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Ozet

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir sekilde biiylimesi ve ¢ogalmasidir. Normal bir hiicrenin kanser hiicresine
donlisimiinde, hiicre biiylimesi ve farklilasmasinda degisiklikler olur. Bu degisiklikler, DNA ve dolayisiyla gen seviyesinde
mutasyona neden olabilir. Bu degisikliklerden etkilenen genler onkogenler ve tiimor baskilayici genler olarak
simflandirilmaktadir. Onkogenler normal genlerin yiiksek seviyede eksprese olmasi ile olusur. Tiimor baskilayici genler ise;
hiicre boliinmesi, hayatta kalma yada kanser hiicrelerinin diger 6zelliklerini engelleyen genlerdir. Tiimor baskilayici genler
genellikle genetik degisiklikleri indiiklemek i¢in kanserli hiicreler tarafindan devre disi birakilir. Bu genlerin,
transkripsiyonlar1 sonucu olusan proteinlerle etkilerini ortaya koyarlar. Proteinlerin Ozelliklerini ortaya konmasi da
proteomik caligmalarla saglanmaktadir. Proteinler canlilarin en énemli yasamsal kisimlaridir ve onlar hiicrenin fizyolojik
metabolik yollarin ana unsurlaridir. Marc Wilkins tarafindan protein ve genom kelimeleri birlestirilerek proteomik kelimesi
ortaya konmustur. Western blotlama ise, proteinlerin spesifik antikor baglanma o6zellikleri baz alinarak bazi proteinleri
tanimlamak amaciyla kullanilan bir tekniktir. Bu teknik ile ¢ok sayidaki protein karigimindan ilgilendigimiz proteinin
biiyiikliigii ve ekspresyonu hakkinda bilgi alabiliriz. Kanserde erken evredeki proteinleri tanimlamak i¢in Western Blotlama
teknigi kullanilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Western Blotlama, Proteomik

1.Giris

Molekiiler biyolojide santral dogma olarak bilinen siiregte DNA da depolanmis genetik bilginin ekspresyonu igin
genel bir yol tanimlanmistir. DNA'daki bilgi mRNA ya transkripsiyon ifadesi ile aktarilmakta, buradan da tRNA
yardimiyla ribozomlar iizerinden hiicrenin tiim yapisal ve enzimatik fonksiyonlar1 igin gerekli olan proteinler
sentezlenmektedir [1]. Western blotlama teknigi, santral dogma goriisine goére; DNA dan proteine dogru
gerceklesen genetik bilgi akisiin son duragi olan proteinlerin tespit edilmesine dayanan bir teknik olarak
kargimiza ¢ikmaktadir [2].

Insan genom projesiyle birlikte ortaya ¢ikarilan gen dizilerinden sonra, yeni amag; bu genlerin nasil ifade
gosterdiklerini bulmak yani mRNA profillerini ¢ikarmak diger genlerle beraber nasil bir iliski i¢inde olduklarini
gostermek ve bdylece belirli hastaliklarda hangi genlerin rol oynadigini ortaya ¢ikarmak olmustur. Bir hiicrenin
tipi veya iginde bulundugu evre o hiicrenin mRNA ifadesi ile ilgilidir. Daha 6nceden tanimlanmamis genlerin
ifade diizeyleri incelenerek ve diger bilinen genlerin mRNA ifadeleri ile karsilastirilarak o genlerin islevleri
hakkinda bilgiler edinilmeye c¢alisiimaktadir [2]. mRNA o6l¢iimii real time polimeraz zincir reaksiyonu ile
gergeklestirilir. Homojenize edilmis dokuda mRNA kopya sayisi belirlenebilir. Buna ek daha yeni metotlar ise
pek ¢ok genin ekspresyon profilini dlgen, transkript seviyesini belirleyen DNA mikroarray teknolojisidir. Gen
ekspresyonu transkripsiyon, translasyon ve proteinin post translasyonal modifikasyonlarini igermektedir. Gen
ekspresyonunun epigenetik regiilasyonu i¢in degisik mekanizmalar1 vardir. Bunlar arasinda DNA metilasyonu,
histon modifikasyonu ve genomik imprinting sayilabilmektedir. Bu epigenetik kontroldeki bozukluklar
sonucunda kanser ve kromozomal instabilite sendromlari olusmaktadir [3, 4].
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2. Proteomik

