
25 Nisan 1953’te Nature dergisin-
de, Watson ve Crick imzal› bir makale
yay›mland›. “Nükleik Asitlerin Mole-
küler Yap›s›: Deoksiriboz Nükleik Asit
‹çin Bir Yap›” bafll›kl› ve 128 sat›rdan
oluflan bu metnin içeri¤inde DNA’n›n,
yani yaflam›n flifresinin moleküler ya-
p›s› aç›klan›yordu. Bilim tarihinde bir
dönüm noktas› olan bu çal›flmayla
dünyadaki yaflam›n flifresi, bir hücreli-
den memelilere kadar tüm canl›lar›n
hücrelerinde yer alan DNA’n›n yap›s›
aç›klan›yordu; ki, biz insanlar yaflam›-
m›z› ve sa¤l›m›z› biçimlendiren bu
anahtar› ele geçirdikten sonra s›rayla
baflka bilinmeyenleri de çözümledik.

Ard›ndan genler üzerinde bir devrim
gerçeklefltirdik. ‹nsan hücresinde bu-
lunan ve DNA üzerinde yer alan gen-
leri tan›mlad›k. Böylece, “saç›m›z›n
rengi, burnumuzun görünümü, elleri-
mizin biçimi, k›saca bizi fiziksel olarak
tan›mlayan ö¤elerimiz yan›s›ra do¤ufl-
tan ileri gelen ya da sonradan ortaya
ç›kan hastal›klar da hep bu genlerin
marifetiyle, ifllevselli¤iyle gerçeklefli-
yor” bilgisine sahip olduk. Bize ait
26.000 genin tan›m›n›n yap›lmas›, in-
san gen haritas›n›n belirlenmesi de-
mekti. Ancak salt genleri tan›mlamak,
hastal›klar›n önlenmesinde, teflhisinde
ve tedavisinde yeterli gelmedi. As›l

önemli k›s›m, canl› tan›m›na anlam›n›
veren moleküllerin, yani proteinlerin
tan›m›n›n yap›lmas›yd›; ki, hücre için-
de, hücreler aras›nda gerçekleflen kim-
yasal tepkimeler anlafl›labilsin. Hücre-
lerin canl›l›klar›n› nas›l koruduklar›-
n›n, birbirleriyle nas›l haberlefltikleri-
nin, hücre yap›s›n›n nas›l geliflti¤inin,
hücre çeflitlili¤inin nas›l sa¤land›¤›-
n›n, k›saca yaflam›n temelinin aç›klan-
mas›nda proteinlerin daha derinleme-
sine anlafl›lmas›yla bir baflka devrimin
kap›s› araland›. Proteomik araflt›rma-
lar için proteom analizi çal›flmalar›
bafllat›ld› ve yepyeni bir araflt›rma ala-
n› daha do¤du.

Protein
Analizi

Prof. Dr. Adil Denizli Anlat›yor

66 Temmuz 2007B‹L‹M veTEKN‹K

Bilimsel devrimlerin ard› arkas›
kesilmiyor. Çok de¤il, bundan 3-4 y›l
öncesine kadar biliminsanlar› genlerin
ifllevlerini ortaya ç›karacak diye
düflündükleri genomik uygulamalar için
“sa¤l›k alan›nda bir devrim”
betimlemesini yap›yorlard›. Yani bu
uygulamalarla t›bbi çal›flmalarda da
kökten bir de¤iflim olacak ve genlerin
ortaya ç›kar›lm›fl ifllevleri, di¤er
biyoteknoloji ve bilgi teknolojileriyle bir
araya geldi¤inde hastal›klar›n önlenmesi,
teflhisi, tedavisi kolayl›kla
gerçekleflebilecekti. 1950’li y›llarda
bafllayan çal›flmalar›n sonucunda, 1990 y›l›n›n Ekim ay›nda “‹nsan Genom Projesi” bafllat›ld›. 18
ülkenin destek verdi¤i bu projenin amac› insan›n gen haritas›n›n, yani genetik flifresinin çözülmesiydi.
Çözüldü de… Ancak özellikle hastal›klar›n teflhisi ve tedavisi konusunda beklenen sonuç tam anlam›yla
elde edilemedi; genom çal›flmalar›na dayanan teflhis yaklafl›mlar› klinik kullan›m için uygun ve pratik
de¤ildi. Biliminsanlar› bu durgunlu¤a dinamizm kazand›rman›n yolunu da buldular: Genlerin kodlad›¤›
proteinlerin yap›s›n› ortaya koymak. Bunun için de “proteom analizi” ad› verilen proteinlerin flifresini
ortaya ç›karmaya yönelik analitik yöntemlerle karfl›m›za ç›kt›lar.

