2. PROTEOMIKS’E GIRiS

Biyolojik alanlarda yapilan calismalar hizla tekli analiz metodlarindan global sistem
yaklagimlarina dogru degisim gdstermektedir ve bu caligmalarin tiimiinde, bilesenlerin
tanimlanmas1 sistemin anlagilmasi i¢in temel adimi olusturmaktadir. Bugiine kadar genom
bilimi bu dogrultuda 6nemli bir zemin hazirlamis ve pek ¢ok organizmanin tam genom
sekanslari ¢ikarilarak degerli veriler elde edilmistir. Ekspresyon profili analizleri sayesinde ise
bagil transkript seviyeleri hakkinda bilgi edinilmistir. Ancak arastirmalar gdstermistir ki,
organizmada bulunan mRNA seviyeleri ile protein seviyeleri arasinda korelasyon oldukga
zayiftir. Bu sayede, protein mekanizmalarinin bagimsiz olarak incelenmesinin, protein miktar
analizlerinin ve profillendirilmesinin 6nemi anlagilmistir

Insan Genom Projesi’nin tamamlanmasinin ardindan, genlerin fonksiyonel iiriinii olan
proteinlere ait bilgi birikimi artmadig siirece genetik bilginin tek basina yeterli olamayacagi
goriilmiis ve proteinlerle ilgili ¢aligmalara agirlik verilerek “proteomik™ (“proteomics’) alant
dogmustur. Bunun nedeni, proteinler hiicrenin, dokunun ya da organizmanin dinamik durumu
hakkinda daha kesin bilgi vermesidir. Genom projesinin ardindan insan genomundaki gen
sayis1 25000 £ 5000 olarak hesaplanirken bu genler tarafindan iiretilen proteinlerin nispeten az
bir kismi1 bilinmektedir ve sayisinin 1,5 milyon civarinda olabilecegi tahmin edilmektedir.

Genombilim DNA’dan protein olusumuna kadar devam eden siireci incelerken, proteombilim
translasyon basamagini ve sonrasinda sentezlenen proteinlerin kimyasal modifikasyonlarini
incelemektedir. Translasyon sonrasinda proteinin yapisinda meydana gelen degisimlere “post-
translasyonel modifikasyonlar” adi verilmektedir. Bu modifikasyonlar protein Omriinii,
lokalizasyonunu, protein etkilesimlerini ve aktivitesini etkileyen ¢ok Onemli gorevlere
sahiptirler. Canlilarda, gelisimin, fizyolojinin, metabolizmanin ve hastalik olusumunun sirlari
bu modifikasyonlarda gizlidir. Giinlimiizde ayirma teknolojileri ve kiitle spektrometreleri
beraber kullanilarak, post-translasyonel modifikasyonlarin tespit edilmesi miimkiindiir, ancak
tespit edilen modifikasyonlar ile protein fonksiyonunu dogrudan tahmin edebilmek i¢in yeterli
veri birikimi olusmamustir.

Proteom kelimesi, ilk defa 1994’te Siena iki boyutlu elektroforez toplantisinda Marc Wilkins

tarafindan Onerilmistir. Bu terimin ilk bastaki tanim1 basit olarak “bir organizma veya doku
tarafindan sentezlenen biitiin proteinlerin tanimlanmasi1 ve karakterizasyonu” seklinde
yapilmistir. Daha sonra alanda c¢alisan kisiler tarafindan tanim gelistirilmistir. Ornegin
“karakterizasyon” terimi protein fonksiyonlarinin belirlenmesi, konumlanmalari, translasyon
sonrast modifikasyonlar1 da kapsamistir. Daha sonraki calismalar bu tanimin bile yetersiz
oldugunu gostermistir ve konu kapsamindaki proteinleri etkileyen cevresel, farmakolojik,
genetik ve patolojik etmenlerin arastirilmasi da dahil edilmistir.

Proteomik alaninda yapilan ¢aligmalarin asamalar1 dort ana baslikta toplanabilir: (1) Protein
izolasyonu, (2) proteinlerin ayrimi (elektroforetik, kromatografik vs.) ve ifade analizleri, (3)
protein tanimlamasi (kiitle spektrometreleri, Edman), (4) protein etkilesimleri ve yapisal
analizler. Gilinlimiizde proteomik ¢aligmalarin temelini iki boyutlu jel elektroforezi ve kiitle
spektrometrelerinin olusturdugu goriilmektedir Proteomik yontemlerin kullanim alanimnin
biiyiik kismin1 klinik proteomik olarak da adlandirilan tipta kullanim olusturmaktadir ve klinik
proteomik alanindaki ¢calismalarin da cogu hastaliklara 6zgii yeni biyo-belirte¢ tanimlanmasiyla



ilgili caligmalardir. Bunun haricinde ilag gelistirmeden toksikolojiye kadar birgok farkli alanda
da proteomik yontemler kullanilmaktadir.

