¢in kullanilmigtir (PROTein-
genOME).” Proteomiksin dinamik dogasini vurgulamak
icin daha agik bir ifade ile proteom, yer ve zaman dikkate
alindiginda, bilesimi dokudan dokuya veya hiicreden
hiicreye degisen proteinlerin tiimiidiir. Proteomun yapist;
cevresel faktorler, yas, cinsiyet ve hastaliklar, fizyolojik
durumlar (hiicre siklusu, apoptoz gibi) gibi i¢ ve dis
faktorlere bagh olarak degisim gosterir. Bu durum genom

dogasimin tam tersi bir durumu yansitmaktadir. Bu nedenle
ayni genoma sahip olan iki canli, farkli proteom yapisina
sahiptir.'*""Proteomun temel birimi olan bir protein
aminoasitlerden olusur ve hiicrede bulunan aktif formu
ii¢ boyutlu haldedir. Proteinlerin aminoasit dizeleri uygun
genler tarafindan belirlenmesine ragmen genetik bilgi
bir protein hakkinda biitiin bilgileri saglamaz. Bir gen-
bir protein korelasyonu giiniimiizde anlamini yitirmis
bir kavramdir. Cilinkii dort niikleotidin kombinasyonuyla
belirlenen tek boyutlu genomik bilginin aksine proteinlerde
kodlanan bilgi sadece aminoasit dizeleriyle sinirl degildir.
Proteinler, hiicreler tarafindan bir¢ok diizenlemeye tabi
tutulmaktadir.>"mRNA’nin alternatif sekillerinin olusmasi
(splicing), fiizyonlar ve post-translasyonel modifikasyonlar
gibi diizenlemeler proteomiksin siki bir sekilde kontrol
edilen dinamik yapisina, ¢ok boyutluluguna, degiskenligine
katkida bulunmaktadir. Bu durum ¢ok sayida 6zgiin protein
molekiiliiniin nasil olustugunu da agiklamaktadir.!* Viicutta
patolojik bir durumun meydana gelmesi proteomda meydana
gelen degisimlerle dogrudan iligkilidir ve bu degisimlerin
ve nedenlerinin anlasilmasinda proteomiks teknikleri
kullanilmaktadir.'

Genel olarak proteomiks yaklagimlar; ekspresyon
proteomiks, yapisal proteomiks ve fonksiyonel proteomiks
gibi ¢esitli gruplara ayrilarak incelenmektedir. Bu
yaklasimlardan ekspresyon proteomiks; hiicre ya da dokuda
ifade edilen proteinleri belirleyerek hastaligin erken tani ve
etkin tedavisinde kullanilabilecek hastalik biyobelirteglerinin
belirlenmesine  saglar. Yapisal proteomiks; protein
komplekslerinin ii¢ boyutlu yapilarini analiz ederek, bu
proteinlerin hiicre igerisinde nerelerde lokalize olduklarini
belirler. Fonksiyonel ya da islevsel proteomiks; protein-
protein veya protein-DNA/RNA etkilesimlerini inceleyerek,
proteinlerin fonksiyonlarini analiz eder.'s

Proteomiks, hiicre, doku veya biyolojik sivilarin protein
profillerinin arastirtlmasindakullanilan, genomik ile biyoloji
arasinda koprii kuran ve son yillarda hizla gelisen yeni bir
analitik disiplindir. Proteinlerin spesifik 6zellikleri nedeniyle
proteomiks, yeni proteinlerin tespit edilmesi, miktarlarinin
belirlenmesi, post translasyonel modifikasyonlarin, protein
yapisinin ve fonksiyonlarmin ortaya cikarilmasi ve olasi
etkilesimlerin tespit edilmesi amaciyla kullanilmaktadir.
Hizla gelisen teknolojik araglar, kompleks karisimlardaki
(dokular veya biyolojik sivilar) bircok proteinin tespit
edilmesi, hiicresel ve hiicre diizeyinin altinda meydana
gelen etkilesimlerin haritalanmasi ve biyolojik etkilerinin
aragtirilmasi olanagini saglamigtir.'®!7

Proteomiks arastirmalari, viicut sivilarinda, hiicrelerde
ve doku biyopsilerinde protein kokenli tanisal ve prognostik
hastalik belirteglerinin tanimlanmasma ve yeni tedavi
stratejilerinin belirlenmesine olanak saglamaktadir. Herbir
bireyin proteom yapist kendine 6zgii oldugu i¢in, herhangi
bir patolojik durum sonucunda bireyin proteomunda
meydana gelen degisimlerin analiz edilmesikisiye 6zgii
tedavilerin gelistirilmesinde anahtar rol oynamaktadir.'®