Biyokimya ve
genetik bölümü

Genomik ve
proteomik

bölümü
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Proteom analiziyle hastal›klar›n ge-
liflim süreçlerini de kapsayan birçok
biyolojik olayla proteinlerin yap›sal ve
ifllevsel çeflitlili¤i aras›nda iliflki kuru-
larak, sa¤l›kl› ve hastal›kl› durumda
farkl›laflan proteinler belirlenebilecek.
Bu proteinlerin belirlenmesiyle de
kanser, kalp-damar hastal›klar›, hemo-
fili ve osteoartirit gibi birçok hastal›k-
ta daha iyi sonuçlar veren teflhis ve te-
davi yöntemleri gelifltirilerek yeni ilaç-
lar üretilebilecek. Yani proteomik ya
da proteom analiziyle proteinlerin ifl-
levleri ayd›nlanacak. Ancak proteom
analizi oldukça da zor bir ifllem. Öyle
ki, bu konuda çal›flan uzmanlar bu
analizi “DNA’n›n analiziyle k›yaslana-
mayacak kadar zor” diye ifade ediyor-
lar. Bu zorlu konuyla ilgili olarak, ala-
n›n›n üstatlar›ndan biri olan, kanser
baflta olmak üzere birçok hastal›¤›n
teflhis ve tedavisinde yol gösterici ola-
cak biyoteknolojik araflt›rmalara imza-
s›n› atm›fl, TÜBA Üyesi, 2006 TÜB‹-
TAK Bilim Ödülü sahibi, Hacettepe
Üniversitesi Kimya Bölümü ö¤retim
üyesi Prof. Dr. Adil Denizli’den bilgi
ald›k. Dr. Denizli, Hacettepe Üniversi-
tesi Kimya Bölümü Biyokimya labora-
tuvarlar›nda, “çocuklar›m” dedi¤i
genç bilimcilerden oluflan ekibiyle bir-
likte proteom analizi konusunda da
evrensel bilime katk›da bulunan ol-
dukça önemli çal›flmalar yap›yor. 

ÖÖnnccee  ““PPrrootteeoomm””  ssöözzccüü¤¤üü  hhaakkkk››nnddaa
bbiillggii  vveerriirr  mmiissiinniizz??  

“PROTEOM” bir organizma ya da
dokunun genomu taraf›ndan ifade edi-
len proteinlere verilen ad. PROTEin
ve genOM sözcüklerinin birlefltirilme-
siyle oluflturulmufl. Proteom sözcü¤ü
ilk kez 1994’te, Marc Wilkins taraf›n-
dan önerilmifl. 

PPrrootteeoomm  aannaalliizziiyyllee  nnee  yyaapp››ll››rr??
“Proteomik” olarak tan›mlanan

“proteom analizi” proteinlerin yap›sal
özelliklerinin belirlenmesini, ifllevleri-
nin ayd›nlat›lmas›n› kapsar. Protein
analizi DNA analiziyle karfl›laflt›r›la-
mayacak kadar zordur. DNA yaln›zca
dört yap› tafl›ndan oluflurken do¤al
proteinler 20 farkl› amino asitten olu-
flur ve üç boyutlu yap›lar› ifllevlerini
etkiler. Sizin de belirtti¤iniz gibi, has-
tal›klara özgü proteinlerin belirlenme-
sini amaçlayan iki önemli biyomolekü-
ler disiplin var: “genomik” ve “proteo-
mik”. Genomik çal›flmalarda hastal›k
ya da fizyolojik süreçle ilgili genler ta-

n›mlanmaya çal›fl›l›r. Hastal›¤›n farkl›
aflamalar›nda baz› genlerin ifade ora-
n›n›n, yani ifllevselli¤inin artaca¤› ya
da azalaca¤› düflüncesiyle, bu genler-
den oluflan mRNA düzeyleriyle hasta-
l›¤›n ilerleyifli aras›nda bir iliflki kurul-
maya çal›fl›l›r.

