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OZET

Insan genomunun hattalammasinin biyilk bir boldmi Subar 2000 de mmamlanms
alup, wrastirmalar pen trinlenmn normal bivolopk fonksiyonlanmin ve hastaliklann
pelisimindeki fonksivonel rollerinin belidenmesine yonelmistr, Bu nedenle “prote-
omiks” post-genomik sirecte penlenn foonksivonlamnm anlasdmas: in en donemi
uygulamalardan birsi habne pelmisnr, Protweomuks kapsaminda vapidan gahsmalar g
ana alinda toplabilie: (1) Proteinletin identifikasyonu, Kamakoeozasyonu ve post
transiasyonel modifikasyonlainmn belidemes, (23 Cok sandakn firkh hiere, doku,
organ, organzimnada ve farkh haswalklardaki protein ekspresvon  duzevlenmn
karglasunlmall anabizien, (3] Protwm-protem  iliskilennin anabelen Genomks
sirasinda DNA metotlanmdake iledemeler e ulagdan noka gie dnine alindigmda;
cok kisa ber siire iinde proeomiks calizmalannn hastaliklamy bayolojik remellenng
anlamada: ve yend redavi  stateplenmin gebshnlmesinde  genirecedy  agihenlar
}'ﬂdﬁiﬂ‘:lm:!iﬁ. Ell.! !'l'l‘il.k".lltdl'.' msan g{'.nn;rrl FEU]T,':H: !:imnrnh!ld[i:tﬂn sunr“.l.iﬂ h\'_'d.f_'ﬂ'ﬂh
proteomiks cabsmalannda kullandan vonremler ozedenmus ve bu pelismelenn normal
biyolojik 1glevlen anlamada, hastabklann tedavi edilmesmde saglavacage varrlar
tarfisilnugnr,

Anahtar sozcikler: Insan genomu projesy; fonksiyonel penomiks, proteomiks

SUMMARY

Mapping of human genome was mostly completed in February 2000 and efforts are
then directed to undesstand the role of gene products in biological pathways and
human diseases. Therefore “proteomics™ became 16 be one of the most important
approaches o understand gene funcoon m the post-gpenomic er. Proreomics
inciudes thice mmn areas: (1) idennfication, chamcrenzation and posttranslnonal
matifications of proteins; (27 comprehensive analysis of protein expression m o wide
range of cells, tssues, organs, orpanisms and diseases; (3] analvsis of protein-protein
mteracnons. In consideranon with the smprovements in 1DNA methods dunng
genomics, 1t 15 ot hied 1o expect thar proteomics will add o our understanding of
the biclogical basis of diseases and development of new profein based therapeuncs:
In this paper, the future goals of human genome projects and current status of
technologies thatare vsed in proteomics are summarized and benefies of proteomics
for understanding of the normal olopcal processes and eearments of diseases are
discussed.

Key words: Humian genome project, funchonal genomics, protfeomics

Otomasvon ve bivolnformatikteki tehnolojik gelis-  genom haklindaki bilgilenn olusturulmas: ve analizing
meler biyolojide genomiks olark adlandirilan yent bie hedefleven, tek rek genletin bulunmasi ve tammlan-

disiplinin ortaya ¢ikmasing neden olmustur. Genler ve mast gibi amaclan olan bu proje kapsammda oromas-
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Insan genom projesi tamambaminea ne olacak?

vou teknolojsinin gelisimi ile dokuz aybk bic sire
winde 148 milyar baz cifunin sekanslamast perceldesn-
rilenistir (1),

Teknolopdeks bu ve benzen gelismeler sonucunda
proje tahmm edilenden ¢ok daha kisa by sirede fa-
mamianmiz ve 2000 vib Subat avinda yayinlanan vert-
lere gore insan genomunda yaklasik 32, 000 geninin
bulundugu  belilenmistin,. Bu  rakam  Caenorfabaitis
elegans’ta 19000 pen veva Densapbila  melinogaster’de
13,600 gen oldugu distnildiiinde daha dneeki rah-
mintlerin ucte birt dizeyindedie. Bilim adambanm éoce
sagirran bu wver, daha sonrs vitksek Glarvotlirdaki
farkbiliklarin gen sapsindaki arug tle degl, proteinlerin
fonkstyonel eveimi e gergeklesen cesitlilik nedenivle
olabilécedini digtindirmistie. Son willarda 5 cerverae ile
yaplan protein-protemn liskilerini sapramaya vonelik
calignyalar, basit dkaryotik organizmalards sinyal iletmi
yollaninin cok az sayida parmer ile ve sl savida
protein de gergeklestigini gostermisur (1), Bunun yiik-
sck dkarvotlar idn de dogru olabilecegs, hilcrede kilic
fonkstyonlan olan ve pek cok hileresel fonksivonun
ger¢eklesmesinde rol oynayan bu tip protenlerin (6m
P33 gbi) saptanmast ve bunlan hedefleven ilaclar ile
bozulan hiicresel fonksivonlarn dizeltlebilecepi fikri

