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Ozet

Son yillarda “OMICS” teknolojileri geligen alanlardan
biridir. Ozellikle kanser tani ve prognozunu kolaylastiran
biyoisaretleyicilerin belirlenebilmesi igin kanser arastir-
malarinda genis sekilde kullanilmaktadir. Bu arastirma-
larin esas amaci cerrahi Oncesi malign ve benign
neoplazmalar arasinda ayirict tani yapabilmek igin yon-
tem gelistirmektir. Bu makalede biz tiroid timor arastir-
malarinda proteomiks uygulamalarini tartigmayi
amagladik. Ilk olarak proteomiks nedir onu anlattik.
Ikinci olarak da insanlarda tiroid hastaliklari ile ilgili ya-
yinlanmis proteomiks ¢alismalarinin sonuglarini 6zetle-
dik. Sonug¢ olarak tiroid neoplazmlar i¢in ise yarar
isaretleyicileri belirlemek ve tiroid kanser biyolojisi ile il-
gili bilgilerimizi derinlestirmek i¢in daha fazla ¢calismaya
gereksinim oldugu kanaatine vardik.

Anahtar sozciikler: tiroid, proteomiks

Abstract

In recent years “OMICS” technologies are one of de-
veloping fields and are becoming widely used in cancer
research especially for the discovery of biomarkers fa-
cilitating diagnosis and prognosis of cancer patients.
Scientists have long been searching for useful markers
in patients with thyroid neoplasms. The major goal of
this research is to discover markers to distinguish be-
tween malignant and benign thyroid tumors prior to
surgery. In this manuscript we aimed to discuss the ap-
plication of proteomics to thyroid tumor research.
Firstly we gave a definition of proteomics and secondly
we summarized the results of published proteomics
studies on human thyroid disease. We conclude that
there is a need for further studies to identify useful
markers for thyroid tumors which will also serve to
deepen our understanding of thyroid cancer biology.
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Proteomiks

Yeni bir yaklasim olarak onemi giderek artan “proteo-
mics” ¢aligmalari, 6zellikle insan genom projesinin ta-
mamlanmasinin ardindan hiz kazanmis ve yaygin bir
uygulama alani bulmustur. Genom arastirmalari, 6zel-
likle insan genom projesi, genlerin yapi, fonksiyon ve
ekspresyonlarina ait ayrintili bilgileri giin 1s181na ¢ikar-
mistir. Bunun yaninda genom projesi genetik bilginin
organizma tarafindan nasil kullanildigini agiklamakta
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yetersiz kalmistir. Bu noktadan sonra genetik bilginin
son Urilinl olan proteinlerin islev, yap1 ve yerlerini belir-
lemek amacli yeni bir yaklagim olan ve “genom sonrasi
¢ag” olarak belirlenen proteomiks uygulamalar1 her
gegen gilin Onemini artirmistir.

Proteomikse iliskin aragtirmalarin tarihi protein ¢a-
lismalar ile baslasa da bilinen anlamui ile metot olarak
kokenleri 1975’11 yillara uzanmaktadir'. “Proteom” te-
rimi ise ilk defa 1994 yilinda bir sempozyumda Marc
Wilkins ve ark. tarafindan bir genomun ifade ettigi tim
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proteinleri tanimlamak igin Onerilmis (PROTein-ge-
nOME) ve 1995 yilinda doktora tezinin pargasi olarak
bilim literatiiriine kazandirilmistir?, Daha genel bir ta-
nimlama ile “proteom” terimi, belirli bir anda ve sartlar
altinda hiicrenin veya organizmanin sahip oldugu pro-
teinlerin tiimiinii tanitmlamak i¢in kullanilmaktadir. Bir
organizmada genomun degismeyen dogasinin tam tersi
sekilde proteomun igerigi dokudan dokuya hatta bir
hiicreden diger bir hiicreye farklilasabilmekte, gevresel
faktorler, yas, cinsiyet, hastaliklar ve fizyolojik durum-
lar (hiicre siklusu, apoptoz gibi) gibi i¢ ve dis faktdrlere
etkileserek degisim gosterebilmektedir.