Son yillarda yapilan arastirmalar géstermektedir ki; genom ¢aligmalarindan sonraki basamak protein ¢alismalaridir.
Protein ¢alismalar1 komplike ¢alismalardir. Proteomik ¢alismalar da ise dogrudan protein miktar1 dlgiilebilmektedir

[S].

Proteom kelimesi ilk kez 1994 yilinda Sienada iki yonlii elektroforez toplantisinda Marc Wilkins tarafindan
onerilmis ve kabul gérmiistiir. Genom bir organizmada bulunan genlerin tamami olarak tanimlanir. Genomik terimi
ise genom incelemek i¢in kullanilan yontemlerin hepsini kapsar. Proteom genom tarafindan ifade edilen proteinlerin
timiinii kapsamaktadir (PROTein genOME). Proteomik ise farkli kosullarda hiicre, doku veya viicut sivilarindaki
proteinlerin miktarsal analizi olarak tanimlanir ve belli bir organizmada bulunan proteinlerin toplamini incelemek
icin kullanilan yontemlerdir (PROTein genOMICS). Protein analizi DNA analizine gére ¢ok daha zordur. Ciinkil
DNA da sadece dort yap1 tast varken, proteinler 20 farkli amino asitten olusur ve ii¢ boyutlu yapilari islevlerini
etkiler [2]. Genomik ¢aligmalarda hastalik ilgili genler tanimlanir. Hastaligin farkli asamalarinda bazi genlerin ifade
oraninin artacagi yada azalacagi ve bu genlerden olusan mRNA miktarlariyla hastaligin ilerleyisi hakkinda bir iliski
kurulmaya calismaktadir, Ancak her zaman insan dokularinda mRNA'larin ifade diizeyleriyle bu mRNA'lardan
kodlanan proteinlerin miktarlar1 arasinda iliski olmayabilir. Bunun yani sira bir gen, farkli proteinler kodlamakta ve
bu proteinler translasyon sonrasi degisimlere ugrayabilmektedir. Translasyon sonrasi da degigsimler gen islevinden
bagimsiz olabilmektedir. Bundan dolayi, genomik taninin her hastalikta kullanimi kisith olmaktadir.

2.1 Proteom ve genom

Proteom ve genom arasindaki karsilagtirmayi yaparsak, bir organizmanin bir genomu ama bir¢ok proteomu vardir.
Bu nedenle proteom analizi genom analizine gore daha karmasiktir ve ¢ok daha gii¢lii analitik tekniklere gereksinim
duyar. Genom ve proteom arasindaki dnemli fark genomun sabit olmasi oysa proteinlerin siirekli degisim halinde
olmasidir. Proteinler diger proteinlerle etkilesime girebilirler ve degisebilirler. Proteinler hiicre tipine yada farkli
hastalik asamalarina gore de degisebilmektedir. Genomun sabit yapisinin aksine proteomun degisken yapisi
proteomu organizmada gergeklesen olaylarm belirteci haline getirmistir. Dolayisiyla bir organizmanin proteomunu
tanimlamak genomu tanimlamaktan ¢ok daha yararhdir.

