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On bes y1l 6nce ilk kez s6zii edilen proteom
analizi, protein aragtirmalarinda yeni bir
donemin baslangici oldu. Tipki 400 y1l 6nce
Galileonun ilk kez teleskopu kullanarak
ylizlerce yildiz1 incelemesinin ardindan
yeni bir donemin baglamas: gibi. Proteom
analiziyle ayn1 anda birbirlerinden farkli
ylizlerce protein incelenebiliyor.

ilimde bilgi birikiminin belli bir diizeye ulas-
Bma51 ayni zamanda yeni bir ¢agin kapilari-

n1 da araliyor. Ornegin 1900’1ii yillarda fizik
alanindaki bilgi birikimi belli bir anlaysin olgunlas-
tigin1 gosteriyordu. O donemde ¢ok sayida bilim in-
san1 fizikte yeni gelismelerin ¢ok zor olacagini disii-
nityordu. Oysa tam da o siralarda yeni bir ¢agin bas-
langig sinyalleri aliniyordu. Albert Einstein'n kiitle ve
enerji iligkisini ortaya koyan tinliit E=mxc? denklemi,
Ozel Gorelilik ve ardindan Genel Gorelilik kuramla-
r1 fizikte yeni bir ¢agin kapisini agt1 ve béylece uzay,
zaman ve madde hakkinda bilim insanlar1 ¢ok fark-
li diigtinmeye baslad1. Benzer gelismeler tip ve biyo-
lojide de yasaniyordu. 1950’1 yillara kadar siiren ¢a-
lismalarla DNAnin yapisinin aydinlatilmas yeni bir
dénemin baslangici oldu ve bilim insanlarinin can-
lihk konusundaki diistinceleri yeni bir boyut kazan-
di. 1990’ kadar siiren ¢alismalar genetik malzeme-
nin molekiiler yapisini ayrintilariyla ortaya koydu ve
insan genom (canhdaki genetik bilgilerin tiimii) pro-
jesi icin gerekli bilgi birikimi ve teknolojik alt yapi-
y1sagladi. Genom projesiyle sanilanin aksine insanda
100.000 degil 25.000 civarinda gen oldugu anlagild.
Ancak protein sayisinin bundan ¢ok daha fazla oldu-
gu biliniyordu. Cok sayida bilim insani genetik sifre-
lerin ¢oziilmesiyle bir¢ok sorunun ortadan kalkaca-
&1 ve belki de molekiiler biyoloji ve tip alaninda sona
yaklagilacagini diistiniiyordu. Ancak genom projesiy-
le daha isin baginda oldugumuzu, karsimizda devasa
bir protein diinyasi oldugunu fark ettik.

Proteinler canli organizmalarda en ¢ok bulunan
biyomolekiiller olup temel olarak aminoasitlerden
olusuyor. Her proteinin hangi aminoasitlerden olu-
sacag bilgisi hiicrenin bilgi bankasi olan ve hiicre ¢e-
kirdeginde bulunan genlerde sakli. Protein sentezi-
ne ihtiya¢ duyuldugu zaman, genlerdeki bilgi mesaj
tagtyan ozel bitytik-molekiillere (mesajci riboniikle-
ik asitler, mRNA) aktariliyor. Genlerdeki bilgiyi ta-
siyan mRNAlar daha sonra hiicre ¢ekirdeginden si-
toplazmaya gecerek ribozom denen 6zel protein fab-
rikalarina geliyor. Burada mesaj1 getiren mRNAdaki
bilgilere gore aminoasitler u¢ uca eklenerek zincir

seklinde istenilen protein sentezleniyor. Buraya ka-
dar her sey yolunda. Ancak bundan sonra proteinler
degisime ugrayarak farklilik kazanabiliyor. Protein-
ler adeta ham malzeme olarak sentezleniyor. Sentez-
den sonra organizmanin ihtiyacina gore 150den faz-
la degisik islemden gectigi biliniyor. Sentez sirasin-
da veya sonrasinda zincir seklindeki proteinler kat-
lanarak kendine has ti¢ boyutlu bir yap: kazaniyorlar
ve ayrica lipitler (yaglar), sekerler, metaller veya bas-
ka molekiiller de proteinlere eklenebiliyor. Boylece
yapt ve islevleri farkli cok sayida proteinle karsilasa-
biliyoruz. Tipki, ayn1 ahsap malzemeden ¢ok sayida
farkli mobilyanin yapilabilmesi gibi. Bu yiizden bir
gen bir protein degil cok sayida protein sentezleyebi-
liyor. Kugkusuz tiim bunlara ilaveten protein sentez-
leyecek genlerin kendi i¢inde bazi karmagik diizenle-
meleri de s6z konusu. Béylece 25.000 genin yiiz bin-
lerce farkli proteini sentezlemesi miimkiin olabiliyor.