Son yillarda, biyomedikal arastirmalarda genomiks
(genomics) baskin aragtirma alani olsa da proteomiks
alaninda aragtirmalar bilimsel aragtirma gruplar1 ve kli-
nik arastirma laboratuvarlarinda ¢ok hizli bir sekilde
yayllmakta ve genomiks’in yerini almaktadir. Bu eksen
kaymasinin en 6nemli sebebi, biyolojik 6rnek olarak
proteinlerin bir organizmanin o an i¢inde bulundugu
fizyolojik durumunu yansitmasidir, bu 6zelligi ile 6zel-
likle klinik arastirmalarda hastaliklarin teshis ve ilerle-
yisginin belirlenmesinde biiyiik 6neme sahiptir.

Genom ve proteom

Calisma alan1 olarak hedef makromolekiiller gbz 6niine
almarak genomiks ve proteomiks kavramlar: karsilas-
tirilldiginda, proteomiksin ¢ok daha karmasik ve zor bir
alan oldugu ortaya ¢ikacaktir. DNA ve proteinlerin ka-
baca genel 6zelliklerine bakilmasi bile bu karmasikligin
ve zorlugun nedenini ortaya koyacaktir (Tablo 1). Pro-
teinlerin aminoasit dizileri ait olduklar: gen tarafindan
belirlenmekle birlikte sadece genetik kodun kendisi bir
protein hakkindaki tiim bilgiyi saglamaz. Yalniz dort
niikleotidin kombinasyonundan olusan sabit, esnek ol-
mayan tek boyutlu genomik organizasyonun aksine pro-
teinlerde kodlanan bilgi sadece aminoasit dizeleriyle
sinirli degildir’. Genler tarafindan kodlanan mesajci
RNA’nin (mRNA) birden ¢ok alternatif islenis sekille-
rinin olmasi (alternative splicing), protein sentezi son-
rast meydana gelen flizyonlar ve post-translasyonel

Tablo 1: DNA ve proteinlerin genel olarak karsilastirilmasi

modifikasyonlar gibi diizenlemeler proteomun siki bir
sekilde kontrol edilen dinamik yapisini, ¢ok boyutlulu-
gunu, degiskenligini etkilemektedir. Bu durum gen sa-
yisindan ¢ok daha fazla sayida 0Ozgiin protein
molekiiliiniin nasil olustugunu agiklamaktadir*.

Genomiks ¢galigmalari, hastaliklar ve ilgili genler ara-
sindaki iliskinin bir kismini ortaya koymasina ragmen
son iriin olan proteinlerin ¢ogunun maruz kaldigi
translasyon sonrasi modifikasyonlari post translation
modifications (PTM) 6ngéremez ve bunlarla hastaliklar
arasindaki iliskiyi kuramaz. DNA/RNA elde edilmesi
ve ¢alisilmasi kolay 6rnekler olmasina ragmen bunlar-
dan elde edilen bilgide sinirlamalar mevcuttur. Bir hiic-
redeki gen dizisi bilgilerinin ve gen aktivite motiflerinin
ni¢in proteinlerin miktar, nihai yapilari veya aktivite du-
rumlar1 hakkindaki dogru profilleri yansitmadigini
gosteren pek cok sebep vardir. Ribozomlarin sentezi
sonrasi proteinler baslangig, gecis ve sinyal peptidle-
rinden kurtularak basit kimyasal gruplarin veya kom-
pleks molekiillerin eklenmesi ile translasyon sonrasi
modifikasyona ugrarlar. Bir gen transkripti proteine
¢evrilmeden Once pek ¢ok degisik sekilde islenebilir.
Translasyonun ardindan, ¢ogu protein translasyon
sonrast modifikasyonlar yoluyla kimyasal olarak de-
gistirilirler. En ¢ok gézlenen modifikasyonlar protein-
lere karbonhidrat ve fosfat gruplarinin eklenmesi ile
olmaktadir. Bu gibi modifikasyonlar, proteinlerin
fonksiyonlar1 tizerinde ¢ok onemli etkileri olmasina
ragmen genler tarafindan kontrol edilmezler. Sabit ve
dinamik 300’den fazla PTM belirlenmistir, bunlardan
baslicalar1 fosforilasyon, glikolizasyon, asetilasyon,
deaminasyon, siilfasyon, palmitoylasyondur. Sonug
olarak tek bir gen 50°den fazla farkli proteini kodlaya-
bilir. Genom Projesinin tamamlanmasinin ardindan
insanda yaklagik olarak 20.000 ila 25.000 arasinda
protein kodlayan genin var oldugu tahmin edilmekte-
dir. Bu genler potansiyel olarak 25.000 farkli proteini
kodlamaktadir, fakat mRNA’nin farkl kesilmeleri (al-
ternative splicing) ve PTM’ler g6z 6niine alindiginda
bu say1 2.000.000 protein veya protein fragmentine ula-
sabilmektedir’-68,