tarnsilmaya baslanmusur (1),

Genomik verlere ek olarak “microarray” gib vén-
temlerle hileresel pen transknpsivon paternlerinin ta-
rznmast sonucunds, projeden elde edilen bilmlerin
hastaliklann tans ve tedavisinde kullamminda yeni uy-
gulamialar ortaya cikmugtr. Maolekaler biyolojik ve
robotik tekniklenn bir arada kullanimi sonucunda her
10 mukrometreye, her biri bir spesifik geni temsil eden
binlerce farkli INA parcasmin (oligonikleondler vy
clONA lary yapiseedmas e elde edilen “arrayler il
hwicrelere, hastaliklara 6zl gen ekspresyonu patern-
lenma belirlenmest mumkin olmustur (1-6), Genamik
vertler ve transkript profillent normal islevlerin ve has-
talilklann - melekGler temellenmn anlasilmasina ok
oneml agthmiar genieniiz olsalar da tam bir genenk
"Dlueprint™in de. baz smrlamalan bulonmakidie
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Hucresel fonksyonlann DNA veya RNA dle defl
proteinler tarafindan perceklestinilivor olmasinim yan:
sira, “RNA sphong”, fosfonlasyon ve glikolizasvan
gibi posttranslasyonel modifikisyonlan da iceren cok
sayida protein modifikasvonu nikleik asit veya ammo
astt sekansindan anlaglamamakeadir,. Avnca genomik
sckans hang protemlesin DNA e veya birburled e ne
zaman, nasil bee baglany yapacaklanm veva onlarin
defisix kosullarda hicrenin neresine yverlesmesi gerck:
ngine de spesifik degildir, Transkopt mikeannin fazla
olmast her zaman protein mikearinm fazla oldugu an-
lamina da gelmemekeedie. Su anda var olan teknolo
e geénomik bir sekansa bakinca o sekanstan iiriin
sentezlenip sentexlénmeyecedi veva sentezlenen ri-
nun fonkstyonel olup olmadsfi, bu protéinin chspres-
vonunun nastl dizenlendifing, yapst ve fonksivonu e

dgth bilmlen anlastmas olas degldar.

Bu nedenlerle son yillardaki genenik ilerfemeler ile
paralel alarak protemn ve protein astemler e gl
kargilagtirmall galigmalara da g artmusur. Sonugra
proje “fonksiyonel genomiks” olarak adlandirlan yeni
bir agihm kazanmsor. Projenin bu bédliimiinin amacs
kisaca genomik sekanstaks bilginm fonksivonunun ne
oldugunun  belifdenmest olarak  Gzetenebilir. Proje
kapsaminda genom ekspresyonu ve kontroliniin nasi
gerceklesngin, fare gibi organizmalanin peromlarnda
yaranlan mutasyonlar, kayp veva degisiklikler ile anla
silmast ve protein analizi icin bilpisayar destekli metai-
lann  gelisnelmesi  hedeflenmigtir (1), Fonksivenel
genomiks arasurmalars “delesyon ve muragenez”
cabsmalann, “fare-fnsan kargdagtinmal: dizi atia-
lizlerinf®, hedef proteinlenn identifikasvonu, hedef
gen ekspresyonlannin ve regilasyonlasine Belidenme-
sine vonclik  “proteomiks” caliymalann,  “yaprsal
(structural)  genomiks” va da “compurational
genomics™ olarak adlandinian proteinlerin Ge boyutu
ve dort bovutlu analizlennt vapmaya yonelik caligmala-
n igermektedie. Bunu hiere doku ve ogranlardaks
tim metabolitenin belirlenmesint hedefleven calisima-
tarin 1zlevecet distunilmektedic (1) (Tablo I
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Insan genom projesi tamamlaninea ne olacak?

