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PROTEIN
ANALIZi

Bilimsel devrimlerin ardi arkasi

kesilmiyor. Cok dedgil, bundan 3-4 yil
oncesine kadar biliminsanlari genlerin

islevlerini ortaya cikaracak diye

diistindiikleri genomik uygulamalar icin

“saglik alaninda bir devrim”

betimlemesini yapiyorlardi. Yani bu
uygulamalarla tibbi calismalarda da
kokten bir degisim olacak ve genlerin

ortaya cikarilmis islevleri, diger

biyoteknoloji ve bilgi teknolojileriyle bir
araya geldiginde hastaliklarin onlenmesi,

teshisi, tedavisi kolaylikla

gerceklesebilecekti. 1950’li yillarda
baslayan calismalarin sonucunda, 1990 yilinin Ekim ayinda “Insan Genom Projesi” baglatildi. 18
tlkenin destek verdigi bu projenin amaci insanin gen haritasinin, yani genetik sifresinin ¢6ziilmesiydi.
Coziildii de... Ancak ozellikle hastaliklarin teshisi ve tedavisi konusunda beklenen sonu¢ tam anlamiyla
elde edilemedi; genom calismalarina dayanan teshis yaklagimlari klinik kullanim icin uygun ve pratik
degildi. Biliminsanlari bu durgunluga dinamizm kazandirmanin yolunu da buldular: Genlerin kodladigi
proteinlerin yapisini ortaya koymak. Bunun icin de “proteom analizi” adi verilen proteinlerin sifresini
ortaya cikarmaya yonelik analitik yontemlerle karsimiza ciktilar.

25 Nisan 1953’te Nature dergisin-
de, Watson ve Crick imzali bir makale
yayimlandi. “Ntkleik Asitlerin Mole-
kiiler Yapisi: Deoksiriboz Ntikleik Asit
icin Bir Yap1” baslikli ve 128 satirdan
olusan bu metnin iceriginde DNA’nin,
yani yasamin sifresinin molekdler ya-
pist aciklantyordu. Bilim tarihinde bir
donim noktast olan bu ¢alismayla
dinyadaki yasamin sifresi, bir hticreli-
den memelilere kadar tim canlilarin
hticrelerinde yer alan DNA’nin yapisi
aciklaniyordu; ki, biz insanlar yasami-
mizi ve saglimizi bicimlendiren bu
anahtari ele gecirdikten sonra sirayla
baska bilinmeyenleri de ¢6ziimledik.
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Ardindan genler tizerinde bir devrim
gerceklestirdik. Insan hticresinde bu-
lunan ve DNA tizerinde yer alan gen-
leri tanimladik. Béylece, “sagimizin
rengi, burnumuzun gérintimi, elleri-
mizin bicimi, kisaca bizi fiziksel olarak
tanimlayan 6gelerimiz yanisira dogus-
tan ileri gelen ya da sonradan ortaya
cikan hastaliklar da hep bu genlerin
marifetiyle, islevselligiyle gerceklesi-
yor” bilgisine sahip olduk. Bize ait
26.000 genin taniminin yapilmasi, in-
san gen haritasinin belirlenmesi de-
mekti. Ancak salt genleri tanimlamak,
hastaliklarin 6nlenmesinde, teshisinde
ve tedavisinde yeterli gelmedi. Asil

Genomik Ve
proteomik
boltimii

6nemli kisim, canli tanimina anlamini
veren molekiillerin, yani proteinlerin
taniminin yapilmasiyds; ki, hticre icin-
de, hiicreler arasinda gerceklesen kim-
yasal tepkimeler anlasilabilsin. Hticre-
lerin canliliklarini nasil koruduklari-
nin, birbirleriyle nasil haberlestikleri-
nin, hiicre yapisinin nasil gelistiginin,
hticre cesitliliginin nasil saglandigi-
nin, kisaca yasamin temelinin aciklan-
masinda proteinlerin daha derinleme-
sine anlasilmasiyla bir baska devrimin
kapisi aralandi. Proteomik arastirma-
lar icin proteom analizi calismalar
baslatildi ve yepyeni bir arastirma ala-
n1 daha dogdu.