DNA Proteinler

Sabit bir yapiya sahiptir.
PCR ile ¢ogaltilmast mimkiindiir.
Karmasik bir yapiya sahip degildir.

Kolay ve iyi ¢ozlinir.
Sadece dort niikleotidden meydana gelen
basit, sade bir diziye sahiptir.

Dinamiktir ve baska proteinlerle interaksiyon yapabilir.
Basit bir metotla tek basamakta ¢ogaltilamaz.
Sentez sonrast modifikasyonlardan dolay1 ¢ok komplekstir.

Proteinden proteine degisen ¢ok farkli ¢oziinme dereceleri vardir.

Yirmi modifiye olmamis ve pek ¢ok modifiye olmus aminoasitten meydana
gelen karmasik bir makromolekiildiir.
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Aktif bir proteinin aminoasit sirast DNA dizi analizi
ile 6nceden belirlenemedigi gibi, belirlenen RNA sevi-
yeleri hiicredeki dogru protein miktarlarini da yiizde
yiliz dogrulukta yansitmamaktadir PTM’ler ve mRNA
farkli kesimleri de hesaba katildiginda her bir genden
¢ok sayida farkli protein elde edildigi goriilecektir’.

Yukarida bir kismindan bahsedilen pek ¢ok kisitla-
madan dolayi, DNA ve RNAdan yola ¢ikarak hiicre-
lerde fonksiyonel gorev yapan proteinler hakkinda kesin
verilere ulasmak miimkiin degildir. Bundan dolay1 pro-
teomiks alani, gen ekspresyonunun proteom seviyesinde
incelenmesine olanak saglayan, nispeten yeni ve bilimin
¢ok hizli sekilde gelisen bir bilim daldir.

Proteomiks denildiginde sadece proteinlerin adlan-
dirilmasi anlagilmamalidir. Yaslanmaya, strese ve ilag-
lara verilen cevaplarda, hastalik durumlarinda degisen
protein profillerinin belirlenmesi, proteinlerin miktarla-
rinin tayin edilmesi (quantification), hiicre, doku ve
organ seviyesinde lokalizasyonlari, sahip olduklari tran-
slasyon sonrast modifikasyonlarin betimlenmesi, yap1
ve fonksiyonlarinin ortaya ¢ikarilmasinin yaninda
mimkiin olan protein-protein iligkilerinin ortaya kon-
mas1 proteomiks ¢alismalarinin baslica alt basliklari
arasindadir.

Proteomiks alaninda ¢aligmalar, hastalik ve saglik
kosullarinda farkl sekilde eksprese olan proteinlerin be-
lirlenmesi, arastirilmasi ve tanimlanmasi i¢in ¢ok genis
bir firsat sunmustur. Bu alana odaklanmis olan klinik
proteomiks ¢alismalari sayesinde daha iyi diagnostik ve
prognostik isaretleyicilerin (biomarker’larin) gelistiril-
mesi, yeni tedavi hedeflerinin kesfi ve en sonunda kisiye
Ozgi tedavilerin gelistirilmesi miimkiin olacaktir.

