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Proteomiks ve Gastroenteroloji

Senem Ceren OZEN KARATAYLI', A. Mithat BOZDAYT?
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ilimin en 6nemli dontim noktalarindan biri olan Insan
BGenom Projesinin (“Human Genome Project”) 2003

yilinda tamamlanmast yagamin molekiiler temelinin
anlastlmast icin yiiriitiilen arastirmalarin sayisini artirmustir.
Genom projesi ile elde edilen bilgilerin klinik calismalara uy-
gulanmast ve yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi ihtiyact
ile proteomiks kavrami hizla gelismeye baslamustir. Proteo-
miks, ozellikle postgenomik donemde protein sentezinin ve
gen ekspresyonunun arastirilmasinda bir anahtar teknoloji

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

“Proteom” kelimesi [k olarak 1994’te Avustralyali aragtirmact
Marc.R. Wilkins tarafindan, bir organizmanin genomu tarafin-
dan eksprese edilen proteinlerin tiimii olarak tanimlanmustir.
Proteom, bir organizma, doku veya hiicrede herhangi bir an-
da bulunan proteinlerin tiimiinii ifade eder. Proteomun ana-
liz edilmesi olarak da kisaca tanimlanabilen “proteomiks” ifa-
desi ise pratikte, genis capli protein ayirma ve tanimlama tek-
niklerinin kullanilmasi ile yapilan proteom caligmasi olarak
tanimlanmaktadir. Proteomiks, biyoloji, biyoinformatik ve
protein biyokimyasint iceren disiplinler aras: bir bilim dalidir.
Hastaliklarin tanimlanmasi ve tedavi gelistirmede yaygin ola-
rak kullanilan genetik tekniklere ek olarak gelisen proteomik
teknikler aragtirmactlar igin biiytik bir umut 1181 olmustur.
Proteomiks caligmalarinin gen ¢aligmalarina ek olarak sundu-

gu avantajlardan en 6nemlileri viicut sivilarinda, hiicrelerde
ve doku biyopsilerinde diyagnostik ve prognostik hastalik
belirteclerinin tanimlanmasina ve yeni tedavi stratejilerinin
belirlenmesine olanak saglamasidir. Ayrica genetik yatkinlik
gosteren hastaliklarin tanimlanmast dogru bir genetik teste

gereksinim duydugu kadar fenotipin de dogru saptanmasini
gerektirir. Ciinkii bir organizmadaki proteom genomdan
farkli olarak daha dinamiktir ve organizmanin bulundugu ko-
sula (6rnegin patolojik durum) ve zamana bagh olarak degi-
sebilir. Genetik kod, hangi proteinin ne zaman ve hangi mik-
tarda eksprese olacagi konusunda bilgi saglamaz. mRNA dii-
zeyleri, kodlanmig proteinin aktivitesi ile iliskilendirilemez ve
kodlanmus proteinin aktivitesini yansitmaz. Genler alternatif
“splicing” mekanizmalart ile ¢ok sayida farkli fonksiyona sa-
hip protein olusturabilmektedir. Hiicrede gerceklesen post-
translasyonel modifikasyonlar normal ve patolojik dokular-
daki farkliliklart belirler ve proteinde goriilen post-modifi-
kasyonlarin tiimiiniin bilgisini protein kodlayan bolgelerdeki
genomik bilgi tek bagina veremez. Bu nedenlerle, genomik
calismalar her zaman nihai protein ekspresyonu hakkinda
dogru bilgiler saglayamaz iken yapilan proteom caligmalart,
genomik analizlerle belirlenemeyecek sekilde pek cok farkl
yoldan gerceklesen hastalik patolojisini ve fenotipini ortaya
koyabilmektedir.

Heniiz baslangic doneminde olmasina ragmen proteomiks
calismalart klinik caligmalarla oldukga iliskilidir. Klinik prote-
omiksin temel amagclar1 erken teghis icin biyolojik belirtecler
(biyomarker) bulmak ve tedaviye miidahale edebilmek icin
potansiyel hedefler belirlemektir. Biyolojik belirtec iki ya da
birden fazla biyolojik bir durum i¢in (6rnegin; hastalik duru-
muna kargt saglikli durum) miktara bagl olarak degisebilen
madde veya molekiil (6rnegin; peptid veya protein) olarak
tanimlanabilir (Sekil 1). Bir biyolojik belirteg fizyolojik veya
patolojik bir durumu gosteren biyolojik bir parametredir. Bi-
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Sekil 1. iki boyutlu jel elektroforezi ile artan ve azalan proteinlere (biyolojik belirte¢) drnek gosterilmistir. “u” ile gosterilen noktalarda eks-
presyon artist (upregulation) ve “d” ile gdsterilen noktalarda ekspresyon azalisi (downregulation) gosterilmektedir.