Tablo 1. Gen-fonksivon analiz diveevles (Oliver SPden madifive ederek hasarlanmsir)

Analiz Dilzeyi Tanimlama

En sik kullanilan Analiz Yontemleri

Crencng Bar urganiemiadaks veva onun organcllerindel genlenn
farnan
Transkogptom  Bir liicee, doka ve organda ekeprese olin mENA molekul
leanm tamarma
TProtesm Par hicre, deku ve omganda eksprese olan proten molekul
letinin cimyeme
Membolom Bt hilere, doku ve organdaks metabolitlerm (ara Grinler

dahil} tampme

DINA baz daz analizi

Fhibieschuaspon acraylen

SAGE {sedal analvsis of gene expression)
Morthern analizlest

Tki hoyul jel elekisofonesn

Pepiad kutde parmalk 2

Alava ik bt analizlen

Faj casplay

Intra red spekiroskom

Kiitle spekirometres
Woikleer magnenk rezonans spchiromerre

Delesyon cabsmalan ile farclerde fonksiyonu bxi-
linmeyen genleri weren  balgelerde  buyiik  gen
delesyonlinn veva mutasvonlan yvapumakea, sonugta
ottava citkan hastabk veya bomkluktan yararlanarak
genin  fonksivonu  belirlenmektedir. Ornekleveeck
olursak Lawrence Berkeley laboratuvarindan Eddy
Rubin'in (1) grubu fare 11kromeozomunda 4.5 kb'lik
bir delesyon varatmuglardiz. Bu bilge farenin fonkst
vonu  bilmmeyen dokuz  geninl icermektedin. Bu
delesyon sonrast farede trigliserid dizeviun konteol
grubuna gore 10 kat yiksek oldugy ve prematur dé-
nemde &ldikler saptanmisur. Bu bolgedek: genlen
wgeren farkl YAC klonlannmn delete edilen bélgeye
msersiyonu e 120 kb'hk bie bolgenmin fareve akanmu
e vitksek trighsend dizeyinin kontrol altina almdin
belirlenmus, aday genin homolop gosterdigs sekanslann
taranmasi ile bu bélrede genlerden binsinin fonksi-

vonu tammlanmagte {3)

Benzer sekanslara sahip penlenn benzer ferrnks-
g,'ﬁﬁhm sahip olabilecep disineesine dayanlarak ger-
ceklestirilen fare insan karglagtirmale sekans analizlen
ile amaglanan, fare genenk ve biyolojisi hakkinda bils-
nenlerden vararlanarak sckanst bilinen insan genlennin

fonksiyonlanmn tanmlanmasidie (55,

Bu sayidaks daha oncekl bolumlerinde delesyon ve
sekans homelojisi calismalanmn nasd kullamldigindan
soz ediddifinden, bu makalede daha gok proteomiks

calismalan tzeride durulacakor.
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“Irarcomiks” kaveami genom tarafindan eksprese
editen tim proteinler anlamina gelen “proteom’ kell-
mesinden  koken almakta, buyok kapsaml protein
ayrimit ve fammlanmast calismalanny igermektedic (1-
11} Gilnlimizde proleomiks arastirmalart thr zit ancak
birbirini tamamlayict stratejiyi germektedic (1), 1k
stratefs, “wellmapping profeamics’ plarak adlandirmakia,
hiicreler atast sinyal lletmi yollann olusturan komp-
leks scbekenm bir gominiming olugturacak protein-
proten tiskilerninmin tanimlanmasine hedeflemekiedir
Tkinci stratejl se “prodein expresgon proteomics” olarak
adlandhrslmakea, farkl kosullarda, farkh hucre uplen ve
dokular arasinda proten ekspresyon paternlerinin

tanumlbanmasint amaclamakeadir,

Biyomedikal vaklagimla bakaldinda, proreomiks
alanindaki gelismeler penlerden gok proteinlerin he-
deflendifin tansal testlerin yada farmakelojpk buluslann
yapitmast icin yiiksck potansivel myimaktadir. Clinki
protemnler biyolojik son rinlerdir, Bu gabismalar son-
rast post-genomik proteomiks galizmalanmn ulagmay:
planladip hedefler listelevecck olursak:

1. Protwin fonl-:si}-'ﬁnlﬂrmln beliclenmes

2. Post rranslasvonel modifikasyonlann karakrerizas-
Vo

3, Protemnlerin yapisal analizlerinin gerceklesurilmest

4. Protein akuvitesinin regilasyonu

5. Protein interaksivonlan ve kompleks olugmrma

6. Protein hedeflenmesi ve proteinlerin subseliler
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Insan genom projesi tamamlamines ne olacak?