Ancak hem insan dokular›nda, hem
de maya hücrelerinde mRNA’lar›n ifa-
de düzeyleriyle bu mRNA’lardan kod-
lanan proteinlerin miktarlar› aras›nda-
ki iliflki konusunda kuflkular var. Bu-
nun yan› s›ra bir gen, birçok biyolojik
iflleve sahip farkl› proteinler kodla-
makta ve bu proteinler translasyon
(çevrim) sonras› de¤iflimlere u¤ramak-
ta. Ço¤u durumda, translasyon sonra-
s› de¤iflimler de gen ifllevindenn ba-
¤›ms›z. Bu nedenlerden dolay›, çok
fazla miktarda bilimsel veri olmas›na
karfl›n genomik çal›flmalara dayanan
teflhis yaklafl›mlar› klinik kullan›m
için uygun ve pratik de¤il.

Asl›nda bu durumu daha net ortaya
koymak için bir k›yaslama da yapabili-
riz. Proteom ile genom aras›ndaki te-
mel farkl›l›klar bu flekilde daha iyi an-
lafl›l›r. 

Bir organizman›n bir genomu ama
birçok proteomu vard›r. Bu nedenle
proteom analizi genom analizine göre
daha karmafl›kt›r ve çok daha güçlü
analitik tekniklere gereksinim duyar.
Genom ve proteom aras›ndaki di¤er
önemli bir fark da, genomun dura¤an
olmas› ve zaman içinde de¤iflmemesi.
Buna karfl›n hücresel proteinler dina-
miktir ve sürekli de¤iflime u¤rarlar.
Hücre zar›na ba¤lanabilirler, di¤er
proteinlerle etkileflime girerler, fleker,
ya¤ ya da fosfat gibi gruplar kazana-
rak de¤iflime u¤rayabilirler. Proteinler
ve/veya modifiye (de¤iflmifl) protein-
ler, hücre tipine ya da farkl› hastal›k
aflamalar›na göre, hatta ayn› hücrede
farkl› etkilerle farkl›laflabilirler. Prote-
inlerin miktarlar› da de¤iflkendir. Ör-
ne¤in insan kan›nda albumin deriflimi,
interlökin-6’dan 106 kat daha fazlad›r. 

Genomun dura¤an yap›s›n›n aksi-
ne proteomun dinamik yap›s›, proteo-
mu organizmada gerçekleflen olayla-
r›n gerçek ve eflzamanl› belirteci ya-
par. Dolay›s›yla bir organizman›n pro-
teomunu tan›mlamak, genomu tan›m-
lamaktan çok daha yararl›d›r. 

AAnnllaaflfl››llaann  oo  kkii,,  bbiirr  oorrggaanniizzmmaayy››
oolluuflflttuurraann  hhüüccrreelleerriinn  ttüümmüü  aayynn››  ggeennoo--
mmaa  ssaahhiipp  oollmmaallaarr››nnaa  rraa¤¤mmeenn,,  ggeennoomm--
ddaa  ddeeppoollaannaann  bbiillggii,,  ddee¤¤iiflfliikk  hhüüccrree  ttüürr--
lleerriinnii  oolluuflflttuurrmmaakk  iiççiinn  ddee¤¤iiflfliikk  hhüüccrree--
lleerrddee  ffaarrkkll››  flfleekkiillddee  kkuullllaann››ll››yyoorr..

