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OZET

Mikroarray teknolojisi, mikroskop lami gibi cam, plastik veya silikondan yapilmis kati bir yiizey iizerine cDNA, protein gibi yapilarin sabit-
lenmesi ile elde edilen mikroarraylerin kullanildig1 bir yontemdir. Yiizeye sabitlenen yapinin tiiriine gore DNA mikroarray ve protein mikro-
array isimlerini alir. Yiiksek verimli teknoloji olarak kabul edilen bu yontem ile bir deneyde gok biiyiik miktarda veri elde edilebilir. Ornegin
DNA mikroarray ile tek bir deneyde insan genomunun tamamu analiz edilebilir. Elde edilen biiyiik miktardaki verinin degerlendirilebilmesi
icin biyoinformatik destege ve yiiksek istatistiksel yontemlere gerek duyulur. Bugiin bazi kisithiliklart bulunsa da, gelecekte paha bigilmez bir
degere sahip olacaktir. Bu derlemenin amaci gelismekte olan bu yonteme dikkat gekmektir.

Anahtar Kelimeler: Mikroarray. Mikrogip. DNA mikroarray. Protein mikroarray.
Microarray Technology

ABSTRACT

Microarray technology is a method which uses a slide made of glass, plastic or silicon. Structures like cDNA, protein etc are spotted onto this
slide. Microarray is divided into two groups as DNA microarray and protein microarray according to the variety of the spotted structure. This
method that is accepted as a high throughput method provide large amount of data. For example, human genome can be analyzed with only
one examination via DNA microarray. Because of huge amount of data, microarray technology needs a powerful bioinformatic support and
advanced statistical methods. Nowadays, despite some limitation of microarray that cause some difficulties, in the near future, it will become
an indispensable and invaluable method. The purpose of this rewiev is to draw attention to this developing method.

Key Words: Microarray. Microchip. DNA microarray. Protein microarray.

Mikroskop lami gibi cam, plastik veya silikondan kati
bir ylizey iizerine (Sekil-1a) spesifikligi bilinen yapila-
rin (DNA, protein vb) sabitlenmesi (Sekil-1b) ile elde
edilen mikroarraylerin (¢ip) kullanildig: test yontemi-
ne mikroarray teknolojisi denmektedir. Kullanilan
cipin Uzerinde bulunan farkli spesifiklikteki binlerce
noktanin her birine prob adi verilmektedir (Sekil-1b).
Her prob kendi icinde homologdur ve her probda bu
homolog yapilardan belirli miktarda (DNA, protein)
bulunmaktadir. Ancak, problarin her biri birbirinden
farklidir. Farkli spesifiklikte binlerce probun olustur-
dugu bir mikroarrayin her probunun neye spesifik
oldugu bilinir. Probun {iizerindeki yapilarin proba
sabitlenmesi islemine spotlama (yazdirma) denmekte-
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dir. Probun {zerine spotlanan yapinin tiiriine gore de
“DNA Mikroarray” ya da “Protein Mikroarray” den
s0z edilir.

Mikroamay « s+ o+ o0 200
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a) Kati yiizey b) Mikroarray
Sekil 1:
Mikroarray

|. DNA Mikroarray

90’li yillarin ortalarnda gelistirilmeye baslanan’,
gliniimizde hiicre ve dokulardaki gen ekspresyonlari-
nin topluca incelenmesine olanak saglayan yeni ve
gicli bir teknolojidir. Transkripsiyonun genomik bir
Olcekte degerlendirilmesi, bir mozaik seklinde tiim
genomu barindiran DNA mikroarray teknolojisi ile
saglanabilmistir’. Bir mikroorganizmanin tiim genleri
mikroskop lami 6lgeginde bir alana spotlanabilir ve
binlerce genin ekspresyon seviyeleri tek bir deneyde
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es zamanl olarak caligilabilir’. Bu sayidaki genin
caligilmasi igin kiigiik bir 6rnek hacminin yeterli ol-
mast nedeniyle yiiksek verimli teknoloji olarak da
kabul edilir. DNA Mikroarray teknolojisi, genlerin ve
gen polimorfizmlerinin arastirilmasi, ekspresyon ana-
lizleri, mutasyon analizleri, evrimsel c¢aligmalar, se-
kans analizleri, potansiyel terapotik ajanlarin gelisti-
rilmesi, genlerin siniflandirilmasi gibi bircok alanda
kullanilabilmektedir®. DNA Mikroarray analizi asagi-
daki basamaklardan olusmaktadir*® (Sekil-2):
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Sekil 2:

