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Bilimin en önemli dönüm noktalarından biri olan İnsan
Genom Projesinin (“Human Genome Project”) 2003
yılında tamamlanması yaşamın moleküler temelinin

anlaşılması için yürütülen araştırmaların sayısını artırmıştır.
Genom projesi ile elde edilen bilgilerin klinik çalışmalara uy-
gulanması ve yeni tedavi yöntemlerinin geliştirilmesi ihtiyacı
ile proteomiks kavramı hızla gelişmeye başlamıştır. Proteo-
miks, özellikle postgenomik dönemde protein sentezinin ve
gen ekspresyonunun araştırılmasında bir anahtar teknoloji
olarak karşımıza çıkmaktadır. 

“Proteom” kelimesi İlk olarak 1994’te Avustralyalı araştırmacı
Marc.R. Wilkins tarafından, bir organizmanın genomu tarafın-
dan eksprese edilen proteinlerin tümü olarak tanımlanmıştır.
Proteom, bir organizma, doku veya hücrede herhangi bir an-
da bulunan proteinlerin tümünü ifade eder. Proteomun ana-
liz edilmesi olarak da kısaca tanımlanabilen “proteomiks” ifa-
desi ise pratikte, geniş çaplı protein ayırma ve tanımlama tek-
niklerinin kullanılması ile yapılan proteom çalışması olarak
tanımlanmaktadır. Proteomiks, biyoloji, biyoinformatik ve
protein biyokimyasını içeren disiplinler arası bir bilim dalıdır.
Hastalıkların tanımlanması ve tedavi geliştirmede yaygın ola-
rak kullanılan genetik tekniklere ek olarak gelişen proteomik
teknikler araştırmacılar için büyük bir umut ışığı olmuştur.
Proteomiks çalışmalarının gen çalışmalarına ek olarak sundu-
ğu avantajlardan en önemlileri vücut sıvılarında, hücrelerde
ve doku biyopsilerinde diyagnostik ve prognostik hastalık
belirteçlerinin tanımlanmasına ve yeni tedavi stratejilerinin
belirlenmesine olanak sağlamasıdır. Ayrıca genetik yatkınlık
gösteren hastalıkların tanımlanması doğru bir genetik teste

gereksinim duyduğu kadar fenotipin de doğru saptanmasını
gerektirir. Çünkü bir organizmadaki proteom genomdan
farklı olarak daha dinamiktir ve organizmanın bulunduğu ko-
şula (örneğin patolojik durum) ve zamana bağlı olarak deği-
şebilir. Genetik kod, hangi proteinin ne zaman ve hangi mik-
tarda eksprese olacağı konusunda bilgi sağlamaz. mRNA dü-
zeyleri, kodlanmış proteinin aktivitesi ile ilişkilendirilemez ve
kodlanmış proteinin aktivitesini yansıtmaz. Genler alternatif
“splicing” mekanizmaları ile çok sayıda farklı fonksiyona sa-
hip protein oluşturabilmektedir. Hücrede gerçekleşen post-
translasyonel modifikasyonlar normal ve patolojik dokular-
daki farklılıkları belirler ve proteinde görülen post-modifi-
kasyonların tümünün bilgisini protein kodlayan bölgelerdeki
genomik bilgi tek başına veremez. Bu nedenlerle, genomik
çalışmalar her zaman nihai protein ekspresyonu hakkında
doğru bilgiler sağlayamaz iken yapılan proteom çalışmaları,
genomik analizlerle belirlenemeyecek şekilde pek çok farklı
yoldan gerçekleşen hastalık patolojisini ve fenotipini ortaya
koyabilmektedir. 