Proteomiks dncesinde yapilan caligmalar transkriptomiks
adr altinda RNA seviyesindeki degisikliklere 151k tutmakta
idi. Ancak, mRNA ekspresyon seviyesindeki degisiklikler
birebir olarak protein seviyesinde goriilememektedir,
mRNA ekspresyon diizeyleri proteinin aktivitesine yonelik
bilgi saglamamaktadir ve posttranslasyonal modifikasyonlar
sonucu proteinde meydana gelen degisimler hakkinda veri
saglamamaktadir. Bu nedenle genom ve proteomun birlikte
analiz edilerek, komplementer veri elde edilmesi 6zellikle
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klinik arastirmalart ig¢in son derece onemlidir. Yapilan bir
calismada, 23 farkli insan hiicre ¢izgisinde hem RNA hem
de protein ekspresyon diizeylerine bakilmis ve protein
ekspresyon seviyelerinin sadece %33 diizeyinde RNA
ekspresyon seviyeleri ile uyustugu goriilmistiir. Dolayisi ile
RNA ekspresyon seviyelerindeki degisiklikleri belirlemek
yerine, protein ekspresyonlarindaki degisiklikleri takip
etmek daha dogru bir yaklagim olacaktir.!*

PROTEOMIKS TEKNIKLER

Proteomiks teknolojisinde temel olarak “jel temelli”
ve “jel temelli olmayan” olmak iizere iki yaklasim soz
konusudur. Bu yaklasimlart kisaca 6zetlemek gerekirse;
jel temelli yaklasimda, materyalde var olan proteinler izole
edilerek protein karigimlart olusturulur, jel sistemleri ile
protein karigimlari ayrima tabi tutulur ve protein spotlari elde
edilir. Elde edilen protein spotlarindaki proteinler, enzim
ile muamele edilerek peptitlere ayristirtlir ve cesitli kiitle
spektrofotometreleri kullanilarak ilgili veritabanlari yardimi
ile proteinler tamimlanir.?'Jel temelli olmayan yaklagimda
ise; protein karigimlart elde edildikten sonra ya bu protein
karigimi  kromatografik yontemler ile fraksiyonlarina
ayrilarak analizler yapilir, ya da protein karigimi enzimatik
olarak kesime tabi tutulur ve affinite kromatografisi ile
peptitlerine ayristirilir, spektrofotometrik analizler (MS-MS)
ile uygun veritabanlarinin yardimu ile proteinler tanimlanir.’

Proteomiks teknolojisi genel olarak, once Ornekteki
proteinlerin ayirimi ve sonra bu proteinlerin tanimlanmast
prensibine dayanmaktadir. Proteomiks yaklasimlarda
baslica birbirini izleyen iic basamak mevcuttur, bunlar;
ornek hazirlanmasi, proteinlerin ayirimi ve proteinlerin
tanimlanmasi seklindedir. Biyoinformatik ise, proteomiks
teknikler ile elde edilen verilerin toplanmasi, depolanmast,
islenmesi ve goriiniir hale getirilmesinde proteomiks
teknolojilerinin olmazsa olmazidir.??

Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Doku, kan, tiikiiriikk, herhangi bir viicut sivisi, kiiltiire
edilmis hiicre, bakteri vs. olmak {iizere her tiirlii biyolojik
materyal Ornek hazirlamak i¢in kullanilabilmektedir.
Proteinler bulunduklari ortamlarda homojen olmayip;
molekiiler agirlik, izoelektrik nokta, ¢dziiniirlik gibi farkl
biyofiziksel ve kimyasal ozelliklere sahip olduklarindan
dolayz, protein drneklerinin hazirlamasi asamasi; proteomiks
calismalariin en temel ve en hassas asamasidir. Tiim protein
smiflart i¢in tek bir protein hazirlik protokolii yoktur ve
miimkiin olan en az kontaminasyon ile en fazla protein eldesi
protein hazirliginda temel amagtir.*Protein ekstrakt hazirligs;
protein/protein, protein/lipid ve protein/niikleotid arasindaki
karsilikli etkilesimlerin kesilmesi amaci ile ¢ozliniirlestirme,
denatiirasyon ve indirgeme asamalarin1 gerektirir. Bu
asamalarda kullanilan kimyasal ve soliisyonlar kullanilan
ornege bagl olarak ¢esitlilik gostermekle birlikte;membran
proteinlerini lipitlerden ayirarak ¢oziiniir hale getirebilmek
icin SDS, CHAPS, Tween gibi deterjanlar; proteinlerdeki
disiilfit baglarin1  kirarak proteinlerin  indirgenmesini
saglamak icin DTT, merkaptoetanol gibi indirgeyiciler;
protein-protein etkilesimlerini denatiire ederek proteinlerin
sekonder ve tersiyer yapilarini bozmak i¢in denatiire edici
ajan olan iire ve {irik asit; DNA ve RNA kontaminasyonlarini
engellemek i¢in enzimler kullanilmaktadir.**