Evet. Bafll›ca hastal›klar genlerin
yanl›fl birlefliminden kaynaklan›r. Has-
tal›¤a neden olan genlerin belirlenme-
si bir, iki hatta on de¤iflik kifliden al›-
nan genomu s›ralayarak bulunamaz.
Proteomlar üzerinde çal›fl›larak hasta-

67Temmuz 2007 B‹L‹M veTEKN‹K

Proteom Analizinin Tarihsel Geliflimi

Protein Kimyas› ve Enzimoloji

‹nsan 
genom
projesi

Marc Wilkins:
“Proteomik”

‹yonlaflma Teknolojisi H›zl›
atom bombard›man› (FAB)

Peptid Analizleri

MALDI.........................
ESI..............................
Biyomolekül analizi

MALDI-TOF 
ESI-MS/MS 
Protein analizi

Bilgisayar Teknolojileri
(Swiss-Prot, PC/GENE, GCG, NCBI)

Klause Biemann Kütle
spektrometresi
Aminoasit analizi

1958 1981 1987 1990 2000

Gen Bankas›

Protein Veritabanlar›

proteinAn  22/6/�5  18:16  Page 67



l›kl› genleri belirlemek daha kolayd›r.
Hastal›klar›n geliflimine di¤er bir ne-
den, normal bir proteinin yanl›fl biçim-
de de¤iflime u¤ramas›d›r. Bu de¤iflim,
genomik çal›flmalarla belirlenemez.
Yani anlafl›laca¤› gibi proteinler hasta-
l›klar›n teflhisinde daha etkili. Zaten
tedavi için hemen hemen tüm ilaçlar›n
hedefleri de proteinler.   

PPrrootteeoomm  aannaalliizziinniinn  ttüürrlleerriinnddeenn  bbii--
rraazz  ssöözz  eeddeerr  mmiissiinniizz??  BBiirr  ddee  uuyygguullaammaa
aallaannllaarr››  nneelleerr,,  bbuu  kkoonnuuyyuu  bbiirraazz  ddaahhaa
aayyrr››nntt››llaanndd››rraabbiilliirr  mmiiyyiizz??

Proteom analizi de kendi içinde bö-
lümlere ayr›l›r. Hücre ya da dokuda
ifade edilen proteinleri belirleyen
“ekspresyon proteomik”; proteinlerin
üç boyutlu tayiniyle ilgilenen “yap›sal
proteomik”, proteinlerin ifllevlerini in-
celeyen “ifllevsel proteomik”, hücreler-
le hangi küçük moleküllerin etkileflti-
¤ini inceleyen bir yaklafl›m olan “ke-
moproteomik”, protein-protein etkile-
flimi ve proteinlerin hücre içindeki
yerlefliminin belirlenmesini kapsayan
“hücre-haritas› proteomik” en temel
olanlar›. En önemli uygulamalar› da
elbette t›p alan›nda. Bu uygulamalarla
hastal›klara özgü proteinlerin belirlen-
mesi ve hastal›¤›n profillendirilmesi
sa¤lan›yor. Ama farkl› uygulamalar da
var; örne¤in, genel hücre biyolojisi,
gen ifllevleri, düzenleme mekanizmala-
r›, metabolik yollar gibi bilgilendirici
genel uygulamalarda; tar›mda; direnç
mekanizmalar›, verimlilik ve kalitenin
art›r›lmas›, hastal›k yap›c› parazit etki-
leflimlerini ortaya koymada; alerji ve
toksikolojide; yeni ilaçlar›n bulunmas›

ve gelifltirilmesinde; teflhis ve tedaviye
yönelik çal›flmalarda genifl bir uygula-
ma alan› bulmakta proteomik.

BBeelliirrttttii¤¤iinniizz  bbuu  aannaalliizzlleerr  iiççiinn  ffaarrkkll››
ffaarrkkll››  tteekknniikklleerr  mmii  ssöözz  kkoonnuussuu??