Proteom analiziyle hastaliklarin ge-
lisim streclerini de kapsayan bircok
biyolojik olayla proteinlerin yapisal ve
islevsel ¢esitliligi arasinda iliski kuru-
larak, saglikli ve hastalikli durumda
farklilasan proteinler belirlenebilecek.
Bu proteinlerin belirlenmesiyle de
kanser, kalp-damar hastaliklari, hemo-
fili ve osteoartirit gibi bircok hastalik-
ta daha iyi sonuclar veren teshis ve te-
davi yontemleri gelistirilerek yeni ilac-
lar tretilebilecek. Yani proteomik ya
da proteom analiziyle proteinlerin is-
levleri aydinlanacak. Ancak proteom
analizi oldukca da zor bir islem. Oyle
ki, bu konuda calisan uzmanlar bu
analizi “DNA’nin analiziyle kiyaslana-
mayacak kadar zor” diye ifade ediyor-
lar. Bu zorlu konuyla ilgili olarak, ala-
nmin Ustatlarindan biri olan, kanser
basta olmak tizere bircok hastaligin
teshis ve tedavisinde yol gosterici ola-
cak biyoteknolojik arastirmalara imza-
s atmis, TUBA Uyesi, 2006 TUBI-
TAK Bilim Odilii sahibi, Hacettepe
Universitesi Kimya Boliimii 6gretim
tiyesi Prof. Dr. Adil Denizli’den bilgi
aldik. Dr. Denizli, Hacettepe Universi-
tesi Kimya Bolimu Biyokimya labora-
tuvarlarinda, “cocuklarim” dedigi
genc bilimcilerden olusan ekibiyle bir-
likte proteom analizi konusunda da
evrensel bilime katkida bulunan ol-
dukca 6nemli calismalar yapiyor.

Once “Proteom” sézciigii hakkinda
bilgi verir misiniz?

“PROTEOM” bir organizma ya da
dokunun genomu tarafindan ifade edi-
len proteinlere verilen ad. PROTEin
ve genOM soézctiklerinin birlestirilme-
siyle olusturulmus. Proteom sézctgu
ilk kez 1994’te, Marc Wilkins tarafin-
dan o6nerilmis.

Proteom analiziyle ne yapilir?

“Proteomik” olarak tanimlanan
“proteom analizi” proteinlerin yapisal
ozelliklerinin belirlenmesini, islevleri-
nin aydmlatilmasini kapsar. Protein
analizi DNA analiziyle karsilastirila-
mayacak kadar zordur. DNA yalnizca
dort yapr tasindan olusurken dogal
proteinler 20 farkli amino asitten olu-
sur ve Uc¢ boyutlu yapilari islevlerini
etkiler. Sizin de belirttiginiz gibi, has-
taliklara 6zgl proteinlerin belirlenme-
sini amaclayan iki 6nemli biyomolek-
ler disiplin var: “genomik” ve “proteo-
mik”. Genomik calismalarda hastalik
ya da fizyolojik stirecle ilgili genler ta-

nimlanmaya calisilir. Hastaligin farkli
asamalarinda bazi genlerin ifade ora-
ninin, yani islevselliginin artacagi ya
da azalacagi dustincesiyle, bu genler-
den olusan mRNA dtizeyleriyle hasta-
ligin ilerleyisi arasinda bir iliski kurul-
maya calistlir.