Klinikte kullanilacak iyi bir protein
biyoisaretleyicinin (biomarker) 6zellikleri

Meydana gelen bir patolojik siiregte dogru ve hizli tam
hastanin tedavisini etkileyen en 6nemli faktorlerden bi-
risidir. Tan1 amagh kullanilacak olan bir biyon, normal
biyolojik veya hastaliga ait siireclere ait objektif olarak
Ol¢iilebilen ve degerlendirilen bir isaretleyicidir. Patolo-
jik duruma bagh olarak degisimleri gozlenebilen bir bi-
yoisaretleyici, yliksek risk altindaki bireyleri izleme
imkani verdigi gibi, hastaligin tedavi edilebilir erken bir
safhasinda teshisini de kolaylastirmaktadir. Ideal bir bi-
yoisaretleyicinin genel olarak su 6zelliklerinin olmasi
beklenmektedir. (a) belirli bir hastalik igin ileri derecede
0zgiil olmalidir; (b) yiiksek hassasiyete sahip olmalidir;
(c) kolay kullanimi olmalidir; (d) standart sonug verme-
lidir; (e) tekrar1 kolay olmalidir; (f) kullanilacak 6rnek
mimkiin oldugunca kolay elde edilmelidir ve (g) sonucu
degerlendirecek olan klinisyen i¢in agik ve kolay anlasi-
labilir olmalidir. Biitiin bu sayilanlar bir klinik kullani-
min1 etkileyecek faktorlerdir. Teorik olarak her bir
hastalik kendine 6zel biyoisaretleyici ile belirlenebilir ve

tanimlanabilir olmalidir. Fakat ¢ogu hastalik durumu
icin biyoisaretleyiciler, panel olarak artan ya da azalan
proteinlere bakilarak veya degisen translasyon sonrasi
modifikasyonlarin 6zellikleri arastirilarak bulunmaya
calisiilmaktadir.

Tedavi ve tan1 amagh protein biyoisaretleyici panel-
lerin kesfedilmesi giiniimiizde klinik proteomikse iliskin
klinik ¢aligmalarin en 6nemli ilgi alanlarindan birisidir.
Dokulardan klinik olarak kolay ulasilabilen biyolojik
sivilara (kan, idrar, BOS vb.) sizan peptid ve proteinler
biyoisaretleyici arayisinda en sik kullanilan kaynaklar-
dir. Kullanilabilecek pek ¢ok viicut sivist arasinda kan,
kolay erisilebilir, en az invazif, ucuz ve plazmaya gevril-
mesi pek ¢ok klinik laboratuvarda kolaylikla yapilabilir
olmasindan dolayi en ¢ok tercih edilendir’.

Bir proteomiks ¢aligmasinda en 6nemli asamalar-
dan biri oncelikle arastirmanin yapilacagi konuya
uygun 6rnek materyalinin secilmesi ve bu materyalden
protein Oziitliniin elde edilmesidir. Klinik proteomiks
caligmalar1 géz Oniine alindiginda karsimiza en sik
ornek elde edilen ti¢ kaynak ¢gikmaktadir. Bunlar biyo-
lojik sivilar, doku 6rnegi ve hiicre kiiltiirii 6rnekleridir.
Calisilacak her bir 6rnegin kaynagina ve proteomiks
uygulamasina bagli olarak protein oOziitiiniin elde
edilme metodu da farklilasmaktadir. Proteomiks galis-
malarinda kullanilan teknolojileri ve kullanim alanla-
rin1 tanimlamaya galisacagiz.