Her yontemin ve yaklagimin oldugu gibi proteomik alaninin da kendine 6zgii zorluklar1 ve
kisitlamalar1 vardir. Ancak giintimiizde hizli bir sekilde gelisen bu alan gelecekte bir¢ok farkl
konuda &nemli bilgiler saglayacaktir. Ozellikle protein tanimlanmasinda ve dizilenmesindeki
gelismeler bu islemleri hizli ve giivenilir hale getirebilecek ve gercek yapr fonksiyonu ortaya
koyan proteinlere dair bilgi birikimimiz hizla artacaktir.

Proteombilimindeki gelismeler ve proteomik metotlara dayali gelistirilen biyobelirteglerin kesfi
kiitle spektrometresi (MS) gelisimi ile yakindan iliskilidir. MS manyetik veya elektriksel bir
alanda hareket eden yiikli partikiilleri kiitle/yiik (m/z) oranlarma gore diger yiklii
partikiillerden ayirt ederek analizleme esasina gore ¢alismaktadir. Bu amagla en yaygin olarak
kullanilan sistemler Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time Of Flight (MALDI-
TOF), Elektro Spray lonization Time of Flight (ESI-TOF) ve Surface Enhanced Laser
Desorption lonization (SELDI-TOF) olarak siralanabilirler. Giiniimiizde farkli algilayici
sistemlerin kombinasyonlar1 ile (6r: quadrupole-time of flight) daha hassas analizler
yapilabilmektedir. Ornekteki proteinler enzimatik olarak parcalandiktan sonra proteini
olusturan peptid parcalarinin (bir ayirma metodu ile belirlendikten sonra) kiitleleri MS ile
belirlenir. Daha sonra karisimdaki bireysel peptidlerin Olgiilen kiitleleri, bir proteinde
bulundugu diisiiniilen teorikge tiiretilmis peptid kiitleleri ile kiyaslanarak protein tanimlanir.

Protein mikroarray (mikrogip) teknolojisi proteinlerin kiiciik bir alanda yakalanarak
sabitlenmesi ve sonra bu proteinlerin analiz edilmesi prensibine dayanmaktadir. Temel olarak
analitik ve fonksiyonel olmak iizere iki tip protein mikroarray vardir: Analitik mikroarrayde
proteinlere baglanabilme 6zelligine sahip olan spesifik molekiiller kiigiik bir cam yiizey iizerine
yerlestirilmistir. Bu 6zel cam ylizey secilirken amag proteinlerin yiizey lizerinde sabitlenmesi
ve maksimum baglanmanin gergeklestirilmesidir. Soliisyonundaki proteinler bu molekiillere
baglanir ve yikamadan sonra belirlenirler. Antikor mikroarray en c¢ok kullanilan analitik
mikroarraydir. Bu tip mikroarraylar genellikle klinik tanida, saglikli ve hastalikli dokudaki
protein farkliliklarint ve hastalik durumunda proteinlerde meydana gelen degisiklikleri
tanimlamak i¢in kullanilmaktadirlar. Fonksiyonel protein mikroarray ise analitik
mikroarrayden tiim fonksiyonel proteinlerin tanimlanmast ile ayrilir. Bu 6l¢timde protein ¢ipler
protein-protein, protein-DNA, protein-RNA ve protein-fosfolipid gibi pek c¢ok protein
interaksiyonlarini ¢calismak i¢in kullanilirlar. Protein ¢ip {lizerindeki reaktif proteinler floresan,
fotokimyasal veya radyoizotop yoOntemlerle isaretlendikten sonra belirlenirler. Protein
mikroarray teknolojisi ile MS’in birlikte ¢alistig1 sistemlerde ciplere bagl proteinler MS ile
belirlenmektedir. SELDI-TOF MS dayali protein mikroarraylar MALDI-TOF MS’in varyanti
olmakla birlikte ayni1 anda fazla sayida Ornegin ve ozellikle kiiciik molekiiler agirlikli
proteinlerin analizini saglamalar1 agisindan avantajlidirlar.
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