Ancak hem insan dokularinda, hem
de maya hiticrelerinde mRNA’larin ifa-
de dtizeyleriyle bu mRNA’lardan kod-
lanan proteinlerin miktarlari arasinda-
ki iliski konusunda kuskular var. Bu-
nun yani sira bir gen, bircok biyolojik
isleve sahip farkli proteinler kodla-
makta ve bu proteinler translasyon
(cevrim) sonrasi degisimlere ugramak-
ta. Cogu durumda, translasyon sonra-
st degisimler de gen islevindenn ba-
gimsiz. Bu nedenlerden dolayi, cok
fazla miktarda bilimsel veri olmasina
karsin genomik calismalara dayanan
teshis yaklasimlari klinik kullanim
icin uygun ve pratik degil.

Aslinda bu durumu daha net ortaya
koymak icin bir kiyaslama da yapabili-
riz. Proteom ile genom arasindaki te-
mel farkliliklar bu sekilde daha iyi an-
lagilir.

Bir organizmanin bir genomu ama
bircok proteomu vardir. Bu nedenle
proteom analizi genom analizine gére
daha karmasiktir ve cok daha gticlu
analitik tekniklere gereksinim duyar.
Genom ve proteom arasindaki diger
o6nemli bir fark da, genomun duragan
olmasi ve zaman iginde degismemesi.
Buna karsin hiicresel proteinler dina-
miktir ve stirekli degisime ugrarlar.
Hicre zarina baglanabilirler, diger
proteinlerle etkilesime girerler, seker,
yag ya da fosfat gibi gruplar kazana-
rak degisime ugrayabilirler. Proteinler
ve/veya modifiye (degismis) protein-
ler, hticre tipine ya da farkli hastalik
asamalarina gore, hatta ayni hiicrede
farkl etkilerle farklilasabilirler. Prote-
inlerin miktarlar1 da degiskendir. Or-
negin insan kaninda albumin derisimi,
interl6kin-6’dan 106 kat daha fazladir.

Genomun duragan yapisinin aksi-
ne proteomun dinamik yapisi, proteo-
mu organizmada gerceklesen olayla-
rin gercek ve eszamanli belirteci ya-
par. Dolayisiyla bir organizmanin pro-
teomunu tanimlamak, genomu tanim-
lamaktan cok daha yararhdir.

Anlagilan o ki, bir organizmay:
olusturan hiicrelerin tiimt ayni geno-
ma sahip olmalarina ragmen, genom-
da depolanan bilgi, degisik hiicre tiir-
lerini olusturmak icin degisik hticre-
lerde farkli sekilde kullaniliyor.

Evet. Baslica hastaliklar genlerin
yanlis birlesiminden kaynaklanir. Has-
taliga neden olan genlerin belirlenme-
si bir, iki hatta on degisik kisiden ali-
nan genomu siralayarak bulunamaz.
Proteomlar tizerinde calisilarak hasta-
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Genom ve proteom arasindaki iligki

likli genleri belirlemek daha kolaydir.
Hastaliklarin gelisimine diger bir ne-
den, normal bir proteinin yanlis bicim-
de degisime ugramasidir. Bu degisim,
genomik c¢alismalarla belirlenemez.
Yani anlasilacagi gibi proteinler hasta-
liklarin teshisinde daha etkili. Zaten
tedavi icin hemen hemen tim ilaglarin
hedefleri de proteinler.

Proteom analizinin ttirlerinden bi-
raz s6z eder misiniz? Bir de uygulama
alanlar neler, bu konuyu biraz daha
ayrintilandirabilir miyiz?

Proteom analizi de kendi i¢cinde bo-
ltimlere ayrilir. Hiicre ya da dokuda
ifade edilen proteinleri belirleyen
“ekspresyon proteomik”; proteinlerin
{ic boyutlu tayiniyle ilgilenen “yapisal
proteomik”, proteinlerin islevlerini in-
celeyen “islevsel proteomik”, hticreler-
le hangi kiictik molekdllerin etkilesti-
gini inceleyen bir yaklasim olan “ke-
moproteomik”, protein-protein etkile-
simi ve proteinlerin hticre icindeki
yerlesiminin belirlenmesini kapsayan
“hticre-haritas1 proteomik” en temel
olanlari. En énemli uygulamalar1 da
elbette tip alaninda. Bu uygulamalarla
hastaliklara 6zgi proteinlerin belirlen-
mesi ve hastaligin profillendirilmesi
saglaniyor. Ama farkli uygulamalar da
var; Ornedin, genel hticre biyolojisi,
gen islevleri, diizenleme mekanizmala-
r1, metabolik yollar gibi bilgilendirici
genel uygulamalarda; tarimda; direnc
mekanizmalari, verimlilik ve kalitenin
artirilmasi, hastalik yapici parazit etki-
lesimlerini ortaya koymada; alerji ve
toksikolojide; yeni ilaclarin bulunmasi
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ve gelistirilmesinde; teshis ve tedaviye
yonelik calismalarda genis bir uygula-
ma alani bulmakta proteomik.