DNA mikroarray iglem basamaklari

Mikroarray’in hazirlanmasi

Test edilecek 6rneklerin hazirlanip etiketlenmesi
Hibridizasyon

Yikama

Etiketlerin uyarilmasi

Gorlintli tarama / Veri isleme-analizi

ok wnE

1. Cipin hazirlanmasi: Mikroarrayde destek malzemesi
olarak genellikle cam, plastik silikon vb kat1 yiizeyler
kullanilir. Bu kat1 yiizeyler, elektrostatik etkilesimi
arttirarak niikleik asitlerin baglanmasini kolaylagtir-
mak amaciyla spotlama Oncesi bir islemden gegirile-
rek® lizin, aminosilan, organosilan gibi maddeler ile
kaplanir. Bu iglem ile niikleik asitlerin kati yilizey
(slayt) lizerine immobilizasyonunun saglamlastiriima-
st amaglanmaktadir. Spotlama i¢in hazir hale getirilen
slaytlara nukleik asitler spotlanarak gipler olusturulur.
DNA mikroarray cipleri cDNA (komplementer DNA)
cipler ve oligonikleotid cipler olmak lizere ikiye ayri-
lir. cDNA gipler, cDNA klon kitlphanesinden elde
edilmis 500-2000 baz ¢ifti (bg¢) uzunlugundaki
cDNA’larin veya Expressed Sequenced Tagged (EST)
klonlarinin 6zel yazicilar araciligiyla (¢oklu uglu me-
kanik yazicilar, ink-jet yazicilar vb) slaytlara spotlan-
mas1 ile olusturulur. Oligonlkleotid arrayler, slayt
lzerinde fotolitografik olarak in situ sentezlenmekte-
dir’ ve dogal olarak yiizeye yazdirma asamasima gerek
kalmamaktadir. ¢cDNA ¢ipler daha ¢ok ekspresyon
analizleri i¢in kullanilirken oligoniikleotid mikroarray-
ler ekspresyon analizlerinin yani sira sekans analizle-
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rinde de kullanilabilir®. cDNA cipler, giclii hibridi-
zasyon saglamalari, daha ucuz olmalar1 ve transkript-
lerin farkli varyasyonlarini algilayabilme gibi avantaj-
larin yani sira, olusturulmalari icin gerekli zamanin
uzunlugu ve tekrarlayan sekanslar nedeniyle spesifik-
lik sorunlar1 gibi dezavantajlara sahiptir". Daha fazla
stabilite ve spesifiklik saglayan oligoniikleotid mikro-
arraylerin kisa bir hazirlik asamasinin olmasi ve kon-
taminasyon riskinin daha az olmasi gibi avantajlarinin
yan1 sira, yiiksek maliyeti ve satin alinan oligoniikleo-
tidler ile ilgili standardizasyon sorunlar1 gibi dezavan-
tajlar1 bulunmaktadir®. Cipler hangi yolla elde edilirse
edilsin, sonugta her probunda ¢ok sayida homolog
DNA’nin bulundugu, farkli problarin farkli DNA
zincirlerini icerdigi bir platform elde edilmis olur
(Sekil-3) ve uygun sekilde hazirlanmis ornekler ile
hibridizasyona hazirdir.
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(http://dnaandgenome.blogspot.com/2010/09/d
na-microarray.html adresinden alinarak
diizenlemistir)