Proteinlerin ayirimi
Proteinlerin ayrimi, proteomiks calismalarinin ikinci

adimimi olusturmaktadir. Kompleks protein karisimlari
icerisindeki  proteinler, g¢esitli teknikler kullanilarak
belli proteinlere veya protein alt gruplarina ayrigtirtlir
ve boylece protein diizeylerindeki farkliliklar analiz
edilebilir. Jel temelli olmayan proteomiks teknolojisinde
proteinlerin ayrimi igin; ince tabaka kromotografisi,
kolon kromatografisi (iyon degisim kromatografisi,
afinite kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi), bir
ve iki boyutlu sivi kromatografisi (1D ve 2D LC-Liquid
Chromatography) yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC-High Performance Liquid Chromatography), ultra
performanslt sivi kromatografisi (UPLC-ultra-performance
liquid chromatography) ve elektrostatik geri itmeli hidrofilik
interaksiyon kromatografisi (ERLIC-electrostatic repulsion
hydrophilic interaction chromatography) gibi kromatografik
yontemler kullanilmaktadir.?>2¢

Jel temelli protein ayirimda ise; birboyutlu poliakrilamid
jel elektroforezi (1D-PAGE), iki boyutlu poliakrilamid jel
elektroforezi(2D-PAGE) vediferansiyel jel elektroforezi
(DIGE) gibi gesitli jel sistemlerinden yararlanilmaktadir.?”

Proteomiksde Kromatografik Analiz Yontemleri

Herhangi bir karisimdaki maddelerin biri hareketli
ve digeri sabit olmak iizere iki faz yardimiyla birbirinden
ayrilmast  islemi  “kromatografi” olarak adlandirilir.
Fraksiyonlarina ayrilmak istenen karisim, sabit fazin
baslangic kismima konur ve hareketli faz ileriye dogru
ilerletilir, bu ilerleme esnasinda karisimdaki bilesenler,
fizikokimyasal oOzelliklerine goére sabit fazin farkli
bolgelerinde tutularak degisik hizlarda hareket ve bdylece
birbirlerinden ayrilirlar. Temel analiz prensibi ayni1 olmakla
birlikte ¢ok cesitli kromatografik yontemler mevcuttur. Ince
tabaka kromatografisinde, drnek kati bir yiizeye emdirilir
ve ¢oziicli bir soliisyon igine yerlestirilerek Ornekteki
proteinlerin ¢dziinme yeteneklerine gore ayirim yapilir.
Kolon kromatografisinde, proteinler porlu kati bir ylizeyden
gegirilerek; iyonik yiiklerine, kimyasal gruplara baglanma
ozelliklerine ve biyiikliiklerine gore yiizey ile gostermis
olduklar1 farkli etkilesimler dogrultusunda ayrima tabi
tutulurlar. Bir boyutlu sivi kromatografisinde, proteinler
izoelektrik noktalari, kiitleleri veya hidrofobikliklerinden
sadece birine gore ayrilabilir iken; iki boyutlu sivi
kromatografisinde proteinler once izoelektrik noktalarina
gore ve ikinci olarak da hidrofobikliklerine gore ayrilir.
Yiiksek performanshi sivi kromatografisinde, proteinlere
yiiksek basing uygulanarak kolondan hizlica gegirilir
ve ayrim saglanir. Bu kromatografi yontemi, diger
kromatografik yontemlere gore daha yiiksek ayirma giiciine
ve daha fazla duyarliliga sahip bir yontemdir. Proteomiks
analizlerinde s1vi kromatografisi yontemleri; jel elektroforez
sistemleri ve kiitle spektrofotometreleri ile kombineli
olarak kullanilmakta ve proteinlerde meydana gelen
modifikasyonlarin anlagilmasina yardimci olmaktadir.>*

Proteomiksde Elektroforetik Analiz Yontemleri

Elektroforetik analiz yontemlerindeki temel amag;
protein karisimlari igerisindeki karigikligi ve kompleksligi
azaltarak proteinlerin ayrimina olanak saglamaktir. Bu
amacla ¢esitli jel elektroforez sistemleri kullanilmaktadir:bir
boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi (1D-PAGE),
iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi (2D-PAGE)
ve diferansiyel jel elektroforezi (DIGE). Bir boyutlu
poliakrilamid jel elektroforezinde, proteinler sadece
molekiiler agirliklarma gore ayrimi tabi tutulur ve bu
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nedenle kompleksligi azaltamaz; iki boyutta yapilan jel
elektroforezinde ise proteinler hem molekiiler agirliklarina
(Mw) gore hem de sahip olduklart farkli izoelektronik
noktalarina (pI) gore ayrima tabi tutulurlar ve bu nedenle 2D
SDS-PAGE kompleks protein karigimlarinin ayrimina olanak
saglar. Birinci boyutta yiike bagimli bir ayirma yontemi olan
izoelektrik odaklama (IEF) ile ikinci yonde SDS varliginda
molekiiler kiitleye gére ayirim yapan Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamit Jel Elektroforezinin (SDS-PAGE); kompleks
protein karigimlarinin ayrilmasi ve tanimlanmast, hiicre tipi
ve suglarin belirlenmesi ve karakterizasyonu, fonksiyonel
protein bazinda genetik farkliliklarin analiz edilmesi, hiicre
icerigindeki protein farkliliklarinin belirlenmesi, hastalik
teshisi, post-translasyonel modifikasyonlarin belirlenmesi,
kalite kontrolinde protein safliginin analizi, hiicre
proliferasyonu, farklanma ve transformasyonun incelenmesi
gibi birgok uygulama alanina sahiptir.?’33!