Belirttiginiz bu analizler icin farkl
farkl1 teknikler mi s6z konusu?

Proteomun karmasik yapisi nede-
niyle cok giiclii analitik tekniklere ih-
tiyac vardir. Genel olarak kullanilan
teknikler tek ve iki boyutlu elektrofo-
rez, kapiler elektroforez, kromatografi
(ters faz, iyon degisim, afinite vb.) ve
ultrafiltrasyon teknikleri.

Proteom analizinde iki farkli yakla-
sim s6z konusudur. Asagidaki seklin B
bélimtinde gosterilen yaklasimda 6r-
nekte yer alan proteinler, yukarida be-
lirtilen teknikler kullanilarak ayrilir ve
ardindan her bir protein kiitle spek-

troskopisiyle analiz edilir. “A” harfiyle
belirtilen diger yaklasimdaysa iki fark-
i strateji uygulanabilir. 1. stratejide
proteinler saflastirilir ve her bir prote-
in proteaz enzimi (tripsin) ile parcala-
narak olusan peptid parcalart kiitle
spektroskopisiyle analiz edilir. 2. stra-
tejideyse tiim proteinleri iceren kari-
sim tripsin ile peptidlerine parcalanir
ve ardindan ayirma islemine tabi tutu-
larak kitle spektroskopisiyle, karisim-
da bulunan proteinler tayin edilir.

Proteomikde hangi érnekler kulla-
nilir?

Proteom calismalarinda beyin,
kalp, karaciger, akciger, kas, pankre-
as, dalak, testis gibi insan dokularinin
yani sira beyin siwvisi, idrar, tiikrik,
hticreler arasi sivi, amniyotik sivi, kan
plazmasi ve serum gibi biyolojik sivi-
lar kullanilabilir. En ¢ok calisilan biyo-
lojik sivi, kan plazmasi ve serumdur.
Kan santrifiijlendikten sonra tistte ka-
lan sar1 renkli kisim plazma olarak ad-
landirilir ve kanin % 55’lik kismini
olusturur. Plazma pihtilasma protein-
lerini de icerir ve bu proteinlerin ayril-
masindan sonra geriye kalan kisim se-
rumdur.

En cok calisilan biyolojik sivi ola-
rak neden kan plazmasi kullaniyorsu-
nuz?

Hastalik teshisinde de kullanilan
temel malzemedir kan. Mililitrede 60-
80 mg protein, yani yliksek derisimde
protein igerir. Kanin farkli organlar ve
dokularla temasta bazi proteinlerinin
ayrilmasina ve var olan proteinlerin
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degisimine yol acar. Bu proteinlerin
belirli bir fizyolojik durum ya da has-
talik durumunda degisime ugramasi
olasidir. Insan plazma proteinleri tize-
rine yapilan son degerlendirmeler, vi-
cutta yer alan ana protein kategorile-
rinin blytk ¢ogunlugunun kan plaz-
masinda yer aldigini da gostermistir.
Yani cok sayida protein icermesi nede-
niyle plazma, hastaliklara 6zgl prote-
inlerin belirlenmesi icin ideal bir kay-
nak. Ancak plazma proteomu, yapisin-
da yer alan proteinlerin genis derisim
aralig1 (10") nedeniyle oldukca karma-
siktir da. Ornegin kanda albumin deri-
simi 30-50 mg/mL gibi ytiksek bir de-
gerdedir. Hastaliklara 6zgii proteinler;
Ornegin sitokinler ve prostat spesifik
antijen (PSA) ise pg/mL (yani mililit-
rede bir pikogram; ki, bu da gramin
trilyonda biri demektir) dtizeyindedir.
Tim plazma proteinlerinin % 90’1 10
protein, % 9’unu ise 12 protein olustu-
rur ve hastaliklara 6zgt proteinler ge-
riye kalan % 1’lik kisimda yer alir.