Sekil 3:
DNA mikroarrayin géranimi

2. Orneklerin Hazirlanmasi ve Etiketlenmesi: DNA
mikroarray yonteminde 6rnek hazirlanmas: 6énemli bir
asamadir ve c¢alisma i¢in her iki durum orneginden
izole edilen hedef mRNA’lar, revers transkriptaz ara-
cihigr ile cDNA’ya cevrilir’, Elde edilen cDNA’lar
radyoaktif veya floresan belirtecler ile etiketlenir.
Radyoaktif isaretleme igin genellikle **P gibi radyoi-
zotoplar kullanilirken floresan isaretleme igin Aleksaf-
lor, Fitoeritrin, Siyanin (Cy3, Cy5) gibi siyanin boya-
lart kullanilir®. Bunlardan yesil renk veren Cy3 ve
kirmizi renk veren Cy5 ¢esitli avantajlar1 nedeniyle en
sik kullanilan boyalard1r5’9'10. Etiketleme, hedeflerin
amplifikasyonu sirasinda boyalarm amplifiye edilen
iiriinlere dogrudan birlestirilmesiyle gergeklestirilir®.

3. Hibridizasyon: Etiketlenen cDNA’lardan olusan
karisim hibridizasyonun saglanmasi i¢in mikroarray
iizerine inkiibe edilir (Sekil-4a). Ornekte mikroarray
problar1 ile komplemanter dizinler bulunuyorsa bu
stire¢ sonunda problara hibridize olurlar (Sekil-4b).
Ancak, ideal bir hibridizasyon icin hedef, prob ve
tampon konsantrasyonlari, sicaklik, siire, probun spe-
sifik aktivitesi gibi degiskenlerin optimize edilmesi
gerekmektedir®>*,

4. Yikama: Hibridizasyon asamasi sonrasi ortamda
bulunan ve prob ile baglanmamig dizinler, non-
spesifik sinyal odaklari gibi yapilarin uzaklastiriimasi
icin yikama islemi gereklidir. Reaksiyonun dogru
degerlendirilebilmesi i¢in 6nemli bir agamadir.
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a) Omneklerin hazirlanmasi ve karistirilmasi

(http://lwww.genetiklab.com/altsayfa.php?giris
_ID=5&tablo=tbl_yontemler adresinden alina-
rak diizenlemistir)

b) Hibridizasyon
(http://cswww.essex.ac.uk/staff/W.Langdon/ge
nechip/ adresinden alinarak diizenlemistir)

Sekil 4:
Orneklerin hazirlanmasi, karistirilmasi ve
hibridizasyon

5. Etiketlerin uyarilmasi: Ornekteki dizinler ile hibri-
dize olmus, yikama islemi ile bagli olmayan materyal-
den temizlenmis mikroarrayde hibridizasyonun gori-
niir hale getirildigi asamadir. Amag¢ mikroarraye hibri-
dize olan dizinlerin goriiniir veya degerlendirilebilir
hale getirilmesidir (Sekil-5a). Siire¢, kullanilan etike-
tin niteligine ve tarayicilarin tiirline uygun uyar1 kay-
naklar1 kullamlarak gerceklestirilir. Ornegin, konfokal
tarayicilar icin uyart kaynagi olarak lazer kullanmak
gerekmektedir®.

a) Etiketlerin uyarilmasi

(http://dnaandgenome.blogspot.com/2010/09/d
namicroarray.html adresinden alinarak diizen-
lemistir)

b) Floresans

(http://palmer-dna-technology-
wikis.wikispaces.com/Ashley+Vance

Sekil 5:
Etiketlerin uyarilmasi ve floresans

6. Goriintii Tarama / Veri Isleme-Analizi: Mikroarray
uzerindeki floresan ya da radyoaktif sinyalin toplandi-
g1 asamadir. Bu islem ig¢in, mikroarray spotlarindaki
151k yogunlugunu dlcen konfokal veya charge coupled
device (CCD) gibi floresan sinyal dedektérleri®>* ya
da radyoaktif sinyaller icin phosphorimager dedektér-
ler kullanilir™. Tum dedektérler 6zel bir bilgisayara,
yazilim programu ile baglantilidir ve dedektorlerden