Canli organizmalar genlerindeki tiim bilgileri her
zaman kullanmiyor. Hangi genlerdeki bilgilerin kul-
lanilacagy ortama ve zamana gore degisiyor. Orga-
nizmanin yagamini siirdiirmesi i¢in gerekli olan pro-
teinler ve diger molekiiller farkli kosullara gore sen-
tezleniyor. Cok sayida benzer ornekleri giinliik ya-
samdan verebiliriz. Ornegin gardrobumuzda ok sa-
yida kiyafetimiz olabiliyor ancak hepsini her zaman
giyemiyoruz. Hangi kiyafetleri giyecegimizi ortam
ve zaman belirliyor. Soguk kis giinlerinde ince elbi-
seler yerine bizi soguktan koruyabilenleri tercih edi-
yoruz. Bunun gibi, organizmanin bulundugu ortam
ve yast da o an hangi proteinleri kullanmas: gerekti-
gini bellirliyor.

Canlmin genomu yani sahip oldugu genetik bil-
gi sabittir ancak kullanilan kisimlar kosullara ve za-
mana gore degisim gosteriyor. Organizmanin ihti-
yacina ve zamana gore degisen yiizbinlerce prote-
inle karg1 kargiyayiz. Farkli zamanlarda ve durum-
larda canlinin sahip oldugu proteinlerin yap: ve is-
levlerini aydinlatmak yasamsal 6nem tagtyor. Ancak
farkli bir baks acis1 sart. Tipki 1900’Li yillarda fizik-
te ve 1950’li yillarda biyoloji ve tipta yasanan degi-
simlere neden olan farkli bakis acilar gibi. Aksi hal-
de yiiz binlerce proteinin yap1 ve islevlerini aydinlat-
mak epey zaman alacak. Bu farkli bakis agisin1 bize
proteom analizi sunuyor.

1994’te italyanin Siena kentinde yapilan iki yon-
lii elektroforez toplantisinda (elektroforez, protein-
lerin elektriksel alanda hareket ettirilerek ayrigma-
sin1 saglayan yontem) Avustralyali aragtirmact Marc
Wilkins ilk kez “proteom” sozciigiini 6nerdi ve bu
sozciik 1995te literatiirde yer almaya baglad1. Prote-
om, belirli bir zaman ve ortamda organizmanin sa-
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Robotik spot

(proteinlerin bulundugu leke
seklindeki bolgeler) kesici.
Iki boyutlu elektroforez
sonucunda farkli proteinlerin
bulundugu spotlar kesilerek
alinir.

Cikanlan spotlarda bulunan
proteinlerin kiitlesi ve amino
asit dizilimi belirlenebiliyor.
(Alttaki resim)

Protein mikroarray.

Proteinler arasindaki etkileslimi

belirlemek icin kullaniliyor.
Her bir nokta bir proteini
gosteriyor.

(Sagdaki resim)
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hip oldugu ve ifade ettigi farkli proteinlerin timi-
diir. Buradaki farklilik, sadece proteinlerin aminoa-
sit dizilimi degil, sentez sonrasi degisimleri de kapsi-
yor. Proteomla birlikte yeni bin yilda molekiiler biyo-
lojide yeni bir adlandirma sisteminin kullanilmas: da
benimsendi. Bu adlandirma sisteminde tiim bilegen-
lerin kapsama alindigini belirtmek icin sozciiklerin
sonuna —om (Ingilizce ~ome) takusi eklendi. Orne-
gin proteom ifadesiyle organizmanin veya hiicrenin
belirli bir zaman ve durumda sahip oldugu tiim pro-
teinler; benzer sekilde glikom ifadesiyle de tiim se-
kerler ifade edildi. O zamana kadar tek tek veya kii-
¢iik gruplar halinde incelenen biyomolekiillerin ar-
tik topluca incelenmesini saglayan yeni bir dénem
basladi. Topluca yapilan incelemeyi belirtmek i¢in