Proteom analizi hiicre yada dokuda ifade edilen proteinleri belirleyen ekspresyon proteomik, proteinlerin ti¢ boyutlu
tayiniyle ilgilenen yapisal proteomik, proteinlerin islevlerini inceleyen islevsel proteomik, hiicrelerle hangi kiigiik
molekiillerin etkilestigini inceleyen bir yaklasim olan kemoproteomik, protein-protein etkilesimi ve proteinlerin
hiicre igindeki yerlesiminin belirlenmesini kapsayan hiicre haritasi proteomik en temel olanlaridir. Bu uygulamalarla
hastaliklara 6zgii proteinler belirlenmekte ve hastaligin ilerleyisi hakkinda iliski kurulmaktadir [6, 7]

3. Western Blotlama Tanim

Western Blotlamay ilk tanimlayan H. T. Towbin, 1979 yilinda ve 1981 yilinda W. N. Burnettedir. Elektroforez
islemiyle poliakrilamid jelde gd¢ ettirilen proteinlerin destek membrana transferi ve membrandaki proteinlerin
immunolojik metotlarla gosterilmesi temeline dayanmaktadir. Proteinler, membran, sitoplazmik ve niikleer
kaynakli olabilmektedirler [8, 9]. Bu nedenle, farkli kanser tiirlerinden hazirlanan &rneklerdeki protein
ekspresyonlar1 bu metotla belirlenebilmektedir.

Western blotlama teknigi, denatiire edilen DNA'nin nitroseliiloz membrana transfer edildikten sonra hibridizasyonla
tespit edildigi southern blot tekniginin modifikasyonudur. Bahsedilen teknik ile western blotlamanm fark: transferi
gerceklesen molekiillerin belirlenmesinde kullanilan isaretli problarin yapisidir. Western blottamada isaretli
antikorlar kullanilirken diger metotta isaretli oligoniikleotitler kullanilmaktadir.

3.1. Western blotlama yontemi

Timor hiicrelerinde western blotlama ile hedef proteinin belirlenmesinde ilk islem homojenizasyondur. Bu islemde,
hiicrelerin zar yapilari pargalanir ve elde edilen karisim homojenattir. Hiicre yapist ortadan kalkmis olan bu
homojenatta, serbest ya da organeller icerisindeki hiicre bilesenleri membran parcalari ve bir miktarda
parcalanmamis hiicrelerle birlikte siispansiyon halinde bulunurlar. Hiicre elemanlarinin islevlerini kaybettirmeden
parcalama saglayabilen teknikler gelistirilmistir. Bunun igin insanin duyma sinirinin iizerindeki frekanslarda, (18
khz iistii) ses dalgalari, s1vi bir ortamda hiicrelere uygulandiginda proteinlerin agiga ¢ikmasi saglanir. Bu uygulama,
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stispansiyondaki su molekiillerinin kinetik enerjisini artirarak ses enerjisinin mekanik enerjiye doniigiimiiyle,
ortamdaki hiicreler pargalanir. Bu sirada agiga ¢ikan 1s1 nedeniyle proteinlerin zarar gérmemesi i¢in bu islemler buz
igerisinde gergeklestirilir [10].

Bu islemden sonra siispansiyonda berraklagma saglanana kadar santrifiij islemi yapilir. Daha sonra supernatant kisim
alinir ve protein konsantrasyonun 6l¢iilmesi islemi yapilir Blotlamadan 6nce ¢alisilan érnekteki proteinler elektriksel
ortamda jel lizerinde goc¢ ettirilmektedir. Proteinlerin elektroforezleri SDS-PAGE ile gergeklestirilmektedir. SDS-
PAGE proteinlerin ayristirilmasi i¢in kullanilmaktadir. Proteinler SDS-PAGE de molekiil agirliklar1 ile orantilt
olarak art1 kutba (anot) go¢ etmekte ve jelde bulunduklari yerde bantlar halinde yigilim gostermektedir. Western
blotlama teknigi elektroforez islemini takiben dort adimda gergeklestirilir: Bunlar;

1. Jeldeki proteinlerin nitro seliilloz membrana aktarimi (Blotlama- Western Emdirimi) Kompleks bir
karisim iginde hedeflenen protein 6zgiin sekilde saptamak i¢in Western emdirimi yapilir. Membrana
aktarim mini blotter cihazi i¢inde (transfer aparati) gerceklestirilir. Aktarim tamponu ile doldurulmus
tanka, sandvig tarzi hazirlanmis jel +membran kompleksi dikey olarak yerlestirilir.