komparunaniaca dagiimlan

-

Protein ekspresyon analizler

B Sinval dletimi ve metabolik yollann analizi
9, Hag gelistieme galismalan

10, Toksisite calismalar

Llde edilen vernlerin hivoinformatik enteprasyonu
voluyla gen fonksivonlanmn ve regiilasyonlannin kat-
stlastrmall analizlen rany, redavi ve korunmada vend

uygulamalann artaya ghmasin saglayacakur,

Ancak su anda var olan teknoloji ile proteinlern
cabsmasinda, gen ve tmnskriptdenn calisilmas: ie
kiyaslandiginda pek ok zoruk vardir: Binneisy, pro-
teinlerin davransglanni-fonksiyonlanm onlann tersiyer
vapilan belirler. Su anda kallanilan protein baglanmasi
temeline dayanan tim testler proteinin pamer yapist
esas alinarak hazulanmisor. Bu protein hedeflerin
saptanmasinda afimite temelll bie sistemn kullantimas:
sonucunu dogurmakiadir. Thincisi, sistemde milvon-
larca farkll protein oldupn varsavildiginda, ortamda
gok kiiciik miktarlarda var olan proteinlesn caligilnm-
sinda yaganan zorluklardir, Hentiz nukleik asitlerin
amplhifikasyonunu saglayan polimeraz zincir reaksi-
yonu {PCR} pibi bir yontemun, protein hedefler igin
gelistunlmemis olmast gahgmalan smielamakeadie. Ek
alirak proteinlenn daveamslan her zaman ortamda
bulunan protemlerin kanutanf olarak miktanna bagh
olmayabilir. Protein regilisyvono siklikla proteinlerin
sentex ve degredasvonlannt defil modifikasyonlanna
(o fosforlasvon) bajl olarak gerceklesmektedir,
Zorluklara “RINA splicing” e elde edilen farkl splice
varvantlarm son derece benzer yapiya sahip olup,
cok farkl fonksiyonlar yapmasi eklendifinde bizi bek-
leven glheluklerin boyutu ortaya gthmaktadir, Ancak
genomiksin baglangicinda nukleik asit ¢abismalanindaki
zorluklar ve bunlann ne kadar hizla cozimlendig
ditsiiniildigiinde, vakin bir gelecekte blnin bu sorun-
larin Gstesinden pelinece tahmin etmek hic de zor
degildir.

Ormeklevecek olursak son zamanlara kadar, global
protetn  chspresyon galismalannda  thki boyudu el
clekroforea (2DE) kullanidmakta idi. Bu tekaik bin-
leree farkl proteinin dikdortgen seklinde bir jel ize-
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rinde yuk binnei, molekiiler afirhk ikind bovutta ola-
cak sekalde aynmlanarak, farkh nokralar olugturmas: ile

sumrh idi. Gunumuze kadar bu teknikle pek cok farkl

proteinin calislmast yapr ve fonksiyonlanmin analizi
mitmkiin olsa da, yontemin zorlugu, zaman aba ol-
mast, sensitvitesinin diisiik olmast gibi sorunlar devam
etmekreydi. Bu simitlamalar maya iki-hibot sistemi
(Y2IT), fap display (PD) tekmf, modifive kitle
spektrometast (M5} ve protein areay’len gibi veni uy-
gulamalann geligunlmesin saglamuigur (Tablo [T}
Maya Iki-hibrid Analizleri

Maya iki-hibrid (veast two-hybed=Y2H) sistemi
tam genom dizeyinde protein-protemn baglanularinin
arastinilmasinda en yaypin kullanilan  yonremlerden
bimstdir. Maya genetii calisan aragtrmacilar tarabndan
iki proteinin birbid ile baglann kurup kurmadifin
i6,1). Yonrem bar
DNA"a
domainin ve aktivasvon domainlerini kodlayvan genle-