Plazmada en fazla bulunan protein-
ler hangileri?

Plazma Proteinleri
Albumin % 54
IgG % 17
Apolipoproteinler % 4.0
ol-Antitripsin % 3.8
o 2-Makroglobulin % 3.6
IgA % 3.5
Transferrin % 3.3
Haptoglobulin % 3.0
IgM % 2.0
o 1-Asit Glikoprotein %13
Diger % 4.5

Albumin ve immuno-globulinler.
Bu proteinler plazma proteinlerinin %
80’ini olustururlar ve az miktardaki
diger proteinleri maskelerler. Orne-
gin, iki boyutlu jel elektroforezinden
once bu proteinler uzaklastirilmazsa,
jelde hastaliklara 6zgu proteinlere ait
noktalari tespit etmek neredeyse ola-
naksizdir. Dolayisiyla bu proteinlerin
uzaklastirilmasi, proteom analizinde
buylik 6nem tasir.

Son yillarda plazma protein icerigi-
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nin belirlenmesinde albumin ve immu-
noglobulinlerin uzaklastirilmasi igin
bircok ticari triin gelistirilmistir. Bu
drtinlerin bir¢ogunda kullanilan temel
yaklasim, albumine cekilmeye yiiksek
yatkinlik gosteren bir tekstil boyasi
olan “Cibacron blue”, immunoglobu-
linler igin ise “Protein A/G” kullan-
maktir.

Laboratuarlarinizda gerceklestirdi-
giniz calismalardan biraz s6z eder mi-
siniz?

Calismalarimizda o6zellikle albumin
ve IgG uzaklastirilmasina yonelik poli-
merik malzemeler hazirlandi ve etkin-
likleri ticari driinlerinkiyle karsilasti-
rildi. Uluslararas: bilimsel dergilerde
yayimlanan calismalarda plazmadan
albumin ve IgG’nin etkin olarak uzak-
lastirildigr rapor edildi. Albumini ayir-
mak icin boya-afinite (¢cekim yatkinli-
81) yaklasimindan yararlanildi ve %
99,3 uzaklastirma verimine ulasildi.
Ticari bir malzeme olan Aurum Serum
Protein Minikit (Bio-Rad, USA) albu-
mini en az %96,4 etkinlikle uzaklasti-
riyor. 1gG uzaklastirilmasindaysa, “im-
mobilize metal afinite kromatografisi”
kullanildi. Hazirlanan manyetik mik-
roktirelere Cu” iyonlan ytklendi ve
plazmadan IgG uzaklastirma etkinligi
arastirildi. Uzaklastirma, literatiirde
ilk kez manyetik kolonlarda gercekles-
tirilmis oldu. IgG ortamdan %99,4 et-
kinlikle uzaklastirildi.

Yeni ufuklara gidiyoruz. Cok heye-
can verici...

Evet, proteom analizi klinik arastir-
malarda yeni ufuklar actyor; ama buna
ragmen elde edilen veri miktarini ve
duyarlihigmi artirmak icin daha alin-
mas1 gereken uzun bir yol var.

Gulgan Akbaba

A) Albumin ve IGg
uzaklastiriimadan dnce

B) Albumin ve 1Gg
uzaklastirnildiktan sonra

Albumin ve IgG’nin uzaklastiriimasi
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