Jellerin hazirlanmasinda kullanilan sodyum dodesil
stilfat (SDS) anyonik bir deterjandir ve proteinin molekiiler
agirligina kabaca sabit bir oranla negatif yiik SDS’in
stilfat gruplarindan verilip birgok polipeptit SDS’i belirli
bir oranda baglar. Bu sekilde, etkin olarak polipeptit
zincirlerinin net yiikii maskelenir ve negatif yiikli SDS
molekiilleri igeren protein-SDS kompleksleri meydana gelir.
Jele yiiksek voltajda elektrik akimi uygulandigi zaman,
protein-SDS  kompleksleri ¢apraz bagli poliakrilamid
jeldeki porlar boyunca molekiiler agirliklarina bagli olarak
hareket eder ve bant profilleri meydana getirir. Jelde
olusacak capraz baglarin derecesi; jellerin yogunluguna
(ylizdesine) ve proteinlerin molekiiler agirliklaria baghdir.
Molekiiler agirligi fazla olan protein karigimlarinin ayrimini
yapabilmek i¢in, diisiik dereceli capraz baglarin olusuyor
olmast proteinlerin jelde hareketini kolaylastirarak daha iyi
bir ayrim imkani saglar. Bunun yani sira; ayni jelin farkli
kisimlarinin farkli yogunluklara sahip oldugu gradiyent jel
olarak tanimlanan jeller de tercih edilebilir. Bu tip jellerde,
jelin iistiinden altma dogru ¢apraz baglarin miktar: artar ve
bdylece molekiiler agirliklart genis olan bir dizi proteinin
daha iyi ayrimi saglanir.’?

Jel elektroforezi sonucunda elde edilen protein
bantlarinin ve protein spotlarinin,protein boyama ydntemleri
ile boyanarak goriiniir hale getirilmesi gerekmektedir.
Jellerin boyanmasinda Coomassie Brillant Blue R250 veya
G250 boyama,giimiis boyama, organik floresan boyama ve
SYPRO Ruby boyama gibi boyalar kullanilmaktadir. Jellerin
boyanmasimnin ardindan jeller, gorsel olarak ve PDQUEST
gibi uygun yazilimlar yardimi ile bilgisayar ortaminda
degerlendirilir.**3*

Diferansiyel jel elektroforezi (DIGE), 2D SDS-
PAGE yontemine pek ¢ok yonden benzerlik gdstermesine
ragmen, bu yontemde izoelektronik noktasina gore
odaklama yapilmadan dnce proteinlerin amino uglarindaki
lizin gruplar1 floresan boyalar (CyDye-Cyanin boya) ile
isaretlenir. Bu metotta, fizyolojik ve patolojik olarak iki
farkli kaynaktan gelen 6rnekler, farkli floresan isaretlemeye
tabi tutularak ayni jel {izerinde yiiriitiliip, jeller arasi
farklilagmalar ortadan kaldirilarak daha giivenilir sonuglar
elde edilir. Farkli floresan boyalarla (internal standart igin
Cy2, kontrol ve hasta/deney grubunu ise Cy3 veya CyS5
floresan boyalar ile isaretleme) isaretleme imkani sagladigi
icin, bu yontem karsilagtirmali proteom analizlerinde
avantajlar sunmaktadir.®

Proteinlerin Tanimlanmasi

Proteomiks yaklasimda ayrimi yapilan proteinlerin
tanimlanmast iglemi kiitle spektrometresi(MS) aracilig1
ile yapilmaktadirMS teknolojisi 20. Yiizyilin basinda
ortaya ¢ikmig bir teknoloji olmasina ragmen, proteomiks
calismalarinda kullanima son yillarda adapte edilebilmis bir
teknoloji olup, proteomiks ¢aligmalarina muazzam katkilar
saglamigtir.’

Kitle spektroskopisi; iki boyutlu jel elektroforezinde
ayrimi yapilmis olan proteinlerin “kiitle parmak izi” (peptid
mass fingerprints) analizlerinin yapilmasi i¢in mitkemmel
bir analiz yontemidir.MS ile analizi yapilacak olan peptit
ya da protein Oncesinde genel olarak enzimatik kesime
tabi tutularak proteolitik peptitler elde edilir ve daha sonra
biitiinliigii bozulmadan iyonlagtirilarak gaz fazina gegirilir.*’

Kiitle spektrometresi genel olarak ii¢ temel bdlimden
olusur:

1. Iyon kaynagt: protein ya da peptitleri dogrudan veya
dolayli olarak iyonlastirarak, hem pozitif hem de negatif
iyonlar olusturur. Iyonlasma yapisima gére; elektrosprey
iyonizasyon, UV lazer iyonizasyon, kimyasal iyonizasyon,
atmosferik basing kimyasal iyonizasyon ve hizli atomik
bombardiman iyonizasyongibi gesitli iyonizasyon sistemleri
bulunmaktadir.®®