yolojik belirte¢ aragtirma caligmalarinda izlenen basamaklar
bes asamada 6zetlenebilir; klinik soruyu tanimlama ve kon-
trol - hasta gruplarmin se¢imi olmak {izere arastirmanin ta-
sarlanmasi asamasi, hasta ve kontrol gruplarinda farkli eks-
prese olan proteinleri ve molekiiler agirliklarint dogru sapta-
ma asamasi olan bulug asamasi (aday belirtec/lerin belirlen-
mesi), daha genis sayida hasta ve kontrol gruplar1 kullanarak
prediktif degeri en iyi biyolojik belirte¢/leri bulma agamast
olan validasyon agamast, biyolojik belirte¢ proteinin eldesi ve
purifikasyonu agamalarini iceren tanimlama agamast ve vali-
dasyonu yapilms biyolojik belirte¢/ler ile kantitatif testlerin
gelistirilmesi agamalar ile test gelistirme asamasidir.

Klinik proteomiksin diger hedefleri arasinda hastalik yinelen-
mesinin erken donemde saptanmasint saglayacak biyolojik
belirteclerin belirlenmesi ve bunlarin diagnostik goriintiile-
me ile nasil birlikte kullanilacaginin anlagiimasi sayilabilir.
Bunlara ek olarak klinik proteomiks hastanin tedaviye bekle-
nen yanit1 agisindan bireysel tedavi yontemlerinin uyarlan-
mastna yardimct olabilir. Yiiksek verimli ve otomatize proteo-
mik teknolojilerinin gelismesi, proteomiksin standart klinik
uygulamalarda gerceklestirilmesi zorunlu olan ¢ok sayida kli-
nik 6rnegin eg zamanlt olarak ¢aligiimasina da imkan vermek-
tedir. Klinik proteomiksin pratikte kullanimi glintimiizde ge-
cerli olan ¢ok sayida onaylanmig FDA (Food and Drug Admi-
nistration) protein belirtecleri ve tedavi edici hedeflerin var-
lig1 ile 6nemini vurgulamaktadir (1). AGA (American Gastro-
enterological Association) tarafindan yayimlanan Gelecek
Yonelimler Kurul Raporu (Future Trends Committee Report)
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su anki genomik temelli yaklasimlarin ilerleyisinde ve hasta-
lik patogenezinin anlagilmasinda esas adim olarak proteomik
teknolojilerinin ortaya ¢ikisint vurgulamigtir (2).

Proteomiks, iki boyutlu (2D) jel elektroforezi, goriintiileme
analizi, kiitle spektrometresi, amino asit dizi analizi ve biyo-
informatik gibi gelismis tekniklerin birlesimini kullanmakta-
dir. Proteomiks alanindaki gelismeler iki boyutlu jel elektro-
forezinin 1975 yilinda kullanimuyla baglamstir (3). Kompleks
protein ve karigimlarinin ayrilmast ve karakterizasyonunda
kullanilan bu yontem ile proteinler birinci boyutta yiiklerine
gore ayrilirken ikinci boyutta molekiiler kiitlelerine (Dalton,
Da) gore ayrilmaktadir (Sekil 2). 2D jel elektroforezi yontemi
kullanilarak displazik kolorektal poliplerinin kolorektal kan-
sere malignant dontisimiine katlan mekanizmalar (4) ve si-
tozolik reseptor NOD2'nin inflamatuvar barsak hastaligs
(IBH) patogenezindeki etkisi aydinlatilmistir (5).