2. Spesifik reaksiyonlar1 engellemek igin protein baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi
islemi yapilir (Bloklama),

3. Jelden membrana aktarim yapildiktan sonra saptama islemine hazir hale getirilmis membran &nce
hedeflenen proteine 6zgii birincil antikor ile reaksiyona sokulur. Sonra bu antikor da renkli bir {iriin ortaya
koyabilen enzim horseradish peroxidase bagli antikor ile isleme sokulur (Ozgiil antikorlarla isaretleme).

4. En son adim ise proteinlerin goriintiilenmesi asamasidir. Ikincil antikor fotograf filmi iizerinde 151k sinyali
kemiliminesens olusturacak sekilde proteinler belirlenir. Synegene Kemiliiminesans goriintiileme cihazina
almarak proteinlerin goriintiileri bilgisayara aktarilir ve synegene software programi araciligiyla protein
miktarlan interpolasyon mantigiyla belirlenir [10, 11]. Sekil 1. de Western blotlama ve proteinin
belirlenmesi iglemi gosterilmistir [11].

SDS-PAGE

l Western Blot T Isaretlenmenin géralmesi

I
11|
I
| DIl

Jelden membrana transfer Enzim konjugatin eklenmesi
\_. C J

Primer antibody'nin
eklenmesi

I
i

Sekil 1. Western blotlama yonteminin sematik gosterimi.

(A) Western Blotlama o6ncesindeki boyanmamig SDS-PAGE jeli. (Gosterilen bantlar varsayimdir). (B) Western
transfer sonrasmndaki SDS-PAGE jeli (C) Antikorun belirli bir gruba baglanmasi. (D) Ikincil antikorun (alkalin
fosfataz veya peroksidaz ile) birinci antikora baglanmasi. (E) Belirli banta 6zgii renk gelisimi [11].

Not: Kurien B.T., Scofield R.H. , “’Western Blotting’” dan modifiye edilerek alinmigtir [11].

Son yillarda gelistirilmis protein goriintiileme islemleri sayesinde duyarlilik 1000 kat kadar artmigtir. Western blot
teknigi siklikla HIV pozitif ¢ikan bireylerde dogrulayici test olarak kullanilmaktadir. Bu teknigin dezavantaji ise
uygulamanin uzun siire almasi ve ticari olarak satin alman antikorlarin da oldukga pahali olmasidir [11]. Bunun
yaninda protein miktarlarim1 kendi bagina belirleyen metotlar bulunmaktadir. Bunlar; ELISA (Enzyme Linked
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Immunosorbent Assay), Mass Spektrofotometri (MS) gibi tekniklerdir [12]. Protein mikroarray ise en yeni
tekniklerdendir. Protein mikroarrayler bir seferde ¢ok sayidaki proteinleri belirlemede hizli ve etkindir. Gelecekte,
DNA mikrocip testlerinin blotlama tekniklerinin bir versiyonu olarak genis kullanim alani bulmasi beklenmektedir.
Mikroarray teknolojisi, binlerce gen ve iirlinleri (RNA ve proteinler gibi) arasindaki iligkiyi bir ¢ip lizerinde es
zamanli olarak arastirma imkani saglar. Protein arraylerin uygulamalart da; protein ekspresyonu profilinin
c¢ikarilmasi, teshis ve protein fonksiyonlarmm belirlenmesi olarak siniflandirilabilir. Analiz siiresinin kisalmasinin
yan1 sira ¢ok sayidaki analizin ayn1 anda sonuglandirilmast miimkiin olacaktir.