de -omik takis1 kullanildi. Bu yeni dénem “-omik”
donemiydi. Proteinleri (proteomik), genleri (geno-
mik), sekerleri (glikomik), yaglari (lipidomik) ve di-
ger molekiilleri ayrintili olarak ve topluca inceleme
imkan1 dogdu. Yeni bin yilin dogusu, tip ve biyoloji-
de ayn1 zamanda “-omik” déneminin dogusuna eslik
ediyordu. Bu dénemde biyolojik siireglerin, daha 6n-
ce sanilanin aksine, sadece genom ¢alismalariyla ye-
terince ¢oziilemeyecegi de anlasiliyordu.

Organizmanin yagi, bulundugu cevre kogullary,
farkli hastaliklar gibi etkenler sentezlenen proteinlerin
tipi ve miktarinin degismesine neden olabiliyor. Hiicre-
lerin protein bilesimi duragan olmadigindan her han-
gi bir anda hiicrede bulunan proteinlerin izlenebilme-
si biiyiik 6nem tagtyor. Hatta protein normal sentezlen-
digi halde yanlis katlanmis da olabilir. Bu durumda ge-
nom normal iken proteom normal olmayabiliyor. Kus-
kusuz proteomun inceleme alanina sadece proteinlerin
yapilar1 girmez; proteinlerin diger protein ve molekiil-
lerle olan etkilesimi de giriyor. Proteom aragtirmalari-
nin kapsamy, yalnizca proteinlerin tammlanmalar1 ve
miktarlarmin dlgiilmesiyle smurlt degil; bulunduklar
yerleri, gegirdikleri degisimleri, etkilesimleri, etkinlik-
leri, kisaca islevlerinin tanimlanmasi da kapsama dahil.

Proteom ¢alismalari i¢in organizmanin tiim pro-
teinlerini kisa zamanda arastirmak ¢ok zor. Bunu ev-
rendeki tiim gokadalarin incelenmesine benzetebili-
riz. Tumiinii kisa zamanda aragtirmak kolay olmasa
gerek. Oncelikle bir gokada kiimesinin belirlenme-
si ve bu kiimede belli bir gokadanin segilmesi ince-
lemeyi kolaylastirir. Segilen gokadada istenilen yildiz
veya yildiz kiimeleri incelenirse daha net bilgiler elde
edilebilir. Proteomik caligmalarda da benzer sekilde
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oncelikle organizmanin, daha sonra doku veya hiic-
relerin ve son olarak istenilen hiicre bolgesinin se-
¢ilmesi incelemeyi kolaylastirtyor. Ornegin insanda
kanserli karaciger hiicrelerinin zar proteomu arasti-
rilabilir. Bu durumda hiicre yiizeyinde bulunan pro-
teinler belirlenerek hastalik mekanizmasi ve tedavi
stratejileri daha kolay anlagilabilir. Proteomik calis-
malarla organizmanin bulundugu durum ve zaman
temel alinarak arastirma yapildigindan, hastalikla-
rin tanisi icin uygun belirteglerin bulunmasi, teda-
vi amaciyla hedeflerin iyi belirlenmesi ve hedeflenen
yapilarla en uygun etkilesime girecek ilaglarin ge-
listirilmesi gibi alanlarda egsiz bilgiler elde ediliyor.
Guiniimiizde kullanilan ilaglarin hedefi de ¢ogunluk-
la proteinlerden olusuyor.

Proteom arastirmalar1 genom aragtirmalarindan
daha karmagik ve zaman alict. Genom ¢aligmalarin-
da, geni olusturan DNAnin baz dizilisi 6n plana ¢iki-
yor. Oysa proteinler metaller, lipitler ve karbonhid-
ratlar gibi farkli molekiillerle bir araya gelme 6zelli-
¢i nedeniyle daha karmasgik ve gesitliler. Proteinlerin
farkli molekiillere baglanmasi veya ayrilmas: orta-
ma ve zamana gore de degiskenlik gosteriyor. Ayrica
proteinler, ortam kosullarinin degismesine bagli ola-