gelen ¢ok sayidaki veri bu yazilimlar tarafindan deger-

lendirilir'’. Dedektorlerin kendi aralarda bazi avan-
taj ve dezavantajlari vardir® ve segimleri sirasinda bu
ozellikler dikkate alinmalidir. Tarama sirasinda dedek-
torler, hibridize olmus orneklerin olusturdugu her
mikroarray probundaki sinyal yogunlugunu belirler.
Tarama sonuglar1 yazilim araciligiyla iglenerek anlam-
It veriler haline getirilir. Eger, 6rnek igerisindeki Cy3
ile igaretli olan dizinler, hedef probdaki cDNA’ya
hibridize olduysa o prob yesil renk, Cy5 ile isaretli
olan dizinler hibridize oldu ise o prob kirmizi renk
yayacak, eger hem Cy3 hem de Cy5 isaretli dizinler
esit miktarda hibridize olduysa prob sar1 renk yaya-
caktir (Sekil-5b). Bir ¢ipin Uzerinde binlerce prob
bulunabilecegi ve bir mikroarray araciligryla genom
Olcekli genis veriler saglanabilecegi dusiiniildiigiinde,
elde edilecek verilerin ¢oklugu ve karmagsikligi kolay-
ca tahmin edilebilir. Ayrica kati yiizey gesitliligi,
spotlama degiskenlikleri, arka plan sinyalleri gibi
bir¢ok degisken de sonuglari etkileyebilmektedir. Bu
nedenle, verilerin islenmesi ve analizi bu teknoloji igin
¢ok onemlidir. Bu kadar kapsamli ve karmasik veriler
biitiindi, gii¢lii bir biyoinformatik destege ve istatistik-
sel analiz yetenegine gerek duymaktadir®. Tarayicilar-
dan gelen bilgiler ancak bu destek sayesinde anlamli
veriler haline getirilebilmektedir. Verilerin iglenmesi
ve analizi, normalizasyon, filtreleme, kiimeleme, pa-
tern tanimlama gibi cesitli siiregleri icermektedir®***?,

DNA mikroarray teknolojisi genis bir kullanim alani-
na sahiptir. Genom profilinin belirlenmesi®®, gen eksp-
resyon analizleri**, mutasyon analizleri®®, dizi analiz-
leri®"’, cevresel aragtirmalar'®, hastaliklarin alt tiple-
rine ayr11mas119, tam™? ve prognoz tahmin arac1 ola-
rak?* bircok alanda kullamlabilmektedir. Ornekleri
¢ogaltmak, farkli konulara bu teknolojiyi uyarlamak
mumkiinddr. Ancak, bu denli kullanim ¢esitliligi sag-
layan teknoloji verdigi sonuglar agisindan semi kanti-
tatif kabul edilmektedir. Ayni anda, biilyiik bir hizla,
kargilastirmali ¢aligmalara olanak vermek gibi avantaj-
lara sahip bu yuksek verimli teknoloji, pahaliligi,
sonuglariin kompleksitesi nedeniyle giiglii bir biyoin-
formatik destege gereksinim duymasi gibi dezavantaj-
lara sahiptir. Daha &nemlisi, hibridizasyon (yetersiz
veya capraz hibridizasyon vb) ve etiketlemede yasa-
nan sorunlar, farkli ¢iplerin es hassasiyette olmamasi,
farkli ¢iplerle elde edilen sonuglarin hentiz karsilastiri-
lamiyor olmasi, optimizasyon ve standardizasyon
sorunlar1 mikroarray sonuglarinin semikantitatif olarak
kabul edilmesine neden olmaktadir. Bu nedenlerle
mikroarray teknolojisiyle elde edilen sonuglarin gele-
neksel yontemler ile dogrulanmasi gerekmektedir.
Ancak, gelecek yillar bu teknolojinin gelistirilerek ¢ok
daha etkin kullanilmasini saglayacaktur.