2. Kiitle analizatorii: basing altinda iyonlarimagnetik
alanin kuvvetine ve iyonlarin hizina ve kiitlesine gore ¢ozer.
Cesitli kiitle analizor tipleri vardir; tek odaklamali veya cift
odaklamali magnetiksektoér analizorii (MSA), kuadrupol
analizor (Q), zaman-yol bagimli analizor (TOF), iyon kapani
kiitle analizorii (QSTAR), FT-iyon siklotron rezonans MS
(FT-ICR MS).*

3. Dedektor: kiitle analizorii tarafindan ¢oziilen iyonlar:
algilar ve iyon akimi olusur.*

Proteomiks teknolojisinde, Onemli bir kullanima
sahip olan MS, protein ya da peptitleri once iyonlaria
ayirir, sonra sahip olduklart kiitle/yiik oranina (m/z) gore
smiflandirir ve elde edilen kiitle spektrumuna goreveri
bankalar ile karsilagtirmali analizler yaparak, proteinlerin
amino asit dizilerinden protein tanimlamasi yapar.Hassas
ve rezoliisyon giliclii yiiksek kiitle spektrofotometreleri
proteomiks caligmalarinda 6nem arz etmekte olup, hangi
MS c¢esidi ile galisilacag: ¢alisilmast planlanan proteomiks
stratejisine bagli olarak degiskenlik gosterir.’

Cesitli kiitle spektrometreleri bulunmakla birlikte; en
sik kullanima sahip olan kiitle spektrometreleri MALDI-
TOF/MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization-
Time of Flight/Mass Spectrometry), SELDI-TOF/MS
(Surface-Enhanced Laser Desorption/lonization-Time of
Flight/Mass Spectrometry) ve ESI-TOF/MS (Electrospray
Ionization tandem mass spectrometry-Time of Flight/Mass
Spectrometry)’dir.’

MALDI-TOF/MS

Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon
ucus zamani kiitle spektrometresi (MALDI-TOF/MS-
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time of
Flight/Mass Spectrometry) ile biyolojik orijinli pek ¢ok
biyomolekiiliin (protein, peptit, seker, polimer, dendrimer
gibi) ¢ok yonlii analizi yapilabilmektedir.*'1980’lerde
cesitli arastirmacilar tarafindan yapilan biyokimyasal
arastrmalarda MALDI-TOF  kiitle  spektrometresinin
analizlerdeki basarist kanitlanmis ve 1991°den sonra ticari
olarak gelistirilmeye baglanmigtir.*>+

Giiniimiizde ise, disiplin olarak proteomiksin biiylimesi
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ile birlikte, analitik platformda MALDI metodu ve
uygulamalari,total bir peptit karigimindan peptit kiitlelerinin
tayininde veproteinin tanimlanmasinda umut verici
potansiyele sahip bir teknik haline gelmistir.*!#44

MALDI-TOF/MS’in ¢alisgma mekanizmast {i¢ temel
basamaktan meydana gelir: ilk olarak, matriksin birbirinden
timiiyle ayrilmis analit molekiillerine erisebilmesi igin
uygun bir soliisyon olusturulur. Ikinci adimda, lazer
1s1n1 matriks-analit sollisyonu {izerine odaklanarak, hizli
titresimler ile katr soliisyonun pargalanmasi saglanir
ve matriks uyarimi gergeklestirilir.  Uyarilan matriks
molekiilleri ylizeyden figkiran demetler igerisinden ucarak
analiti gaz fazinda serbest birakir. Son olarak ise; uyarilmig
matriks analite dogru stabilize olarak analitin iyonize olmasi
saglanir ve olusan iyonlar kiitle spektrometresinde incelenir.
Iyonlagma igin analit ve matriks ayni enerji ile uyarilmasina
ragmen, iyonlar farkli kinetik enerji, yiik ve kiitlelere
sahip olduklarindan dolayidetektore degisik zamanlarda
ulagirlar,analizatoriin  TOF(Time of Flight-ugus zamani)
olarak adlandirilmasinin nedeni bu farkli varis zamanindan
kaynaklanmaktadir.*6-#

Proteomiks ¢aligmalarda;MALDI-TOF/MS ile elde
edilen veriler “kiitle parmak izi” olarak ifade edilmektedir.
Jel spotlari, triptik veya diger proteolitik enzimlerle
pargalandiktan sonra elde edilen kiitleler, protein veri
tabanlarinda listelenen tiim proteinlerin teorik parcalarinin
kiitleleri ile karsilastirilir ve enzim igin triptik pargalama
bélgeleri kullanilarak her bir protein i¢in degerler hesaplanir.
Triptik parcalama s6z konusu oldugunda, bilgisayar
programi; tiim proteinlerin her bir lizin ve arjininden sonra
gelen peptit bagini pargalara ayrarak, teorik kiitlelerini
hesaplayabilmektedir. Bu kiitlelerle uyum saglayan ana
proteinin dogru bir sekilde belirlenmesi, gergek kiitlelerle
kiyaslama yolu ile miimkiin olmaktadir. Ayrica, fosforilasyon,
asetilasyon, metilasyon gibi modifikasyonlar da bilgisayar
arama programlarinin igerigine eklenebilmektedir.*-*

SELDI-TOF/MS

Protein ¢ip biyolojik belirteg sisteminin temelini
olusturan, yiizeyi gelistirilmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon
ucus zamani kiitle spektrometresi (SELDI-TOF/MS-
Surface-Enhanced Laser Desorption/lonization-Time of
Flight/Mass Spectrometry) pek ¢ok yonden MALDI-TOF/
MS ile benzerlik gostermektedir.”!