Protein ayirma metotlari

Proteinlerin kiitle spektrometresi (Mass Spectrometry,
MS) kullanilarak belirlenmeleri ve adlandirilmalari pro-
teomiks analizlerde kullanilan en temel yaklagimdir.
Protein veya daha karmasik bilesim 6rneklerinin MS
analizleri i¢in hazirlanmalarinda pek ¢ok adimi iceren
ayirma metotlar1 kullanilmaktadir. Proteinlerin, MS
analizinde kullanilmak tizere kimyasal veya enzimatik
olarak peptid seviyesinde par¢alanmalar1 gerekmekte-
dir. Protein ayirma stratejilerinin temel adimlar1 protein
orneklerinin kesim i¢in hazirlanmalari, arastirilan her-
hangi bir peptidin zenginlestirilmesi, MS analizinde kul-
lanilacak peptid karisiminin tuzlardan uzaklastirilmasi
ve temizlenmesidir (Sekil 1).

Proteom analizlerinde pargalanmamais protein ayi-
rimi1 ve peptid ayirimi olarak iki genel yaklagim siklikla
karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle protein ve protein
komplekslerinin ayiriminda kullanilan metotlar ara-
sinda bir ve iki boyutlu jel elektroforezi (1-DE ve 2-
DE), bir ve iki boyutlu sivi kromatografisi (1D LC ve
2D LC) ve afinite kromatografisi bulunmaktadir. Pep-
tid ayirimi igin ise daha sinirl ayirim metotlari ile ana
proteini temsil eden peptidlerin elde edilmesinde fos-
fopeptid zenginlestirmesi ve ters faz kromatografisi
(reversed-phase chromatography) teknikleri kullanil-
maktadir!’.
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Sekil 1. Genel olarak proteomiks ¢aligmalariin akis semasi

iki boyutlu jel elektroforezi (2-D PAGE)

I1k bilim sahnesine ¢iktig1 1975 yilindan bu yana, pro-
teinlerin kiitle (MW) ve izoelektrik noktalarma (pI)
gore ayirimlarmin yapildigi en etkili ve giivenilir metot
olarak iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi (2-D
PAGE) kullanilmaya devam etmektedir'. Bu iki boyutlu
yontem ile binlerce farkli proteini tek jel tizerinde birbi-
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rinden ayirmak miimkiindiir. Bu metotta ilk 6nce pro-
teinler izoelektrik noktalarina gore birinci boyutta ay-
rilirlar. Daha sonra ise kiitlelerine gore ikinci boyutta
ayirima tabi tutulurlar. Odaklama (focusing) esnasinda
proteinler degismeyen pH gradyant jeller (IPG strip)
tizerinde izoelektrik noktalarina gore hareket ederler
(Sekil 2). Tkinci boyutta ayirim ise degisik yiizdelerdeki
lineer veya gradyant sodyum dedosil siilfat jelleri (SDS-
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Sekil 2. Protein 6rneklerinin 2D jellerle ve MALDI ile analizi. Biyolojik drneklerden elde edilen protein ziitlerinin IPG striplere rehidrasyonlari
ve fokuslanmalari (A). Fokuslanma esnasinda izoelektrik noktalarina gore ayrilan proteinler 2D jellerde molekiiler bityiikliiklerine gore ayirima
tabi tutulurlar (B). Jellerin uygun bilgisayar programlarinda analizleri sonucunda belirlenen farklilagsmis protein spotlarinin kesilerek, uygun pro-
teolitik enzimlerle peptidlerine ayrilmasi ve MALDI plaklarina yerlestirilmeleri (C). Iyonizasyon sonrasi peptidlere ait m/z oranlarmin bulunmas:
ve veri tabani analizi (D).