Il. Protein Mikroarray

2000°li yillarin baginda gelistirilen®® protein mikroar-
raylerde, DNA mikroarrayden farkli olarak, spotlanan
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yapilar1 proteinler olusturmaktadir. Bu nokta, protein
mikroarraylerin DNA mikroarraylere gore sahip oldu-
gu zorluklarin temelini olusturmaktadir. Bu zorluklar
mikroarrayin hazirlanmasi ve sinyal olusturma-
amplifikasyon asamalarini kapsamaktadir. Iyi bir
protein ¢ip ylizeyinin her zaman istendigi gibi olustu-
rulamamasi, proteinlerin kolayca uretilememesi ve gip
yiizeyine kolaylikla immobilize edilememesi, immobi-
lize edilen proteinlerin denatiire olabilmeleri, ¢ip yi-
zeyine spesifik olmayan baglanmalar ve sinyal ampli-
fikasyonundaki giicliikler bu zorluklarin
bashcalaridir®?. Bu bélimde, protein mikroarrayin
zorluklarin1 agmak amaciyla gelistirilen ve DNA mik-
roarraye gore farkliliklarini olusturan noktalara degini-
lecektir.

Protein _mikroarrayin hazirlanmasi; Proteinler, (¢
boyutlu yapilari, yiikleri, hidrofobisiteleri, kolayca
¢ogaltilamamalari, belirli 1s1 ve tampon ¢ozeltilerde
kolaylikla denatiire olabilmeleri gibi o6zellikleriyle,
DNA’lardan fiziksel ve biyokimyasal olarak farklilik-
lar gostermektedir®2. Bu nedenle, protein mikroar-
raylerde kati yiizeyin yapist kritik 6neme sahiptir.
Proteinler i¢in en uygun cipi olustururken dikkat
edilmesi gereken noktalardan ilki slayt ylzeyi secimi
ve yiizeyin kimyasal yapisidir. ideal bir yiizey, prote-
inlerin fonksiyonlarini korumali, ¢ipte olusacak sinya-
lin kalitesini bozacak sekilde arka plan sinyalleri olus-
turmamali, yiiksek protein baglama kapasitesi ve uzun
raf 6mrii saglamalidir®. Etkin bir yiizey elde etmek
icin cam, plastik gibi malzemelerden yapilmis kati
yuzeyler poli vinilidin florir (PVDF), nitroseliloz,
altin, polistren, nikel, epoksi, aldehit, dekstran gibi
maddeler ile kaplamr®?*, Bu yiizeylerden her birinin,
yumusak bir ylizey olusturmalari, yatay sagilima izin
vermeleri, yliksek arka plan sinyali olusturmalar1 gibi
bazi avantaj ve dezavantajlari vardir”?*. Ug boyutlu
matriks arrayin gelistirilmesi®®?°, cam slaytlarin bi-
fonksiyonel ¢apraz baglayici ile kaplanmasi gibi ¢ok
sayida uygulama ile bu sorunlar asilmaya calisilsa da,
henliz bu sorunlarin tam olarak {istesinden gelineme-
mistir. Protein mikroarray igin bir diger zorluk, ¢ip
lzerine spotlanacak proteinlerin elde edilmesidir.
Rekombinasyon ve Cell-Free Protein Array bu prote-
inlerin elde edilmesi igin yararlanilabilecek iki
yoldur®®. Giiniimiizde rekombinasyon aracili protein
kiitiphaneleri siklikla,  ekspresyon vektdrlerinde
ORF’lar (Open Reading Frame) aracihigiyla” ve E.
coli A faji aracihigiyla®® olusturulmaktadir. Ancak, bu
protokoller hem maliyetli, hem de yogun isglicu ge-
rektiren protokollerdir. Bunlarin yaninda, insan gibi
cok sayida geni bulunan yiiksek 6karyotlarin proteom-
larmin ORF’lar araciligi ile fabrikasyonu, ¢ok zor
olmamin yami sira ¢ok daha pahalidir®. Ayrica, re-
kombinan Uretilen proteinlerin slayt ylzeyine yazdi-
rilmalari, immobilize edilmeleri gerekmektedir ve bu
noktada sorunlar ile karsilagilabilmektedir. Rekombi-
nasyonun bu zorluklarini agmak igin Cell-Free Protein
Array geligtirilmigtir. Bir transkripsiyon/translasyon