SELDI-TOF/MS teknolojisi, ProteinChip Array, kiitle
analizorii, ve veri analizi yazilim (software) programi olmak
iizere ii¢ ana bilesenden olusmaktadir.Proteinlerin kimyasal
ya da biyokimyasal yollarla modifiye edilmis bir yiizeye
tutulumunu hedefleyen bu teknolojide; proteinler segici
olarak ylizeye tutunurlar ve tutunmayan artiklar interferans
verebilecek maddeler, deterjanlar, tuzlar ve lipidler uygun
¢ozlicli ya da tamponlarla yikanarak ortamdan uzaklastirilir.
Ozel maddelerle muamele edilerek aktive edilen
iyonlar,lazerle uyarilir ve incelenen 6rnekteki proteinlerin
ozel bir kolon boyunca kiitlelerinin yiiklerine oranina (m/z)
gore ilerleyerek ayrilmasi saglanir. Iyonlar ugus zamanina
bagl olarak kolon sonunda detektore ulasirlar ve dedektor
tarafindan algilanan verilerdenkiitle spektrumlar1 elde
edilir.’>%

Proteomiks calismalarinda SELDI-TOF/MS teknolojisi
diger MS cesitlerine kiyasla bir takim avantajlara sahiptir.
Bu yontemde; serum, idrar, plazma, kan, barsak sivisi
ya da hiicresel sekresyon gibi binlerce farkli protein
iceren biyolojik Ornekler herhangi bir 6n isleme gerek

olmadan direk olarak kromatografik chip yiizeyine
uygulanip, analiz edilebilmektedir. Buna ek olarak; protein
biyobelirte¢ taramasi igin, az miktardaki 6rneklerden yeterli
olmaktadir.>*%

ESI-MS

Elekrosprey iyonizasyon (ESI-MS-Electrospray
Ionization tandem mass spectrometry-Mass Spectrometry)
yontemi en yumusak iyonizasyon teknigidir. Polar ve ugucu
olmayan bilesikler ile buharlagtirtlmasi ve iyonlastirilmasi
zor olan biiyiik biyolojik molekiiller(proteinler, peptitler,
niikleik asitler, farmasetikler ve dogal {iriinler)iginideal
bir iyonizasyon yontemidir.Bu analiz yonteminde; &rnek
MS igerisine bir siringa pompast ile piiskiirtiilerek, olusan
damlaciklar buharlasir ve bu buharlasma esnasinda yiikler
damlaciklarin i¢inde bulunan molekiillere transfer olur,
iyonlar olusur. Diger MS analizlerinde oldugu gibi ESI kiitle
analizinde de, ayirim genellikle kiitle-yiik oran1 ile yapilir ve
spektrum elde edilir.’*%

Protein Mikroarray Teknolojisi

Protein mikroarray veya “protein mikrogip teknolojisi”
olarak nitelendirilen bu teknolojide proteinler yakalanarak,
cipler tizerinde sabitlenir ve MS (kiitle spektrofotometresi)
teknolojisi ile analiz edilir. Proteinlerle olan etkilesim
mekanizmasindaki farkliliklara gore temelde iki tiip protein
mikrocip teknolojisinden bahsedilir:“analitik mikroarray”
veya “antikor mikroarray” ve “fonksiyonel protein
mikroarray” **Proteine baglanabilme 6zelligine sahip ozel
molekiillerihtivaeden camytizeyler sayesinde soliisyonda var
olan proteinlerin spesifik olarak bu cam yiizeye baglanmasi
ve boylece proteinlerin analiz edilmesi prensibine dayanan
protein mikroarray teknolojisi “analitik mikroarray” veya
“antikor mikroarray” olarak tanimlanir iken; fonksiyonel olan
tiim proteinlerin cam yiizey iizerindeki ¢iplere baglanmasi
vegip tizerindeki reaktif proteinlerin floresan, fotokimyasal
veya radyoizotop yoOntemlerle isaretlenmesi ve analiz
edilmesi temeline dayanan protein mikroarray teknolojisi ise
“fonksiyonel protein mikroarray” olarak tanimlanir.*Klinik
olarak saglikli ve hastalikli dokudaki protein farkliliklarinin
ortaya konulmasinda ve hastalik durumunda meydana gelen
protein farkliliklarinin belirlenmesindeantikor mikroarray
teknolojisi diger mikroarray teknolojisine gore daha sik
bir kullamima sahiptir. Ancak protein birbirleri ile ve
kiigiik molekdiller ile interaksiyonlarinin analiz edilmesinin
hedeflendigi c¢aligmalarda ise, fonksiyonel mikroarray
teknolojisi ki, zellikle floresan ile isaretlenmis mikroarray
analizleri avantajlar sunmaktadir.®’