Henüz başlangıç döneminde olmasına rağmen proteomiks
çalışmaları klinik çalışmalarla oldukça ilişkilidir. Klinik prote-
omiksin temel amaçları erken teşhis için biyolojik belirteçler
(biyomarker) bulmak ve tedaviye müdahale edebilmek için
potansiyel hedefler belirlemektir. Biyolojik belirteç iki ya da
birden fazla biyolojik bir durum için (örneğin; hastalık duru-
muna karşı sağlıklı durum) miktara bağlı olarak değişebilen
madde veya molekül (örneğin; peptid veya protein) olarak
tanımlanabilir (Şekil 1). Bir biyolojik belirteç fizyolojik veya
patolojik bir durumu gösteren biyolojik bir parametredir. Bi-
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yolojik belirteç araştırma çalışmalarında izlenen basamaklar
beş aşamada özetlenebilir; klinik soruyu tanımlama ve kon-
trol - hasta gruplarının seçimi olmak üzere araştırmanın ta-
sarlanması aşaması, hasta ve kontrol gruplarında farklı eks-
prese olan proteinleri ve moleküler ağırlıklarını doğru sapta-
ma aşaması olan buluş aşaması (aday belirteç/lerin belirlen-
mesi), daha geniş sayıda hasta ve kontrol grupları kullanarak
prediktif değeri en iyi biyolojik belirteç/leri bulma aşaması
olan validasyon aşaması, biyolojik belirteç proteinin eldesi ve
purifikasyonu aşamalarını içeren tanımlama aşaması ve vali-
dasyonu yapılmış biyolojik belirteç/ler ile kantitatif testlerin
geliştirilmesi aşamaları ile test geliştirme aşamasıdır. 

Klinik proteomiksin diğer hedefleri arasında hastalık yinelen-
mesinin erken dönemde saptanmasını sağlayacak biyolojik
belirteçlerin belirlenmesi ve bunların diagnostik görüntüle-
me ile nasıl birlikte kullanılacağının anlaşılması sayılabilir.
Bunlara ek olarak klinik proteomiks hastanın tedaviye bekle-
nen yanıtı açısından bireysel tedavi yöntemlerinin uyarlan-
masına yardımcı olabilir. Yüksek verimli ve otomatize proteo-
mik teknolojilerinin gelişmesi, proteomiksin standart klinik
uygulamalarda gerçekleştirilmesi zorunlu olan çok sayıda kli-
nik örneğin eş zamanlı olarak çalışılmasına da imkân vermek-
tedir. Klinik proteomiksin pratikte kullanımı günümüzde ge-
çerli olan çok sayıda onaylanmış FDA (Food and Drug Admi-
nistration) protein belirteçleri ve tedavi edici hedeflerin var-
lığı ile önemini vurgulamaktadır (1). AGA (American Gastro-
enterological Association) tarafından yayımlanan Gelecek
Yönelimler Kurul Raporu (Future Trends Committee Report)

şu anki genomik temelli yaklaşımların ilerleyişinde ve hasta-
lık patogenezinin anlaşılmasında esas adım olarak proteomik
teknolojilerinin ortaya çıkışını vurgulamıştır (2). 

Proteomiks, iki boyutlu (2D) jel elektroforezi, görüntüleme
analizi, kütle spektrometresi, amino asit dizi analizi ve biyo-
informatik gibi gelişmiş tekniklerin birleşimini kullanmakta-
dır. Proteomiks alanındaki gelişmeler iki boyutlu jel elektro-
forezinin 1975 yılında kullanımıyla başlamıştır (3). Kompleks
protein ve karışımlarının ayrılması ve karakterizasyonunda
kullanılan bu yöntem ile proteinler birinci boyutta yüklerine
göre ayrılırken ikinci boyutta moleküler kütlelerine (Dalton,
Da) göre ayrılmaktadır (Şekil 2). 2D jel elektroforezi yöntemi
kullanılarak displazik kolorektal poliplerinin kolorektal kan-
sere malignant dönüşümüne katılan mekanizmalar (4) ve si-
tozolik reseptör NOD2’nin inflamatuvar barsak hastalığı
(İBH) patogenezindeki etkisi aydınlatılmıştır (5). 

Şekil 1. İki boyutlu jel elektroforezi ile artan ve azalan proteinlere (biyolojik belirteç) örnek gösterilmiştir. “u” ile gösterilen noktalarda eks-
presyon artışı (upregulation) ve “d” ile gösterilen noktalarda ekspresyon azalışı (downregulation) gösterilmektedir.