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sistemi olan bu ydntem, istenen proteinleri spesifik
¢DNA’larim1 kullanilarak in vitro sentezlemeye olanak
verir. Sentez igin, istenen proteinin DNA kalib1 ve bir
hiicrenin transkripsiyon/translasyon icin gerekli kaba
materyali yeterlidir®. Hiicre ekstrakt olarak en sik E.
coli, bugday tohumu, tavsan retikiilositi kullanilmak-
tadir. Ayrica, hibridomalar, hipertermofiller, memeli
ve insan hiicreleri de kullanilabilmektedir®. Cell-Free
Protein Array’in, “‘in situ’ yontem”, “Nano-well array
format” ve “DNA array to protein array (DAPA)”
tirleri bulunmaktadir. Cell-Free Protein Array’lerin
birbirlerine gore istiin ve zayif olduklart noktalar
bulunmaktadir®®®. Rekombinasyon ile elde edilen
proteinlerin ise ek bazi zorluklari da bulunmaktadir.
Bu proteinlerin slayt (izerine yazdirilmasi ve immobi-
lize edilmesi gerekmektedir. Yazdirma iglemi ozel
yazicilar aracihigiyla (¢oklu ucglu mekanik yazicilar,
ink-jet yazicilar vb) gergeklestirilmektedir®**. Bu
slaytlarin protein mikroarray olarak kullanilabilmesi
icin, (zerindeki proteinlerin stabil olmasi, aktivite
kaybetmemesi gerekmektedir. Bu stabiliteyi saglamak
icin gelistirilen yontemlere, immobilizasyon yontem-
leri ad1 verilmektedir. Evrensel bir immobilizasyon
yOntemi, spotlanan protein yapisini bozmamali, yik-
sek bir baglanma kapasitesi saglamali ve hedeflenen
protein hedeflenen noktaya immobilize edilebilmelidir.
Immobilizasyon icin nonkovalent adsorbsiyon, kova-
lent baglanma ve afinite yakalama gibi yontemler
kullanilmaktadir®. Bunlardan “nonkovalent adsorbsi-
yon”, protein yapiy1 zedelemeden yilksek bir protein
baglanma kapasitesi saglasa da, test etkinligi, dogru-
lugu, tekrarlanabilirligi agisindan gesitlilikler goster-
mekte®* ve uygun olmayan bélgelere, beklenmeyen
yogunlukta immobilizasyona neden olabilmektedir®,
Proteinlerin, reaktif rezidlleri araciligiyla (lizin, sistin
vb), aldehit, epoksi gibi reaktif esterler ile kaplanmig
¢ip ylizeyine kovalent olarak baglanmasini saglayan
“kovalent baglanma” yontemi®’, proteinlerin yiizeye
gi¢lii bigimde baglanmasimni saglasa da, kimyasal
gruplardaki degisiklikler nedeniyle proteinlerin spesi-
fik lingandlarma baglanmalarinda ve aktivitelerinde
degisimlere neden olabilmektedir (Sekil-6a). Bu iki
yontemin sinirhiliklarim1 agmak amaciyla gelistirilen
“afinite yakalama” yontemi, hedef proteine baglanmig
afinite etiketlerinin, daha ©nceden slayt yuzeyine
yerlestirilmis spesifik liganda baglanmasi temeline
dayanmaktadir (Sekil-6b). Bu yontem, protein yapida
minimal hasar, daha standart oryantasyon, ¢ip lzerin-
de daha iyi korunmus bir protein yapisi ve daha yiik-
sek bir protein aktivitesi saglamaktad1r24. Ancak, bi-
tin simrliliklarin tstesinden gelebilen bir immobili-
zasyon yoéntemi heniiz gelistirilememistir.

Ozetle, ¢ipleri olusturacak slaytlar farkli yapilarda
olabilmekte, ciplere spotlanacak proteinler degisik
sekillerde elde edilebilmekte, farkli yollar ile ¢ip iize-
rine spotlanmakta ve immobilize edilebilmektedir.
Cipin hazirlanmas1 asamasina ait bu basamaklarin
optimizasyonlari, yiizeylere ve reaksiyon kosullarina
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yonelik tim durumlarin optimize ve standardize edil-
mesini saglayacaktir.