&
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1-IEF veya IPG 2-SDS-PAGE

Sekil 2. iki boyutlu (2D) jel elektroforezi; IEF: Isoelectric focusing,
IPG: Immobilized pH gradient.
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Proteomiks caligmalarindaki anahtar gelisme ile bir elektrik
veya manyetik alanda yiiklenmis parcaciklarin hareketi teme-
line dayanarak molekiillerin molekiiler agirhiklarint analize
imkan saglayan kiitle spektrometresi (MS) teknigi gelistiril-
mistir. Iyon kaynagy, kiitle analizor ve detektor olmak tizere
lic bilesenden olugan kiitle spektrometresi analiz edilecek
maddelerin kiitle/yiik (mass to charge [m/z]) oranlarint kan-
tite etmek icin kullanilir. Bu kantitasyondan kiitle belirlenir
ve bu kiitleye sahip protein tamimlanir. Yiiksek duyarliliktaki
kiitle spektrometresi teknigi ile ayristirilmig proteinlerin ta-
nimlanmast yapilabildigi gibi direkt kompleks biyolojik or-
nekler kullanilarak da proteinler tanimlanabilmektedir. Pro-
tein gibi biiylik biyomolekiilleri oldukca duyarl bicimde ko-
layca iyonize edebilen ve kiitle spektrometresinde iyon kay-
nag1 olarak kullanilan iki temel yontemden biri MALDI (Mat-
rix Assisted Laser Desorption/Ionisation) 1988 yilinda Karas
ve Hillenkamp tarafindan sunuldu (6). MALDI, 1$181 absorbe
eden bir matriks varliginda analizi yapilan molekiiliin ytizey-
den kopma ve iyonizasyonu igin gerekli enerjiyi lazerden kul-
lanan bir ¢arpma iyonizasyon teknigidir. Bu iyonizasyon tek-
niginde her bir lazer atisinda olusan iyonlarin ayrilmasi ve ¢6-
zlilmesi icin bir atig analizorline ihtiyag vardir. Bu nedenle
MALDI ile rutin olarak kullanilan iyon ayirict kiitle analizori,
iyonlarin agirliklaryla dogru orantida bir siire icerisinde de-
tektore ulagmasini saglayan “time of flight” (TOF) analizor-
diir. MALDI-TOF teknigi giiniimiizde ¢ok sayida protein arag-
tirmasina imkan vermektedir. Kiitle spektrometresinde kulla-
nilan ve MALDI'den daha kompleks bir yontem olan ikinci te-
mel iyon kaynag Elektrosprey iyonizasyon (ESI) teknigidir.
ESI teknigi analit ve ¢Oziicti molekiilleri iceren akigkanin in-
ce kapillerde yiiksek voltaj ve atmosferik basingta dagilmast
temeline dayanmaktadir. Bu sistemde yiikli peptidler, va-
kum kogulu altinda gecer ve kiitle/ylik oranlarina gore elek-
trik alanda ayrigirar.

Protein analizinde ekonomik olarak en etkin ve kolay yol iki
boyutlu jel elektroforezinin kiitle spektrometresi temelli se-
kanslama metodu (2D-MS) ile kullandlmastdir. 2D-MS teknigi
ile gastroenteroloji alaninda yapilan ¢ok sayida calisma bu-
lunmaktadir ve bu caligmalar klinik gastroenterolojideki ge-
lismelere 1tk tutmaktadir. Hu ve arkadaglar1 pankreatik ade-
nokarsinomlu (PAC) 12 hastadan aldiklart doku 6rneklerinde
nonneoplastik pankreas proteomunu incelemislerdir. Bu ¢a-
lismada ornekler 2D ile analiz edilmis ve MALDI-TOF MS sis-
temi ile protein ornekleri tanimlanmistir (7). Bu calisma so-

nucunda bireysel drneklerde protein paternlerinin benzerli-
gini gostermislerdir. Pankreas kanseri olan hastalarda pan-
kreatik sivi proteomunun incelendigi arastirmalardan biri de
Gronborg ve arkadaslar1 tarafindan yapilmig ve bu ¢aligmada
tek yonli jel elektroforezi ve swvi kromatografisi - cift kiitle
spektrometrisi (LC-MS/MS) yontemi kullanilarak her bir has-
tadaki proteinler tanimlanmustir (8). Bu calisma sonucunda
PAP-2 olarak adlandirilan yeni bir protein bulunmustur. Bar-
celo-Batllori ve arkadaglart MALDI tabanli kiitle spektromet-
risi ile IBH hastalari ve IBH olmayan saglikli kontrollerde in-
testinal epitelyum hiicrelerinde sitokin etkisi ile protein eks-
presyon diizeylerini karsilastirmis ve IBH'li hastalarda sito-
kinlerin triptofan metabolizmasina katilan indoleamin 2,3-
deoksijenaz enzimi etkisini artirdigint gozlemislerdir (9).
Hepatoseliiler kanserli hastalar ve saglikli kontrol grubu se-
rum proteomunun 2D-MS teknigi ile incelendigi bir calisma-
da komplement C3 fragmenti ve apolipoprotein Al'in belirli
izoformunun hasta grubunda saglikli gruba oranla azaldig
bulunmustur (10).