Proteomun karmafl›k yap›s› nede-
niyle çok güçlü analitik tekniklere ih-
tiyaç vard›r. Genel olarak kullan›lan
teknikler tek ve iki boyutlu elektrofo-
rez, kapiler elektroforez, kromatografi
(ters faz, iyon de¤iflim, afinite vb.) ve
ultrafiltrasyon teknikleri. 

Proteom analizinde iki farkl› yakla-
fl›m söz konusudur. Afla¤›daki fleklin B
bölümünde gösterilen yaklafl›mda ör-
nekte yer alan proteinler, yukar›da be-
lirtilen teknikler kullan›larak ayr›l›r ve
ard›ndan her bir protein kütle spek-

troskopisiyle analiz edilir. “A” harfiyle
belirtilen di¤er yaklafl›mdaysa iki fark-
l› strateji uygulanabilir. 1. stratejide
proteinler saflaflt›r›l›r ve her bir prote-
in proteaz enzimi (tripsin) ile parçala-
narak oluflan peptid parçalar› kütle
spektroskopisiyle analiz edilir. 2. stra-
tejideyse tüm proteinleri içeren kar›-
fl›m tripsin ile peptidlerine parçalan›r
ve ard›ndan ay›rma ifllemine tabi tutu-
larak kütle spektroskopisiyle, kar›fl›m-
da bulunan proteinler tayin edilir.

PPrrootteeoommiikkddee  hhaannggii  öörrnneekklleerr  kkuullllaa--
nn››ll››rr??

Proteom çal›flmalar›nda beyin,
kalp, karaci¤er, akci¤er, kas, pankre-
as, dalak, testis gibi insan dokular›n›n
yan› s›ra beyin s›v›s›, idrar, tükrük,
hücreler aras› s›v›, amniyotik s›v›, kan
plazmas› ve serum gibi biyolojik s›v›-
lar kullan›labilir. En çok çal›fl›lan biyo-
lojik s›v›, kan plazmas› ve serumdur.
Kan santrifüjlendikten sonra üstte ka-
lan sar› renkli k›s›m plazma olarak ad-
land›r›l›r ve kan›n % 55’lik k›sm›n›
oluflturur. Plazma p›ht›laflma protein-
lerini de içerir ve bu proteinlerin ayr›l-
mas›ndan sonra geriye kalan k›s›m se-
rumdur. 

EEnn  ççookk  ççaall››flfl››llaann  bbiiyyoolloojjiikk  ss››vv››  oollaa--
rraakk  nneeddeenn  kkaann  ppllaazzmmaass››  kkuullllaann››yyoorrssuu--
nnuuzz??

Hastal›k teflhisinde de kullan›lan
temel malzemedir kan. Mililitrede 60-
80 mg protein, yani yüksek deriflimde
protein içerir. Kan›n farkl› organlar ve
dokularla temasta baz› proteinlerinin
ayr›lmas›na ve var olan proteinlerin
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de¤iflimine yol açar. Bu proteinlerin
belirli bir fizyolojik durum ya da has-
tal›k durumunda de¤iflime u¤ramas›
olas›d›r. ‹nsan plazma proteinleri üze-
rine yap›lan son de¤erlendirmeler, vü-
cutta yer alan ana protein kategorile-
rinin büyük ço¤unlu¤unun kan plaz-
mas›nda yer ald›¤›n› da göstermifltir.
Yani çok say›da protein içermesi nede-
niyle plazma, hastal›klara özgü prote-
inlerin belirlenmesi için ideal bir kay-
nak. Ancak plazma proteomu, yap›s›n-
da yer alan proteinlerin genifl deriflim
aral›¤› (1010) nedeniyle oldukça karma-
fl›kt›r da. Örne¤in kanda albumin deri-
flimi 30-50 mg/mL gibi yüksek bir de-
¤erdedir. Hastal›klara özgü proteinler;
örne¤in sitokinler ve prostat spesifik
antijen (PSA) ise pg/mL (yani mililit-
rede bir pikogram; ki, bu da gram›n
trilyonda biri demektir) düzeyindedir.
Tüm plazma proteinlerinin % 90’›n› 10
protein, % 9’unu ise 12 protein olufltu-
rur ve hastal›klara özgü proteinler ge-
riye kalan % 1’lik k›s›mda yer al›r. 