anlamak  igin pelisorilnugnr

transkopsivonel - akovattrin baglanan
ritt ayrt vektorlere klonlanmast esasmna davanir, Partne-
rini saptamak istedifimiz protein faryem) DNA va
baglanan domain tle fizyona ugraulie. Bu yem ile bap-
lant kurmast olasi proteinlent kodlayan o-DNA k-
tiphanest aktvasyon domami ile Ffizyona ugranhe
fareg) Bu tla farklt maya genomu ayni mava icine yer-
lestirilir, effer av ve ava bir araya geliyorsa (kitipha-
nede partneri aranan protein ile Eaﬁlanﬁn proteinler
varsa) transkripsivon fakedeinin DNA'ya baglanan
domaini ve aktivasyon domaini bir araya gelic, Trans-
knpsivon fakrord akove olur ve renk defisimine neden
olan "reporter” gen agilarak Griin vermeye baglar (Sekil
1). Bu yontem ¢ok bagarih olmasma kacgin baz sinie-
lamalart da wardir: (1) Y2H sistemi teanskripsivon
fakeorlern mibn “reporter™ sistetnler tarafindan da akuve
edilebilen proteinler igin uypun degildir, (2) Cabyma
strasinda mavalann icinde bulundugu ortam kofakorler
bazt multprotein komplekslen veya fosforlasyon
metlasyon  ve glﬂw!izésyﬂn gibl posttranslasyonel
modifikasyonlar icin gerekli proteinler gibi temel ele-
manlar agisindan yetersiz olabilic. Bu sirlamalar ne-
deniyle hicrede protein hartalamast amaciyla kullan-

Eitmﬂ.z.
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Tablo IL. Proteomiks Caligmalan (10 No'he kaynakran modifive edilerck hazidanmusnr)

Proteamiks (Klssik
tarimlarma)

Hiscre lizatlanndan iki boyuthu jellerde proteinlern mnimlanmas
Tki boyutlu jellerde differential pen ehspresyonlannin tanmlanmady

Pretein wdennbkasyonlan

i

Tek boyutly jel dlektroforezifBm.afinite pirifikasyon sonmst
snalizler)

Tkt bovuths jeller (Grnatinire plinfikssvon sonms veya vicur
stvilanndan yapilan snalieler)

Protein ¢iplen {protein veva antikor de kapl capler de yamlan
anzhizler)

Sotusvonlirdak protein/protein komplekslerdnin analizlen

Past translasyonel moditikasyonlar

Fosforilasyon
Glikozilasvon

Fonksivon Lielitleme qﬂll;rrm;u

Prorearmiks (genomiks

Engimank akovite veya substrar belidenmest
Biyoassayler {resepiée-lyrand baglama Glgtionle)
Hiicrede lokalizasyonlann belifdlenmesi (GFP flizvon)
Knaockour veya RNA interferens calismalan
Delesyon suslan e fenonpik analizler

sonrast mnumlama) Molelailer Tip

Molekiler thig hedefecinin belitlenmes:

Taglar kallantlacak prorein-protein iligkilerinin yikim
Rekombinant proteinlerantikor ve inhibitler igin genig gapl
hayvan caligmalan

i hoyatle jellerde differennal display

Protein —Protein ighilerinin incelen-
mest

Maya tha bibor

Phage display
Ribozom display

RN A pepnd fizyponlan

Protein wentfikasvony

Biitle spekicomerces

Faj Display Analizleri

Fa) display teknolojiss, 1985’te vabana proteinledn
flamentéz bakteniofajlann yizevinde mindr kilif pro-
teinlerd dle flzyon yaparak sunulabildifinin saptanmas:
tle ortaya cthoug olup, fa) genomunun kapsid protem-
lerint kodlavan bdlimiine verlestivilen yabanct DNA
segmentlennin kapsid proteinlen ile beraber fa) vize-
vinde sunulmast saflanmaktadir, Yintem hedef pro-
tein veya antikor ile iliskive gren vemi pepudienn
identifikasyonunda evrimsel seqilim prensiplerine gére
calismaktadir. Faj penomu genetk olarak memeli hiic-
relerini transfekte edecek sekalde modifiye edilie. Ozel-
likle bakterofajlarn reseptore bagmb endositoz (RBE)
tle baz hedef genlen hiicre icine aktarabildiginin sap-
tanmast teknikte fonksiyonel ligand seleksiyonunu
sagglayan bir modifikasyonun yapilmasima yol agmus ve
LIVE (lgand identification via expression) olarak kisaltlan
ekspres.}'ou yoluyla ligand identfikasyonu yontemi
geniy kullanim alam bulmustur (2). LIVE seleksivo-
nunun gelecefi son noktamn faj aracibin ile gen akea-