Doku Mikroarray Teknolojisi

Doku mikroarray veya “doku mikrodizin teknolojisi”
olarak nitelendirilen bu teknoloji dokudaki onbinlerce
proteini hizlica tanimlamaya olanak saglayan bir proteomik
yaklagimdir. Doku mikrodizinleri icerisindeki “alic1” blok
icine bir “verici” doku gekirdeklerinin transferi ile elde
edilmis olan mikrodizinler, 6zellikle kanser arastirmalarinda
kansere spesifik protein prognostik veya prediktif biyolojik
belirteglerinin ~ belirlenmesine  yonelik — arastirmalarda
kullanilmaktadir.Ancak, ¢esitli  timér  dokularindan
alinan orneklerde, aday protein biyomarkirlar igerisinden
hedefe yonelik olarak en dogru proteinin secilmesi ve
bunun dogrulanmasi agisindan bu teknolojinin bir takim
sinirhiliklart  meveuttur.®' Giintimiizde ~ gelisen  teknoloji
sayesinde, sadece kanser gruplarina spesifik biyomarkirlarin
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belirlenmesine yonelik degil; ayn1 zamanda bireylerde olast
kanser vakalarmin belirlenmesi, preneoplastik lezyonlar
ve metastatik lezyonlarin belirlenmesi, senkronize veya
farkli zamanli kanser vakalarmimn belirlenmesi ve kanser
vakalarinda ailesel faktorlerin  belirlenmesigibi  farkl
olgularda dafarkli farkli kanserlere spesifik doku array
bloklari olusturulabilmektedir.®

izotopik isaretleme Yontemleri

Farkli izotoplarla igaretlenmis amino asitlerin in vivo
veya in vitro ortamlarda protein veya peptitlerin yapisina
katilmas1 prensibine dayanan kiitle spektrofotometrisi
temelli teknikler toplulugudur. izotopik olarak hafif prob
ve agir prob ile isaretlenmis iki proteoma ait peptitler
kiitle spektrofotometreleri yardimi ile kantitatif olarak
karsilastirmali  analiz edilir.%izotopik olarak isaretleme
cesitli sekillerde yapilabilmektedir: Bunlar stabil izotoplarla
hiicre kiiltiirtindeki 6rneklerin in vivo olarak isaretlenmesi
(stable isotope labeling with amino acids in cell culture-
SILAC), izotoplarla proteinlerin affinite izolasyonuna imkan
saglayan kuyruk kisimlarmin in vivo olarak isaretlenmesi
(isotope-coded affinity tag-ICAT), goreceli ve mutlak miktar
tayini icin izobarik olarak etiketleme yapilmas: (isobaric
tagging for relative and absolute quantitation-iTRAQ)
ve aproteolitik olarak 8O ile in vitro isaretleme seklinde
gruplandirilabilir.

Proteomiks Uygulama Alanlari

Proteomiks teknikleri kullanilarak onkoloji, immiinoloji,
mikrobiyoloji, biyokimya, farmakaoloji, genetik, biyoloji
gibi tip ve tip alan1 disindaki pek ¢ok disiplinde ¢ok cesitli
arastirmalar yapilmis olup, bunlardan bazilart; hastaliklarin
tan1 ve teshisine yonelik protein temelli biyobelirteclerin
belirlenmesi, karsilastirmali proteom analizleri ile farkli
kosullara kars1 organizmanin proteomundaki degisikliklerin
analiz edilmesi, anneye bebekten gegen proteinlerin
belirlenmesi ile noral tip defekti gibi fotal bozukluklarin
arastirilmasi, konak ve virlis karsilikli etkilesimlerindeki
proteomlarin analiz edilmesi,mikroorganizmalarin
proteom yapilarinin analiz edilerek identifikasyonlarmin
yapilmasi,farkli toplumlardaki proteom farkliliklarindan
yola c¢ikarak hastaliklara spesifik proteinlerin belirlenmesi,
parkinson, alzheimer, huntington, down sendromu, kanser
gibi pek cok hastalik i¢in hastalik modellerinin belirlenmesi
seklindedir.6>-¢8

Giintimiizde proteomiks uygulamalari temel olarak 4
grupta toplanmaktadir.®Bunlar:

Proteomun Tamaminin incelenmesi (Protein mining
analizi)

Protein mining analizi, bir Ornekte var olan tim
proteinlerin tanimlanmasi analizidir, diger bir ifade
ile proteomu meydana getiren tiim bilesenlerin gen
ckspresyonundaki  etkilerine  bakilmaksizin  analiz
edilmesidir.”