Şekil 2. İki boyutlu (2D) jel elektroforezi; IEF: Isoelectric focusing,
IPG: Immobilized pH gradient.
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Proteomiks çalışmalarındaki anahtar gelişme ile bir elektrik
veya manyetik alanda yüklenmiş parçacıkların hareketi teme-
line dayanarak moleküllerin moleküler ağırlıklarını analize
imkan sağlayan kütle spektrometresi (MS) tekniği geliştiril-
miştir. İyon kaynağı, kütle analizör ve detektör olmak üzere
üç bileşenden oluşan kütle spektrometresi analiz edilecek
maddelerin kütle/yük (mass to charge [m/z]) oranlarını kan-
tite etmek için kullanılır. Bu kantitasyondan kütle belirlenir
ve bu kütleye sahip protein tanımlanır. Yüksek duyarlılıktaki
kütle spektrometresi tekniği ile ayrıştırılmış proteinlerin ta-
nımlanması yapılabildiği gibi direkt kompleks biyolojik ör-
nekler kullanılarak da proteinler tanımlanabilmektedir. Pro-
tein gibi büyük biyomolekülleri oldukça duyarlı biçimde ko-
layca iyonize edebilen ve kütle spektrometresinde iyon kay-
nağı olarak kullanılan iki temel yöntemden biri MALDI (Mat-
rix Assisted Laser Desorption/Ionisation) 1988 yılında Karas
ve Hillenkamp tarafından sunuldu (6). MALDI, ışığı absorbe
eden bir matriks varlığında analizi yapılan molekülün yüzey-
den kopma ve iyonizasyonu için gerekli enerjiyi lazerden kul-
lanan bir çarpma iyonizasyon tekniğidir. Bu iyonizasyon tek-
niğinde her bir lazer atışında oluşan iyonların ayrılması ve çö-
zülmesi için bir atış analizörüne ihtiyaç vardır. Bu nedenle
MALDI ile rutin olarak kullanılan iyon ayırıcı kütle analizörü,
iyonların ağırlıklarıyla doğru orantıda bir süre içerisinde de-
tektöre ulaşmasını sağlayan “time of flight” (TOF) analizör-
dür. MALDI-TOF tekniği günümüzde çok sayıda protein araş-
tırmasına imkân vermektedir. Kütle spektrometresinde kulla-
nılan ve MALDI’den daha kompleks bir yöntem olan ikinci te-
mel iyon kaynağı Elektrosprey iyonizasyon (ESI) tekniğidir.
ESI tekniği analit ve çözücü molekülleri içeren akışkanın in-
ce kapillerde yüksek voltaj ve atmosferik basınçta dağılması
temeline dayanmaktadır. Bu sistemde yüklü peptidler, va-
kum koşulu altında geçer ve kütle/yük oranlarına göre elek-
trik alanda ayrışırlar. 

Protein analizinde ekonomik olarak en etkin ve kolay yol iki
boyutlu jel elektroforezinin kütle spektrometresi temelli se-
kanslama metodu (2D-MS) ile kullanılmasıdır. 2D-MS tekniği
ile gastroenteroloji alanında yapılan çok sayıda çalışma bu-
lunmaktadır ve bu çalışmalar klinik gastroenterolojideki ge-
lişmelere ışık tutmaktadır. Hu ve arkadaşları pankreatik ade-
nokarsinomlu (PAC) 12 hastadan aldıkları doku örneklerinde
nonneoplastik pankreas proteomunu incelemişlerdir. Bu ça-
lışmada örnekler 2D ile analiz edilmiş ve MALDI-TOF MS sis-
temi ile protein örnekleri tanımlanmıştır (7). Bu çalışma so-