DEU TIP FAKULTESI DERGISI OZEL SAYISI

rirnt ve hedef hiicrenin genetik transditksivonu olacag
diustnilmektedic,. RBE  ile  internalize edilen  faj
partkiili bir reporter gen (yesil floresan protein
{GFP), beta galatosidaz veya lusiferaz gibi) veva iag
ditenglhlik  gemt  (neomumin pibi)  ekspresvonu  ile
wdentifiye edilic. PCR amplifikasyonu ile ligand DNA
amplifiye edilie, bu sekanslar fa) vektodere akranlarak
venileyen transfeksivon ve seleksivon basamaklan ile
katiphane zenpinlestolic (Sekal 2), LIVE modifikas-
vonu “phage display” teknolojisini protein-protemn
liskilerinin beliclenmesinde kullanilan bir yontemden,
hedefe spesifik ilag gelistirmede, tedavi igin hedef be-
liflemede, terapddk protemnleri kodlayan sekanslarn
belirlenmesinde, pgen tedavisinde kullamlabilen bir
vintemne dontsmesini saglamisnr. LIVE in gen akta-
nm gin kullaimmunda hayvan viruslan ve senteuk
vektorlere gore pek ¢ok avantaj oldugu bildiblmistir.
Bu avanwajlann en dnemlilerinden hirisi de rtransfer
edilen ligandlanin hedefe spesifik olarak baglanmasi ve
internalizasyonuna ek olarak hiicre iginde istenilen
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Bedlgeve hedeflenebilmesinin sagluaschr (11.3), Ome- boylece kintiphaneden valmzea belli bir (6m: nokleer
fin LIVE genetik seleksivonunun fa) padikilll Grer- lokalimsyvon) sinyali olan panikiillerin secilimi - miim-
deki - hedefleme sinvali Gzernden  vapldmass vwe kiindir,

T
L &S A-GAL-BD ve GAL-AD

A . GAL4-BD ) Reporter arasinda baglants yok
— s (xen
Cial 4 Baglama
haibeesi
B3 Reporter Gen i
5 T LAl VE Knsl-
Uranskripsybny AD arasinda haglant
gergeklesmektedir
tial 4 Bagloma holgesi
@ 2
@0 20
a%0s 50048
C o, 0% o 0 "0% e
88 g Paeg
o0 oo
GAL4-BD maya - GAL4-AD maya c-DINA
DNA Kitaphanesi Kitiphanesi

@ [irlle rsrme
P &

Yalmzca hedel protein fle baglanan protein sekapslarm iceren mayulann yasamasing izin veren
iki farkly seleksivon "marker” iy bulunduran ortamda dretim

v

Insertlenin Sekanstanmas

Kutiphaneden hedef protein ile baglananan prowemlerin listelenmasi listelenmesi

Sekil 1. Mavi i hibnd sistemni o Farkly ORFler v GALS DINA Paglivan domaini (GAL-BIN vada bo proteinin aktivasvon
donpiini (GALA-ALY fBvon protein. olumk cksprese dmeledir. Efer 0 ORFden kexdbiman protein hirhin e
Fsghomnzess ek wh GAL 9 baglinma  Polgesinin up-streumiinde bulunan meporer gen akiive  olonavacik e
transkeipsivon gergeklesmevecektir B0 Eger ik ORFilen kodlanan prorein birbin e baglanrss fizyvon protem repoter
pendeki GARA buglimg Belgesine Iaglogak ve menin minskripsiyonu aktive ohicakne cKitiphane emelli mayva ki
hitrred anumas vonteml: Buostratei dle thi Gkl cINA kirtiphanest ceren ki fackl mava susu handanmakiadir, Bir sus
GALG-BLY digen ise GALS-ATY fitevon proteind chsprese etmekrediv. T v swsunun dollenme stiree sonesined
rvalar vidniecn Rieven peoteint e laglanabden mayatann cogalabilecegi bir kilide cotamen ckilmektedis Bu otamda
gofalan mavakods mavalandan DNA dig analizl vaplamk hedef prowine bagkinan poteinles kodlavan penler
tanslanmakeadic (10 ne o kayvnekean oesdifive alilerck eadinmisur
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Faj Transfeksivanu

Cromatik FACS Analiz

Ligand DINA min PCR ile
Arplilikasvonu

Zenginlesticilmis fa) kiiiphanesinin
hazirkinms

Sekil 2. lkspresyon yoluvia hgend dentfibosvonu (LIVED selekayvon vimemn, Yesil loresan protein (GFPY gibn bie