Protein Ekspresyon Profil Analizi

Protein ekspresyon profil analizi, protein mining
analizinin 6zellesmis bir formu olup, bir organizmanin veya
bir hiicrenin hastalik, stres, ilag veya kimyasal uygulamasi
veya fiziksel uyarict gibi belirli durumlar/kosullara maruz
kalmas: sonucunda organizmada meydana gelen protein

ekspresyonu profillerindekifarkliliklarin ~ karsilastiriimali
olarak analizidir.”

Protein Network Haritalamasi

Protein  network  haritalamasi,  “Protein-Protein
Intereksiyonu” olarak da tanimlanabilen bir proteomiks
yaklasim olup, organizmalarda birbiri ile interaksiyon
icerisinde olan proteinlerin analiz edilerek proteinlerin
yolaklarinin belirlenmesine olanak saglar.”

Protein  Posttranslasyonel = Modifikasyonlarimin
Haritalanmasi

Yasayan sistemlerin pek ¢ogunda, proteinler sentez
edildikten sonra fonksiyonel duruma gelmeden 6nce bir
takim modifikasyonlara ugrayarak kimlik kazanmaktadir.
Proteinin nereye hedeflenecegi, hedeflendigi yerde nasil bir
fonksiyona sahip olacagi posttranslasyonel modifikasyonlar
sayesinde belirlenir. Modifikasyonlar, proteinin yap1 ve
islevinde degisiklikler meydana getirerek, ayni proteinin,
ayni canlinin farkli kisimlarinda farkli fonksiyonla sahip
olmasinaimkan sunar. Protein modifikasyon haritalanmasi,
proteinlerin nerede ve nasil bir modifikasyona ugradigini
ve bu modifikasyonlarin yasayan sistemlerdeki proteom
yapisini nasil etkilendigi belirlemek i¢in kullanilan bir
proteom analizidir.”

Kanser Arastirmalarinda Proteomiks

Proteomiks teknikler bugiine kadar parkinson,
alzheimer, huntington, down sendromu, kardiyovaskiiler
hastaliklar, infertilite, obezite ve kanser olmak tizere pek
cok hastalikta ve hastalik modelinde uygulanmistir. Kanser
arastirmalarindaki proteomiks caligmalar, karsinogenezis
durumunda proteinlerde bir takim degisimlerin var oldugunu
gostermis olmasina ragmen, hangi proteinlerin hangi kanser
tirlerinde ne tiir farkliliklar gosterdiginin belirlenmesine
yonelik ¢aligmalar son yillarda hiz kazanmigtir.”

Kanserin molekiiler temelini anlamamizdaki biiyik
ilerlemelere ragmen, hem hastalik mekanizmalarini
anlamada hem de erken teshis ve tedavi icin etkin
stratejiler gelistirmede eksiklikler mevcuttur.Hastaligin
patofizyolojisinin hastaligimn ilerleyen evrelerinde anlagilmasi
hastalarin basariyla tedavi edilebilmesini etkileyen en temel
faktordiir.*Giinimiizde biyolojik 6rneklerde molekiiler
yontemler kullanilarak bir takim belirtegler yardimi ile
tan1 konulmasi olagan bir uygulamadir. Bu belirteglerin
konsantrasyonlarindaki ~ degisikliklerin  tespit edilmesi
hastaliklar i¢in yiiksek riskli bireylerin taranmasini, erken
tant konulmasini, prognoz tahminini ve tedavi yanitinin
izlenmesini saglamaktadir. Klinik uygulamada kullanilan
bu belirteclerin esas amaci mortalite ve morbiditeyi
azaltmaktir.”*Biyo-belirtegler genellikle monoklonal antikor
tabanli metotlarla tespit edilen veya miktar1 dlgiilen protein
molekiilleridir. Ancak giinlimiizde biyo-belirte¢ olarak
kullanilan veya belirte¢c potansiyeli olan birgok molekiil
tek basina ideal bir molekiiliin 6zelliklerini tasimamaktadir.
Teorik olarak her hastalik 6zgiin bir biyo-belirtecle ortaya
cikarilabilir ve karakterize edilebilir ve bu belirtecler tek bir
molekiil olabilir. Bagka bir alternatif ise hastaliga 6zgi bir
protein olmak yerine hastalik durumunda posttranslasyonel
modifikasyonlarla degismis olan bir protein veya proteinler
paneli olabilir. Proteinlerin tanisal arag olarak potansiyelinin
bilinmesi ve proteomiks teknolojilerdeki ilerlemeler
biyo-belirte¢ arastirmalarina ilginin artmasina neden
olmustur.”” Proteomiks kanser arastirmalarinda, 6zellikle
tiimoriin  gelismesi ve ilerlemesi ile ilgili calismalarda
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da kullanilmaktadir. En onemli alanlardan biri de, timor
biiyiime ve geligsmesi ile ilgili ana faktorlerden biri olarak
apoptotik mekanizmalarin bozulmasi ileri siiriildigii i¢in,
apoptozis ¢aligmalaridir.’
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