'\":g) 0o o N. .\.f"*-\ 0

a) CH CH cH.cH b)
< +

Aldwhin yizay

a) Kovalent baglanma (Kaynak (36)’dan alinarak
diizenlenmistir)

b) Afinite yakalama (Kaynak (36)’dan alinmigtir)

Sekil 6:
Immobilizasyon yontemleri

Sinyal olusturma-amplifikasyon: Protein mikroarray
teknolojisinde, yiizey ve reaksiyon kosullarina yonelik
tim durumlarin optimizasyonu kadar, hibridizasyon
sonrasi yeterli sinyalin olusturulmasi, amplifikasyonu
ve tamimlanmasi da 6nem arz etmektedir®’. Bu amacla
cesitli tarama-saptama sistemleri gelistirilmigtir. Bu
sistemlerin etkinligi, duyarliliklari, tarama limitleri,
¢oziniirliikleri gibi bazi unsurlara bagldir®. Olusan
sinyalin saptanmasini saglayan, etiket bagimli - ba-
g1msiz tarama yontemleri bulunmaktadir.

Etiket bagimli tarama yontemleri, DNA mikroarray-
dekine benzer sekilde floresan boyalar, radyoizotoplar
gibi etiketlerle test edilecek orneklerin isaretlendigi
tlrdur. Radyoizotoplar ve floresan etiketler disinda,
inorganik QDs (Quantum Dots), altin nanopartikiller,
ultrasensitif biyobarkodlar gibi etiket bagimli yontem-
ler gelistirilmistir35. Etiket bagimli yontemlerin, kulla-
nmm kolayligi, reaktiflerin kolay bulunabilmesi ve
kompleks arag-gere¢ gerektirmemesi gibi avantajlari
bulunmaktadir. Ancak, her probdaki reaksiyon sidde-
tinin DNA mikroarraydeki kadar siddetli olmamast,
proteinlerin ylizey oOzellikleri geregi etiketlemede
yasanan sorunlar, etiketleme siirecinin fazla zaman-
isgiicli gerektirmesi, toksisite ve isaretleyici maddele-
rin interferans: gibi bir takim dezavantajlari vardir®.

Etiket bagimsiz tarama yontemi, aragtirtlan proteinle-
rin sahip oldugu ozellikler iizerinden taramanin yapil-
dig1 bir tarama bi¢imi olup, biyomolekiiler etkilesim-
lerin kinetigini Real-Time arastirmaya izin vermekte-
dir**®. Hedef proteine baglanmus kiigiik molekiilleri
yakalayabilme ve yiiksek ayristirma giictine sahiptir.
Bu konuda, SELDI-TOF (Surface-enhanced laser
desorption/ionization-Time Of Flight), SPR (Surface
Plasmon Resonance) ve AFM (Atomic Force Micros-
copy) gibi teknolojiler gelistirilmistir®®. SELDI-TOF
yonteminde, protein arraye hibridize olmus proteinler
lazer araciligiyla iyonize edilir. Her probdan iyonize
olan molekiller bir elektrik alan sayesinde hareket
ozelligi kazanarak, havasiz ve i¢i bos bir tiip icerisinde,
molekiil yapisina gore degisen hizlarda, dedektére
dogru hareket ederler (Time-Of Flight). Bu moleklle-
rin dedektore ulasma hiz ve zamanlar1 birbirlerinden
farklidir. Problara bagl proteinlerden spesifik sekilde
iyonize olan molekiillerin dedektdr tarafindan algi-