Heporer gent twsvan fyodisplay . klrdphanes: hedef hireler e kanfasurdie Ligands elsprese eden £y
hitereler hierelere girer ve reporter geni akeane Otomatik lotesan aktive hilere aytn (FACS) ile GFP powitl
huereler avinlr, bu hierelerdekt internalize olan fa) panilkitlled PR amplifikasvonue veniden vapilardimla
Yeniden wvaplanciolan  fuf  parikdlien kullsoilarak kistiiphanenin
kopmileksif azilnlana kadar devam edilir ve elde edilen lipandlar LiNA dizn anulia e kurabtenze edilir €11

wyvr dslem wkradame. Buo dslenme

e i ko ketin modifive eoilerck hasrlinmsue,

Kiitle Spekirometresi

buiithe
Farkls birnisi
protein elentfikasvono, kincs protein-pootenn. fiskile-
nnin belidenmesidin, icientifikatsyonunda

spekirometresi  protein
anugla  kullamlmaksicn

cabsmutlannda ki
Bunlarcan

Privein
“peplickkutle  haritalamas”,  ikincsi ise. “peptid-kitle
pamakia” ok adiaindinlan ik farkh ovgulama vig-
chr Toeme! sk sermas Sekil Ate venlen yOntem vonize:
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i mclekiiliin-lr protein veva peptid molekGld olabi-
liryiikekile ommmn dotilmest esasina dayame llgile-
nilen molekil Blgeyve spesifik proteoliz sonms v
elfeitrogray Dionizason (ENDL veva lazer honizasion
(MALDE yomemler le ivonize edilic Yaplan amso-
malar e kzer yonsasyonun gek dovarl eldugu, by
voern e femtomol  diizeyindeki  proteinlering bile
identifikasyonu ve mikuar cvimnin mimkin oldugu
belid s
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Bolge spesifik protechsz
(Broeapsin 1000-2000 Da kideli peptidler eldesi)

v

MALDI kiitle spektrometres ile
Pepid kittle parmak 1=

vy

TPepnd kutle bantalamasy ile
pratem idennfikasyonu

Hayir

len karaktenzasyon Ventabam tammalan® ile
f protemn idennfikasyonu

= htp:fiprospectorucsfedu
hitp: i www matrixscience.com
hitpfprowlrockieller edu
http:ifexpasyv.chitools

Sekdl II1. Kide spektromerresi fle protein identfikasvo.
nundaky gabigma abag (11 oo kaynakean modifiye edilerck
hazrlanmste

Gunimuzde teknik bir protein kansimindan pep-
trdlerin 1dendfikasyonunda da kullambr hale gelmistir,
Bu yéntem 1zole edilen bir peptidin, enerji uypulayarak
lier bir peptid baginda random kinklar olusturaesk ve
olugan fragmanlan olcerek ana peptidin ne oldugunu
tanumlayacak sekilde modifiye edilmisur. Bu ve ben-
zere gelismeler proteomiks cabismalannda MS kullani-
mimn gitikce artacagin disundirmektedi. Yeni jene-
rasyon makineler ile bir saat icinde wizlerce pepudin
frapmentasyonunu ve secilimini saflayacak hizdadir,
Yeni yazihm algortmlerinin gelistirilmesi ile istenen
peptidin binlerce adayin arasindan birkag saniyvede
secilimini saflayacafn ve bilgisayar taramast sonrast
ciktimin kansimda bulunan tim peptidlenn listesi sek-
linde olacag: digtinulmekredir.

MS'den yararlanilarak kompleks protein kansimla-
rinda ver alan spesifik proteinlerin kalisatif ve kanneatif
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garstlasnnlmasinn kolaylastiran venn teknikler gelistiril-
mektedir. Bu yontem “microarray” dekine benzer bir
sekilde, ki hilere durumuo (normal hiicre-nimdr hie-
rest, tedavi Gncest-tedavi sonrasi.. gbi) arasindaky gen
chspresyonu farklihklanmin iki farkh 1zotopik formda
(ager ve hafif) 1saret veva kimyasal grup de avrimlan-
st esasina dayanmaktadie. JCAT (Eorope-coded affinity
iqgr) olarak adlandinlan bu vontemde protein kangi-
rundaki butin sisteinler isaretlenmekredic, Isaretleme
sirasinda bir Grnek (6rn kanser hiicrelen) afur, diger
ornek (Oornefin normal hicreler) hafif reagen ile 1sa-
retlenmekte, droekler kanmgunldiktan sonra spesifik
proteazlar e muamele edilmekte ve kansin katle
spektrometresi ile analiz edilmektedic (Sekil 4). Tzotipik
tarkhliklar peptidlerin seperasyon swasindak: davranis-
larit defistirmemekeedie. Bu baglamda hiere veya
dokular veya iki farkh  cvre
peptidlenn parmak inin gkandmas ve karsilaganl-