rak hiicredeki yerlerini degistirebiliyor ve farkli or-
ganellerde (zarla ¢evirilmis hiicre i¢i bliimler) bulu-
nabiliyor. Bir protein, birden fazla isleve sahip olabi-
liyor ya da tersine, birkag farkli protein benzer islev-
leri gerceklestirebiliyor. DNAdaki bilgi sadece 4 ya-
pt tasi ile (adenin, guanin, sitozin ve timin) kodlani-
yor. Oysa proteinlerde 22 farkli aminoasit kullanili-
yor. Ustelik ortamin degigmesiyle proteinler islevle-
rini de kaybedebiliyor. Ornegin hiicre zarinda bulu-
nan bir protein ancak zar icindeyken islev gorebili-
yor. Zarin par¢alanmasiyla proteinin bulundugu or-
tam da degiseceginden artik islevini yerine getirmesi
kolay olmayacak. Tiim bu bilgiler protein ¢oziimle-
melerinin daha zor olacagini ve daha gok zaman ala-
cagini gosteriyor.

-om sozlugu

Genom: Canlinin sahip oldugu genetik
bilgilerin tim. DNA'nin protein kodlamaya
katilan ve katilmayan tiim kismini kapsar.
Glikom: Organizmanin sahip oldugu

tlim sekerler. Bu sekerler serbest olabilir ya da
proteinler ve yaglar gibi baska molekiillere
baglanmis olabilir.

interaktom: Hiicredeki tiim molekiillerin
etkilesimi.

Lipidom: Hiicre, doku veya organizmanin
sahip oldugu tiim lipid profili.

Metabolom: Organizmada bulunan

tim kiiciik moleklli metabolitler.
Metalom: Belli bir doku ya da

hiicrede bulunan farkli metallerin timd.
Proteom: Genom tarafindan

ifade edilen tiim proteinler

Sekretom: Genomun hiicre tarafindan
salgilanan tim Grlnleri

Transkriptom: Hiicrede bulunan, protein
sentezine katilan ve katilmayan RNA'larin tim.

Proteomik ¢alismalarda doku ve hiicrelerle birlik-
te viicut sivilar1 da siklikla kullaniliyor. Ornegin beyin
omurilik sivisy, plazma (veya serum), idrar gibi sivila-
rin farkli zaman ve durumlarda icerdigi proteinler bu
cahismalarla aydinlatilabiliyor. Proteinlerin yap: ve is-
levlerinin aydinlatilmas: i¢in bulunduklar1 ortamdan
yapilart bozulmadan ¢ikartilmalar1 gerekiyor. Protein-
leri ayirmak igin ok farkh yontemler kullaniliyor. Kus-
kusuz elektroforez iglerinde en 6nemlilerinden biri.
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Iki boyutlu jel elektroforezi
icin kullanilan tank.

Tankin ortasinda jel iizerinde
protein bantlan goriiliyor.
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Protein Elektroforezi

Dokularda, hiicrelerde veya kanda bulunan pro-
teinlerin 6zelliklerini, yapilarini ve islevlerini 6gren-
mek icin oncelikle onlar: birbirlerinden ayirmamiz
gerekiyor. Proteinleri birbirlerinden ayirdiktan son-
ra istedigimiz proteini ayrintili olarak inceleyebili-
riz. Incelemek istedigimiz proteinleri birbirlerinden
aywrmak i¢in bagvurdugumuz yontemlerden biri de
elektroforez. Elektroforez, bir ¢ozeltide bulunan pro-
teinlerin elektriksel alanda hareket ettirilerek birbir-
lerinden ayrilmalarini saglayan bir yéntem. Bu ¢6-
zelti plazma, idrar, beyin omurilik sivis1 veya 6zel is-
lemlerden gegirilen doku 6rnegi olabilir. S6z konu-
su elektriksel alan olunca, proteinlerin sahip olduk-
lar1 elektriksel yiik 6nem tasir. Kiiciik ve ytklii pro-
teinler daha hizli, digerleri daha yavas hareket eder.
Proteinleri tek tek ayirmak i¢in bu yontem tek basi-
na yeterli olmaz. Ciinkii benzer yiik ve bitytikliiklere
sahip olan proteinler ayn1 hizda hareket ettikleri i¢in
ayrilmaz. Eger kismen ayrilmus proteinleri, farkl bir
ortamda tekrar hareket ettirebilirsek, tiim proteinle-
ri birbirinden ayirma imkanimiz olabilir. Iste bu dii-