4. Western Blotlama ile Yapilan Kanser Calismalar:

Yapilan ¢alismalarda Cathepsin D, kanserli meme dokusunda tanimlanmistir [13] .Yine meme kanserinde PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) adl1 25 kDa biiyiikliigiindeki protein Western Blotlamala ile gdsterilmistir [14].
CFI (Complement Factor I) adl proteinin gastrit kanserli hastalarin serumunda tan1 koydurucu olabilecegi ve
CA125 (Combined Antibody 125) proteinin de % 91 hassaslik ve % 95 6zgiilliikkle over kanserli hastalarda 6nemli
bir protein oldugu belirtilmistir [15, 16]. Yapilan yeni ¢alismalar ile aday proteinler belirlenmistir (Cizelge 1) [17].
Proteomik ¢aligmalar kanserin erken evresinde kanser biyomarkerlarin kesfi konusunda hassas ve 6zgiildiir (Cizelge
2) [17]. Bununla beraber giiniimiizde tek biyomarker erken evredeki kanser tanisinda yeterli degildir. Bunun igin
coklu biyomarkerlar kullanilarak yiiksek oOzgiillik ve hassaslikta erken donemde kanser tanisi miimkiin
olabilmektedir [18].

Farkl kanser dokulari Aday proteinler

Mesane Anneksin V, 1s1 sok proteini 27 (Hsp), Lactat dehidrogenaz (proteinde
artig var).

Meme Alfa2- HS —glikoprotein (proteinde azalma var), Lipophilin B, Beta-
globin, hemopeksin, vitamin-D bagl protein (proteinde artig var).

Kolorektal ANXA3, BMP4, LCN2, SRARC, MMP7, MMP11

Ozefagus Periplakin

Gastrit Anneksin V, Cl3orf2, glutamat dehidrogenaz 1, fibrinogen beta

zinciri (proteinde artig var), RoXaN (proteinde azalis var).

Over Hsp 60 ve CA125

Bobrek Serum amiloid alfa

Bas boyun CK8 ( Citokeratin)

Hepatoselliiler Karsinom Prapolipoprotein, alfa2-HS glikoprotein, apolipoprotein A-IV dnciisii,
PRO1708/PRO2044

Immunoglobulin lamda zinciri, transtiretin monomer, haptoglobin-
alfa2, serum amiloid protein.

UHRF1, ATP7A, aldehid oksidaz 1

Anneksin 1

Akciger Kanser

Pankreas Kanser
Prostat Kanser

Cizelge 1. Proteomik c¢alismalar ile farkl: tipteki kanser dokularindaki aday proteinler [17].

Kanser Proteomik Biyomarker Tiimér Biyomarker

Tipleri Hassashk Ozgiilliik Biyomarker Hassashk | Ogzgiilliik
Mesane %80 %90-97 NMP22 %31 % 95
Meme %93 %91 CA 15-3 %63 % 80-88
Koleraktal %91 %93 CEA %43 -
Gastrit %83 %95 CEA %49 -
Karaciger %94 %86 AFP %50 %90
Akciger %87 %80 Cyfra21-1 %63 %94
Over %83 %94 CA-125 %57 -
Pankreas %78 %97 CA-19-9 %72 -
Prostat %83 %97 PSA %86 %20-34

Cizelge 2. Proteomik ¢alismalardaki kanser biyomarkerlarinin hassaslik ve 6zgiilliik degerleri [17].
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5. Sonug¢

Onkoproteomik analizler ile kanser hastalarinda dogrudan sonuca ulasmak miimkiin olabilmektedir. Gelecekte
onkoproteomikler terapide dnemli rol oynayacaktir [16, 18]. Onkoproteomikler sayesinde, timdrogenez boyunca
metastaz, invazyon ve terapiye direng agiklanabilecektir [16]. Su an tanimli 18000 kadar protein bulunmakta ve her
yil da bu sayiya 1000 aday protein daha eklenmektedir [2]. Proteomik calismalar, kanserde erken tan1 koydurucu
proteinlerin, kesfinde oOnemlidir. Western Blotlama yontemi bu yoldaki adimlardan biridir. Genomiksin
baslangicindan bugiine kadar olan siire ve yasanilan sikintilar diigiiniiliirse proteomik calismalarda da pek g¢ok
problemle karsilagilacaktir. Bununla beraber bu problemlerin giiniimiizde hizla ¢6ziilebilecegi inancindayiz.
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