nucunda bireysel örneklerde protein paternlerinin benzerli-
ğini göstermişlerdir. Pankreas kanseri olan hastalarda pan-
kreatik sıvı proteomunun incelendiği araştırmalardan biri de
Gronborg ve arkadaşları tarafından yapılmış ve bu çalışmada
tek yönlü jel elektroforezi ve sıvı kromatografisi - çift kütle
spektrometrisi (LC-MS/MS) yöntemi kullanılarak her bir has-
tadaki proteinler tanımlanmıştır (8). Bu çalışma sonucunda
PAP-2 olarak adlandırılan yeni bir protein bulunmuştur. Bar-
celo-Batllori ve arkadaşları MALDI tabanlı kütle spektromet-
risi ile İBH hastaları ve İBH olmayan sağlıklı kontrollerde in-
testinal epitelyum hücrelerinde sitokin etkisi ile protein eks-
presyon düzeylerini karşılaştırmış ve İBH’lı hastalarda sito-
kinlerin triptofan metabolizmasına katılan indoleamin 2,3-
deoksijenaz enzimi etkisini artırdığını gözlemişlerdir (9).
Hepatoselüler kanserli hastalar ve sağlıklı kontrol grubu se-
rum proteomunun 2D-MS tekniği ile incelendiği bir çalışma-
da komplement C3 fragmenti ve apolipoprotein A1’in belirli
izoformunun hasta grubunda sağlıklı gruba oranla azaldığı
bulunmuştur (10). 

Proteomiks alanında son teknolojinin gelişmesini sağlayan ve
protein çip biyolojik belirteç sisteminin temelini oluşturan
“surface-enhanced laser desorption/ionization” (SELDI) kav-
ramı 1993’de Hutchens ve Yip tarafından sunulmuştur (11).
SELDI-TOF MS “ProteinChip” teknolojisi, binlerce farklı pro-
tein içeren serum/plazma, doku homojenizatları ve hücre li-
zatları gibi kompleks protein kompozisyonlarını ayrıntılı şe-
kilde belirleyebilmekte ve az miktarda bulunan proteinleri
de ayrıştırarak saptayabilmektedir. Protein çip teknolojisinde
uygulanan fraksiyonlama tekniği 2D jel elektroforezi tekno-
lojisinde uygulanan birinci boyut ayırma olarak bilinen izo-
elektrik fokuslamadır. Bu aşamada analiz edilecek örnek (se-
rum, plazma, hücre lizatları, vücut sıvıları) iyon değişim (ion
exchange) fraksiyonlamaya tabii tutularak farklı pH’larda el-
de edilir. Farklı pH’larda elde edilen proteinlerin değişik kim-
yasal yüzeye sahip proteinçip “array”lere bağlanma eğilimi
proteinlerin izoelektrik noktalarına bağlı olarak değişecektir.
Protein çip teknolojisinde uygulanan bu fraksiyonlama tekni-
ği 2D jel elektroforezi teknolojisinde uygulanan birinci boyut
ayırma olarak bilinen izoelektrik fokuslamadır. Farklı pH’lara
ayrılan örnekler daha sonra ikinci boyut analizlemeye tabii
tutularak hidrofobik (H50), anyonik (CM10), katyonik (Q10)
ve metal (bakır, çinko) (IMAC30) kaplanmış farklı kromatog-
rafik özelliklere (kimyasal yüzey) sahip çiplere uygulanır.
SELDI-TOF MS sistemi de MALDI-TOF MS teknolojisi gibi “ti-
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me of flight” (TOF) tekniği ile peptit ve proteinlerin küt-
le/yük oranlarının kesin ölçümüne dayanan bir tekniktir (Şe-
kil 3). Son yıllarda birçok hastalık için özellikle biyolojik be-
lirteç araştırma çalışmalarında kullanılan SELDI-TOF MS
“ProteinChip” teknolojisi, izole edilmiş veya moleküler ağır-
lıklarıyla karakterize olarak piklerin kümelenmesi ile oluş-
muş protein profillerinin yüksek çözünürlükte belirlenmesi-
ni sağlayarak, farklı patolojik durumların oldukça hassas ve
anlamlı tekrar edilebilirlikte ayrımına olanak sağlamaktadır. 