Proteomiks alaninda son teknolojinin gelismesini saglayan ve
protein ¢ip biyolojik belirte¢ sisteminin temelini olusturan
“surface-enhanced laser desorption/ionization” (SELDI) kav-
ramt 1993'de Hutchens ve Yip tarafindan sunulmustur (11).
SELDI-TOF MS “ProteinChip” teknolojisi, binlerce farklt pro-
tein iceren serum/plazma, doku homojenizatlari ve hiicre li-
zatlar1 gibi kompleks protein kompozisyonlarini ayrintls ge-
kilde belirleyebilmekte ve az miktarda bulunan proteinleri
de ayristirarak saptayabilmektedir. Protein ¢ip teknolojisinde
uygulanan fraksiyonlama teknigi 2D jel elektroforezi tekno-
lojisinde uygulanan birinci boyut ayirma olarak bilinen izo-
elektrik fokuslamadir. Bu agamada analiz edilecek 6rnek (se-
rum, plazma, hiicre lizatlars, viicut swvilart) iyon degisim (ion
exchange) fraksiyonlamaya tabii tutularak farklt pH'larda el-
de edilir. Farklt pH'larda elde edilen proteinlerin degisik kim-
yasal yiizeye sahip proteingip “array’lere baglanma egilimi
proteinlerin izoelektrik noktalarina bagl olarak degisecektir.
Protein ¢ip teknolojisinde uygulanan bu fraksiyonlama tekni-
gi 2D jel elektroforezi teknolojisinde uygulanan birinci boyut
ayirma olarak bilinen izoelektrik fokuslamadir. Farkli pH'lara
ayrilan ornekler daha sonra ikinci boyut analizlemeye tabii
tutularak hidrofobik (H50), anyonik (CM10), katyonik (Q10)
ve metal (bakir, ¢inko) (IMAC30) kaplanmus farkli kromatog-
rafik oOzelliklere (kimyasal ylizey) sahip ciplere uygulanir.
SELDI-TOF MS sistemi de MALDI-TOF MS teknolojisi gibi “ti-
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me of flight” (TOF) teknigi ile peptit ve proteinlerin kiit-
le/ytik oranlarinin kesin 6l¢imiine dayanan bir tekniktir (Se-
kil 3). Son yillarda bircok hastalik icin 6zellikle biyolojik be-
lirte¢ aragtirma caligmalarinda kullandlan SELDI-TOF MS
“ProteinChip” teknolojisi, izole edilmis veya molekiiler agir-
liklaryla karakterize olarak piklerin kiimelenmesi ile olus-
mus protein profillerinin yliksek c¢tziiniirliikte belirlenmesi-
ni saglayarak, farkli patolojik durumlarin oldukca hassas ve
anlaml tekrar edilebilirlikte ayrimima olanak saglamaktadir.

SELDI-TOF MS teknigi ile yapilan ¢ok sayida calisma anlamlt
klinik sonuglar vermistir. Gastroenteroloji alaninda yapilan
calismalarda pankreatik kanser (12-17), karaciger sirozu (18,
20), hepatoseliiler kanser (21-25), gastrik kanser (26-28) ve
kolon (29-32) kanserlerinde biyolojik belirtecler (biyomar-
ker) aragtirtlmig ve bu calismalarin sonuclart klinik calismala-
ra Onemli katkida bulunmustur. Protein ¢ip teknolojisini sag-
layan SELDI-TOF MS yonteminin biyolojik belirte¢ arastirma-
larinda oldukga stk kullanilmasinin nedeni yiiksek verimlilik-
te hizh bir teknik olmasidir. Orneklerin pasif bir prob tizerin-
de sunuldugu MALDI'den en temel farki SELDI'nin, kiitle
spektrometrisine Orneklerin ekstraksiyonunda, sunumunda,
amplifikasyonunda ve iyonizasyonunda aktif rol oynayan bir
ylizeyde sunulmasidir. SELDI teknolojisi ayrica MALDI-TOF
MS'den farkli olarak proteinlerin ayristirilmast ve secilmesi
icin 2D jel elektroforezi uygulamasini gerektirmeyen ve biyo-
lojik belirte¢ bulma calismalarinda kiigiik molekiil agirhigin-
daki proteinlerin ayriminda daha etkin kullanilan bir tekno-
lojidir. Iki boyutlu jel elektroforezi yaklagiminda, hidrofobik,
giiclii asidik veya giiclii bazik proteinlerin ayrigtirilmasinin
zayif olmast ve diisiik miktarlardaki proteinlerin kesin olarak
gortintiilenememesi gibi bazt snirlamalar (33) ve jel tabanlt
metotlardan direkt ve kesin kantitatif bilginin elde edilmesin-
deki zorluklar da SELDI-TOF MS teknigini biyolojik belirteg
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ONDOKUZUNCU YUZYIL
Modern Tibbin Baglangici

‘Oliim Dansi’ (1835), adli renkli oymada, sanat¢i, doktorlarin
regete ettigi ilaglarin oldiirticii maddeler kategorisinde oldugunu
one siirtiyor. Willim Helfand Koleksiyonu, New York
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