PPllaazzmmaaddaa  eenn  ffaazzllaa  bbuulluunnaann  pprrootteeiinn--
lleerr  hhaannggiilleerrii??

Albumin ve immuno-globulinler.
Bu proteinler plazma proteinlerinin %
80’ini olufltururlar ve az miktardaki
di¤er proteinleri maskelerler. Örne-
¤in, iki boyutlu jel elektroforezinden
önce bu proteinler uzaklaflt›r›lmazsa,
jelde hastal›klara özgü proteinlere ait
noktalar› tespit etmek neredeyse ola-
naks›zd›r. Dolay›s›yla bu proteinlerin
uzaklaflt›r›lmas›, proteom analizinde
büyük önem tafl›r. 

Son y›llarda plazma protein içeri¤i-

nin belirlenmesinde albumin ve immu-
noglobulinlerin uzaklaflt›r›lmas› için
birçok ticari ürün gelifltirilmifltir. Bu
ürünlerin birço¤unda kullan›lan temel
yaklafl›m, albumine çekilmeye yüksek
yatk›nl›k gösteren bir tekstil boyas›
olan “Cibacron blue”, immunoglobu-
linler için ise “Protein A/G” kullan-
makt›r.

LLaabboorraattuuaarrllaarr››nn››zzddaa  ggeerrççeekklleeflflttiirrddii--
¤¤iinniizz  ççaall››flflmmaallaarrddaann  bbiirraazz  ssöözz  eeddeerr  mmii--
ssiinniizz??  

Çal›flmalar›m›zda özellikle albumin
ve IgG uzaklaflt›r›lmas›na yönelik poli-
merik malzemeler haz›rland› ve etkin-
likleri ticari ürünlerinkiyle karfl›laflt›-
r›ld›. Uluslararas› bilimsel dergilerde
yay›mlanan çal›flmalarda plazmadan
albumin ve IgG’nin etkin olarak uzak-
laflt›r›ld›¤› rapor edildi. Albumini ay›r-
mak için boya-afinite (çekim yatk›nl›-
¤›) yaklafl›m›ndan yararlan›ld› ve %
99,3 uzaklaflt›rma verimine ulafl›ld›.
Ticari bir malzeme olan Aurum Serum
Protein Minikit (Bio-Rad, USA) albu-
mini en az %96,4 etkinlikle uzaklaflt›-
r›yor. IgG uzaklaflt›r›lmas›ndaysa, “im-
mobilize metal afinite kromatografisi”
kullan›ld›. Haz›rlanan manyetik mik-
rokürelere Cu+2 iyonlar› yüklendi ve
plazmadan IgG uzaklaflt›rma etkinli¤i
araflt›r›ld›. Uzaklaflt›rma, literatürde
ilk kez manyetik kolonlarda gerçeklefl-
tirilmifl oldu. IgG ortamdan %99,4 et-
kinlikle uzaklaflt›r›ld›. 

YYeennii  uuffuukkllaarraa  ggiiddiiyyoorruuzz..  ÇÇookk  hheeyyee--
ccaann  vveerriiccii......  

Evet, proteom analizi klinik araflt›r-
malarda yeni ufuklar aç›yor; ama buna
ra¤men elde edilen veri miktar›n› ve
duyarl›l›¤›n› art›rmak için daha al›n-
mas› gereken uzun bir yol var. 
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Kan ve plazma

Poli (glisidil metakrilat) mikrokürelerin 
SEM foto¤raf›

Albumin ve IgG’nin uzaklaflt›r›lmas›

Plazma (%55)

Akyuvarlar ve kan
pulcuklar›
(trombositler) (%1)

Alyuvarlar (%45)

1) Kan, kayna¤›ndan al›n›r 2) Santrfüjlenir

A) Albumin ve IGg
uzaklaflt›r›lmadan önce

B) Albumin ve IGg
uzaklaflt›r›ld›ktan sonra
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