SELDI-TOF MS tekniği ile yapılan çok sayıda çalışma anlamlı
klinik sonuçlar vermiştir. Gastroenteroloji alanında yapılan
çalışmalarda pankreatik kanser (12-17), karaciğer sirozu (18,
20), hepatoselüler kanser (21-25), gastrik kanser (26-28) ve
kolon (29-32) kanserlerinde biyolojik belirteçler (biyomar-
ker) araştırılmış ve bu çalışmaların sonuçları klinik çalışmala-
ra önemli katkıda bulunmuştur. Protein çip teknolojisini sağ-
layan SELDI-TOF MS yönteminin biyolojik belirteç araştırma-
larında oldukça sık kullanılmasının nedeni yüksek verimlilik-
te hızlı bir teknik olmasıdır. Örneklerin pasif bir prob üzerin-
de sunulduğu MALDI’den en temel farkı SELDI’nin, kütle
spektrometrisine örneklerin ekstraksiyonunda, sunumunda,
amplifikasyonunda ve iyonizasyonunda aktif rol oynayan bir
yüzeyde sunulmasıdır. SELDI teknolojisi ayrıca MALDI-TOF
MS’den farklı olarak proteinlerin ayrıştırılması ve seçilmesi
için 2D jel elektroforezi uygulamasını gerektirmeyen ve biyo-
lojik belirteç bulma çalışmalarında küçük molekül ağırlığın-
daki proteinlerin ayrımında daha etkin kullanılan bir tekno-
lojidir. İki boyutlu jel elektroforezi yaklaşımında, hidrofobik,
güçlü asidik veya güçlü bazik proteinlerin ayrıştırılmasının
zayıf olması ve düşük miktarlardaki proteinlerin kesin olarak
görüntülenememesi gibi bazı sınırlamalar (33) ve jel tabanlı
metotlardan direkt ve kesin kantitatif bilginin elde edilmesin-
deki zorluklar da SELDI-TOF MS tekniğini biyolojik belirteç

bulma çalışmalarında daha popüler olmasının nedenlerin-
dendir.

Özet olarak şunu söyleyebiliriz ki otomatize ve yüksek verim-
lilikteki proteomik teknolojilerinin gelişmesi bilimsel araştır-
malara hız katmıştır. Yapılan çalışmalar sonucu bulunan bazı
biyolojik belirteçler klinik gastroenterolojiye katkıda bulun-
maktadır. Ancak bu çalışma sonuçların tekrarlanabilirliği ve
güvenilirliği gibi bazı sınırlamalar sonuçların klinikte uygu-
lanmasını zorlaştırmaktadır. Bu sorunların ortadan kaldırıl-
ması için geniş çaplı proteomik araştırmalara hız verilmeli ve
bulunan biyolojik belirteçlerin validasyonları sağlanmalıdır.
Bunun gerçekleşmesinde en önemli rolü oynayan uluslar
arası İnsan Proteom Organizasyonu (Human Proteom Orga-
nisation-HUPO) hızla gelişen proteom teknolojilerini yönlen-
direcek ve çalışma sonuçlarının laboratuvarlardan kliniğe
yansımasını sağlayacaktır. Ülkemizde son yıllarda proteomiks
alanında yapılan çalışma sayısı yeni teknolojilerin laboratu-
varlara girmesiyle artış göstermiştir. Bu sayının daha da art-
ması klinisyen ve proteomiks konusunda uzman bilim insanı-
nın birlikte çalışması ve laboratuvarlar arası işbirliğinin artırıl-
masıyla mümkün olacaktır.

Şekil 3. SELDI işlemi: Protein çip ve “time of flight” (TOF) - kütle
spektrometrisi (MS)
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OONNDDOOKKUUZZUUNNCCUU  YYÜÜZZYYIILL

MMooddeerrnn  TT››bbbb››nn  BBaaflflllaanngg››cc››

‘Ölüm Dans›’ (1835), adl› renkli oymada, sanatç›, doktorlar›n
reçete etti¤i ilaçlar›n öldürücü maddeler kategorisinde oldu¤unu

öne sürüyor. Willim Helfand Koleksiyonu, New York