arasindi arasindaki

mast mimbkin almaktadie,
‘Protein array’ler

Duger yontemler karsilasurmali transkapt ckspres-
yon calsmalanmn protemnlerin sapranmast ve oleumu
igin uyarlanmast sonucunda ortava chmsoe. Bu me-
hiskilering,
fikasyonlanmi ve dokudaki, ekspresyvon profillerini

totlar  protein-protein prote:n maodi-
saptamayt hedefleyen heterojen bir grup metodu iger-
mekredir. “Protein array”ler ile flpilenilen proteinter
cam bir yvuzeye mtturulmakea spesifik floresan igareth
protemnler ile muamele edilmekte, immobilize olan
proteine baglanma orzellifinde olan proteinler belir-
lenmekte, sonugta kompleks bir protein kangimindan
hedefimize baglanan protemlerin secilimi mumkin
olmakeadir. Aym iglem emamatik substrat plabilen
proteinler 1cn benzer jekilde uygulanmakea ve uygun
cnzim varliginda spesifik protein-protein baglantlan-
min yol actips enzimatik olaylar belirlenebilmekredir. Bu
vintemdeki pelismeler ile spesifik ligandlar e iliskiye
giren yeni proteinlerin identifive edilmesi veya bir
enzim icin substratlann hizha saptanmas: gibi uygula-
malar mimkiin olacakor (8,4),
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iclentifikasyonu ve karakterzasyoru (3 no'lu kaynakian modifive edilerck
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Bar diger uygulama yiizlerce spesifik antijen ve anti-
kor solisyonunun robotik bir sistem ile mikeoskobik
slayt tzerine verlestirilmes: esasma davanmaktadir (3),

Buna ck olarak protemn gip ve kiitle spekteofoto-
metnsi kangim kimerik bir metot gelistirilmistie. Bu
merotla geleneksel iyon defisim recinest gibt bir solid
destek ale kaph bir “protein ¢ipi” hasirlanmakeadur,
Clrtama tam wvileut sivilan veya huere lizatlan il
kompleks protetn kangimlan eklenerck, cipe bagl
olamayan proteinlerin wzaklastnimasi icin vikanmak-
tadic, Bagh protemler vitksek gucte lazer uvgulamast ile
gip'ten direkt iyonize edilerek kiitle spektroskopisi e
incelenmektedie (3), Bu yontemle 850 kDa arali-
gindaks proteinlerin sapaanabildigi ve teknigin tekrar-
lanabilirligi, az mikeardz doku varbginda bile kullanila-
bilselifi avantajlant olarak savilmakradic. Protein gip
teknolojistnin itk kullanddig uygulama transisyonel
hiicreli mesane kanserlerinde Gniner protein profiller-
mn belitlenmest amach olmugmr, Calismadan  elde
cdilen veriler bu uygulamanin veni bivomarkerlann
belirlenmesinde veva hastanin protein ehspresyen
paterninin veya tedaviye yanitin  izlenmesinin  bir
prognosttk marker olabilecegini digindirmektedic (6).

SONUC

Insan genomu projesinin birinet basamaginin ta-
mamianmast yagamiun temellerini anlamaya baslamanin
tk basamagt olmustur, Bugiin insan genom projest ile
clde edilen veriler sanucunda insan DNAstnin, genle-
nin - yapssimn ve fonksiyonlaninin anlagilmaya bagla-
mast e genetifin uptaki yerini hizla degismeye basla-
nughr. Genengin basic aile oykileri ve ek gendek
degigikhikler ale ortaya ckan baz nadir sendromlarh
siniely kalmads@y, travima disinda tim hastaliklar genenk
temelll ortaya cthimugur (7). Hemen her plin Lreratiicde
bir  hastaliksan
gen/genler vayinbinmakeadie. Ancak bazi bilim adam-

yen! sorumlu  oldufu  disiindlen
lanna gare bu pin wlagupime: nokta “Shakespeare’in
bir eserini anlamaya ¢alisan bir kiginin, sadece alfabe-
deki harflert dfrenmesi ile geldipi noktadie™ (8). Gii-
nitmizde sirmekte olan fonksiyonel penomiks calis-
malart genom alfabesindeki hacflerin bir ardaya pelmes:
de olugan kelimelent ve ciimleleri anlamaya yaneliktir,
Projenin biringi basamagmun beklenenden ¢ok daha
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erken  tamamlanmast ve proteomiks calismalannin
terleme hua goz Gnune alindiginda, pelecek nllarda
tahmin edilenden ¢ok daha blyiik ilerlemeler kaydedi-
leceg acthur,
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