lanma zamanlarindan, o proba baglanan proteinin
spesifik parmak izi ¢ikartilmis olur. Olusturulan par-
mak izleri her protein i¢in spesifiktir (Sekil-7a). SPR,
polarize 15181 metal yiizeyden yansimasinin dedektor-
lerce saptanmasi temeline dayali bir yontemdir. Altin
gibi bir metal ile kaplanmis slayttan olusturulmus ¢ipe
alttan polarize 151k gonderilir ve yansima agis1 belirle-
nir. Problarda baglanma yokken 151k hep ayni aci ile
yansir. Ancak, herhangi birinde baglanma olur ise o
probun olusturdugu yansima agisi degisir. Yansima
acisindaki sapmanin dedektor tarafindan belirlenmesi,
0 probdaki spesifik bir baglanmanin kanit1 olur (Sekil-
7b). AFM, ¢ip yiizeyindeki topolojik degisiklikleri
saptama temeline dayanan bir yontemdir. Bas kismin-
da sivri bir u¢ bulunan manivelanin bas kismindan
yansiyan 1gik bir dedektor tarafindan saptanir. Cip
Uzerinde dolasan ug, hibridize bir proteine rastlarsa
hareket eder. Hareket eden maniveladan yansiyan
15181in agist degisir. Isig1 farkli agida yansitan probu
belirleyen dedektdr o probdaki spesifik baglanmay1
dolayisiyla da proteini belirlemis olur (Sekil-7c). Ci-
pin tim problarinin spesifikligini iyi bilen sistem
mikroarray teknolojisi, hibridizasyon gergeklestiginde,
problardaki hibridize proteinleri belirleyerek, test
ornegi icerisindeki proteinlerin analizini saglamaktadir.

Protein mikroarrayler sinyal amplifikasyonu-tarama
konularindaki eksiklikler ve ¢ip hazirligi asamasinda
karsilasilan zorluklar asildiginda daha iyi standardize
edilmis bir yontem haline gelecek, kullanim alanlari
genisleyecektir. Bu yontem kullanim alanlarina gore
analitik, fonksiyonel ve ters faz mikroarray olarak
siniflandirimaktadir®.

Analitik mikroarray, bir protein karigim igerisindeki
proteinlerin baglanma afiniteleri, spesifiteleri ve eksp-
resyon seviyelerini belirlemede kullanilir. Bu teknikte
slayt lizerine antikor, aptamer gibi yakalayicilar spot-
lanir. En sik kullanilan analitik mikroarray olan anti-
kor mikroarrayler®” daha gok farkli ekspresyon profil-
lerini belirlemek ve klinik tani i¢in kullanilir.

Fonksiyonel mikroarray, proteinlerin fonksiyonlarini
degerlendirmeyi amaglandigi i¢in tam boyutlu protein
ya da protein domain igeren problariyla analitik mik-
roarrayden ayrilir®®. Tim proteomun biyokimyasal
aktivitesinin tek bir c¢alismada Olglilmesine olanak
saglamanin yani sira®, protein-protein, protein-DNA,
protein-fosfolipit gibi protein etkilesimlerinin arasti-
rlmasinda®’ ve klinik tani/prognoz takibinde énemli
yararlar saglayabilecek biyobelirteclerin tanimlanma-
sinda kullanlabilmektedir™.

Ters faz mikroarray, hedeflenen dokulardan izole
edilen hicrelerin eritilmesiyle elde edilen proteinlerin
nitroseliiloz slayta spotlanmast ile olusturulan giplerin
kullanildig1 arraydir. Hastalik gibi ¢esitli durumlarda
degisiklik gosteren proteinlerin ve post-translasyonel
mostgifikasyonlarm saptanmasinda kullanilabilmekte-
dir™.
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c) AFM: Atomic Force Microscopy
(http:/lwww3.physik.uni-
greifswald.de/method/afm/eafm.htm  adresin-

den alinarak diizenlemistir)

Sekil 7:
Etiket bagimsiz tarama yontemleri

Mikroarray teknolojisi, hibridizasyon ve etiketlemede
yasanan sorunlar, farkli ¢iplerin es hassasiyette olma-
mast, farkl ¢iplerle elde edilen sonuglarin heniiz kar-
silastirilamiyor olmasi, optimizasyon ve standardizas-
yon sorunlari nedeniyle semikantitatif olarak kabul
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edilmektedir ve elde edilen sonuglarin geleneksel
yontemler ile dogrulanmasi gerekmektedir. Bu tekno-
lojinin bahsedilen noktalardaki sorunlar asildigi za-
man ¢ok daha yaygin ve etkin kullanilacagi dngoriile-
bilir ve son zamanlarda sorunlari agmak adina gelisti-
rilen yenilikler, gelecek agisindan umut veren geligsme-
ler olarak kabul edilmelidir.
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