stinceden hareketle gelistirilen iki boyutlu elektrofo-
rez yontemi, gliniimiizde proteom ¢alismalarinin en
onemli basamagini olusturuyor. Bu ayirim islemle-
rini 6grencilere uygulanan bir sinava benzetebiliriz.
Eger ogrencilere 6rnegin sadece matematik sorula-
r1 sorulursa, bazi 6grenciler ayni sayida soruya dog-
ru cevap verebilir ve bu durumda tiim 6grencileri si-
ralamak miimkiin olmaz. Ayirimi daha iyi yapmak
i¢in farkls ikinci bir sinav yapilabilir. Matematik digt
sorular sorulursa daha 6nce ayni sayida matematik
sorusuna cevap veren 6grencileri ve dolayisiyla tiim
Ogrencileri ayirmak daha kolay olabilir.

Elektroforez isleminden sonra proteinleri go-
rinir hale getirmek icin sadece proteinlere bag-
lanabilen 6zel boyalar kullaniliyor. Proteinler bo-
yandiktan sonra karsimiza tipki gokadalarin hari-
tas1 gibi bir gorintii ¢ikiyor. Bu haritadaki her bir
nokta veya bolge ayr1 bir proteini gosteriyor. Ina-
nilmaz derecede giiglii olan bu yontemle saglik-
I1 ve hastalikli bireylerde karsilastirma ¢aligmala-
r1 yapma olanagina kavusuyoruz. Ornegin karaci-
ger kanseri olan hastalarin kaninda ne gibi degi-
siklikler oldugunu aragtirabiliriz. Bunun i¢in sag-
likl1 bireylerin kan 6rnekleri alinarak iki boyutlu
elektroforez yapilir. Benzer ¢alisma ayrica karaci-
ger kanseri olan hastalarda da yapilir. Her iki gru-
bun elektroforez goriintiileri karsilastirilir. Eger
hastalikli bireylerin elektroforez goriintiilerinde
farkli bir protein tespit edilirse bunun hastaliktan
kaynaklanabilecegi diistintiliir. Bu durumda ilgi-
li proteinin yapi ve islevinin aydinlatilmasi gerek-
mektedir. Bunun i¢in proteinin bulundugu bolge
kesilerek ¢ikarilir ve bu bolgedeki proteinin dnce-
likle kiitle spektrometresi ile kiitlesi olgiiliir. Da-
ha sonra aminoasit dizilimi belirlenerek proteinin
yapist aydinlatilir.

Proteinlerde Kiitle Analizi

Proteinlerin kiitle analizi ¢ok sayida fakli y6n-
temle yapilabiliyor. Ancak hicbir yontem kiitle
spektrometresi kadar kolay ve giiglii degil. Proteom
analizinde, iki boyutlu elektroforezle birbirinden
ayrilan proteinlerin kiitleleri, kiitle spektrometre-
si kullanilarak kolaylikla ve kisa zamanda ol¢iilebi-
lir. Kiitle spektrometresi, proteinlerin kiitlesini dog-
rudan olgemiyor, ancak kiitle/elektriksel yiik (m/z)
oranint Olgebiliyor. Kiitle spektrometresi ile 6lgiim
yapilabilmesi i¢in incelenecek proteinlerin yiiklii ol-
masi sart. Bu amagla 6ncelikle incelenecek madde-
lerin degisik yontemlerle iyonlastirilarak ytiklii ha-
le getirilmesi gerekiyor. Bu yontemle bir ¢ozelti-
de bulunan ¢ok sayida farkli proteinin kiitle anali-
zi kolaylikla yapilabiliyor. Kiitle analizi igin vazgegil-
mez olan kiitle spektrometresindeki gelismeler, kus-
kusuz proteom ¢alismalarinin ivme kazanmasinda
en dnemli etken oldu. 2002de biyolojik makromole-
kiillerin kiitle spektrofotometrik analizindeki ¢alis-
malarindan 6tiiri John Bennett Fenn ve Koichi Ta-
naka Nobel 6diiliine layik goriildiiler.

Kiitle spektrometresi ile kiitlesi 6l¢tilen proteinle-
rin icerdikleri aminoasitler belirlenebilir. Dizi anali-
ziyle 6rnegin 80 aminoasit igeren bir proteinin tiim
aminoasitleri sirayla tek tek belirlenebilir.
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Proteinlerde Dizi Analizi

Proteom analizi ¢aligmalar1 1990’li yillarda ye-
ni bir boyut kazandiysa da konuyla ilgili ilk ¢alis-
malar ¢ok oncelere dayaniyor. 1945 yilinda Frede-
ric Sanger (1918 - ) protein dizi analizi i¢in ilk bii-
yik caligmay1 gerceklestirdi. Reaktifi olarak da bi-
linen dinitroflorobenzen’i kullanan Sanger, insiilin
hormonunun aminoasit dizilimini aydinlatmay1 ba-
sardi. Sanger bu basarisiyla 1958de Nobel tip ve fiz-
yoloji 6diliini aldi. 1980de ise niikleik asitlerin di-
zi analizi konusundaki ¢aligmalarindan 6tiirt ikinci
kez Nobel Kimya Odiilii ald1 ve iki kez Nobel alan ve
su an hayatta olan tek bilim insan1. Sangerden sonra
Pehr Victor Edman (1916-1977) tarafindan gelistiri-
len yontemle proteinlerin dizi analizi daha kolay ya-
pilmaya basland1. Yiizlerce aminoasit igeren ve kar-
magik {i¢ boyutlu yapilar1 olan proteinlerin aminoa-
sit diziliminin artik tek tek gerceklestirilebilmesinin
oni agild.

Edman yontemiyle, proteinlerde aminoasitlerin
dizilim sirasini belirlemek i¢in 6ncelikle incelene-
cek proteinin bulundugu ortama Fenilizotiyosiyanat
(Edman Reaktifi olarak da bilinir) adli bilegik ekle-
niyor. Bu bilesik protein zincirinin ilk aminoasidine
baglanarak (amino grubuna baglanir) onun protein-
den ayrilmasini kolaylastirryor. Ayrilan aminoasidin
kimligini kolaylikla belirleyebiliyoruz. Bu islem de-
falarca tekrarlanarak proteindeki tiim aminoasitleri
sirayla belirlemek miimkiin.

Kiitlesi ve aminoasit dizilimi belirlenen protein da-
ha sonra protein veri bankalarindaki diger proteinler-
le karsilagtirilir. Eger protein veri bankasinda aym dizi-
lime ve 6zeliklere sahip baska bir protein bulunuyorsa
elde edilen proteinin yeni olmadig1 daha 6nce ¢alisildi-
&1 anlagilir, degilse yeni bir protein olduguna karar ve-
rilir. Sonraki agamalarda bu proteinin teshis veya teda-
vi amaciyla kullanilip kullamlmayacag: aragtirihr. Bu
islemler tiim doku ve hiicrelere uygulanabilir. Karsila-
sabildigimiz tiim hastaliklar icin bu teknigi kullanabi-
liyoruz. Bu amagladir ki son yillarda proteomikle ilgili
cahismalarda adeta bir patlama yagantyor.

Sonu¢

Proteom analizinin getirdigi yenilik¢i bakis agis1
sadece proteinlerle sinirli kalmadi, diger tiim mo-
lekiiller i¢in de adeta bir déntim noktasi oldu. Pro-
teom analiziyle basta kanser olmak iizere ¢ok sa-
yida hastaligin ayrintili olarak incelenebilmesi-
nin yolu a¢ildi. Artik hastaliga ve kisiye 6zel teda-
vi stratejileri gelistiriliyor. Tiim bu ¢alismalarin so-

nucunda, yirmi birinci yiizyilda biyoloji ve tip artik
mikroskobik donemi geride birakarak nanoskobik
doneme gegiyor.

.

Insan proteom haritast ¢ikarildig: giin gok sayida  Kitle spektrometresi.
hastalik da belki tarihin sayfalar1 arasinda yerini ala-

cak. Ancak genomun aksine insan proteom haritasi-

nin ¢ikarilmasi kolay degil ve gok zaman alacak gi-

bi goriiniiyor. Icinde bulundugumuz yiizyilda, tip ve

biyolojide belki de en ¢ok duyacagimiz sozciik pro-

teom olacak.
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