PAGE) kullanilarak proteinlerin kiitle biiyiikliiklerine belirlenebildigi oldukga gii¢lii bir ayirma yontemi ola-
gore yapilir't'2, Bu teknik insan hiicre kiiltiirii, doku ve rak klinik proteomiks ¢alismalarinin vazgecilmez bir
serum proteom analizlerinde 6n fraksiyonlama veya teknigidir. 2D jeller tizerindeki protein spotlar Coomas-
zenginlestirmeye ihtiya¢ duyulmaksizin kullanilabil- sie mavisi G-250, R-250, gimiis, SYPRO Ruby ve Deep
mektedir®. Bu translasyon sonrasi modifikasyonlarinda Purple gibi boyalar kullanilarak goriiniir hale getirile-
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bilir. Bu boyama metotlar arasinda en yliksek ¢oziiniir-
liige sahip olanlar1 giimiis ve SYPRO Ruby boyamalar
olmasina ragmen giimils boyama daha ileri MS igin
uygun degildir. Goriiniir hale getirilen jeller uygun 151k
kaynagi ve kameralar kullanarak daha ileri analizlerin
yapilmasina izin verecek formatta kaydedilebilir.
Degisik floresan boyalarin kullanildig: farkli jel elek-
troforezi (Difference Gel Electrophoresis, DIGE) son
yillarda 2D jel analizlerinde sik¢a kullanilan ve biiyiik
avantajlar saglayan bir metot olmustur. Bu metot fokus-
lama Oncesi protein 6rnekleri tizerindeki lizin gruplari-
nin floresan bir boya olan Cyanin (Cy) ile direkt olarak
isaretlenmesi prensibine dayanmaktadir'3, Bu metotu en
giiclii kilan 6zellik, birden fazla 6rnegi farkli Cy boya-
larla (CyDye) isaretleyerek ayni jel lizerinde yiiriitiip go-
riintiilemeye olanak vermesidir. Bu sayede farkh
orneklerden elde edilecek olan jelden jele farklilagmalar
ortadan kaldirilabilmekte, spotlar arasindaki eslestirme
zorluklari en aza indirgenmekte ve tek bir jel sayesinde
¢ok daha kesin sonuglar daha basitge elde edilebilmek-
tedir. CyDye’ler kullanilarak yapilan ¢aligmalar ara-
sinda en yaygin olan deneysel plan, i¢ standardin Cy2
ile isaretlenirken kontrol ve hasta/deney grubunun ise
Cy3 veya CyS5 kullanilarak isaretlenmesidir. Analiz es-
nasinda i¢ standarda goére yapilan sinyal normalizas-
yonu sonrasinda iki grup arasinda hem kantitatif hem
de kalitatif karsilastirma istatistiki olarak kolayca ya-

pilabilmektedir. Bu boyalarin gériintiillenmesinde her
biri i¢in ayr1 lazer kaynaklari ve filtreler gerekmektedir.
CyDye’ler kullanildiginda isaretlenen proteinin kiitle-
sinde 500 Da artig oldugunu daha sonraki analizler si-
rasinda unutmamak gerekmektedir. Her ne kadar bu
floresan boyalar lizin aminoasidine baglansa da daha
sonra gergeklestirilecek olan tripsin kesimi ve TOF/MS
analizleri i¢in sorun olusturmamaktadir!4 13,

Sivi Kromatografisi

Bir ve iki boyutlu sivi kromatografisi (Liquid Chroma-
tography, LC) proteomikste protein ayiriminda kullani-
lan en giigli metotlardandir. Bir boyutlu sivi
kromatografisi proteinlerin biytklik (MW), yiik (pI)
veya hidrofobisite gibi kimyasal 6zelliklerini kullanarak
ayirim yapar. En yaygin olarak kullanilan 1D LC ters
faz kromatografisidir. Bu yontemde proteinlerin ayrimi
hidrofobisitelerine dayanilarak yapilmaktadir. 1D LC
en siklikla MS analizi 6ncesi peptid ayirrminda kulla-
nilmaktadir fakat ayn1 zamanda proteinlerin enzimatik
kesimleri ve MS analizi amaglh protein ayiriminda da
kullanilmaktadir. 2D LC’de ise proteinler ilk boyutta
izoelektrik kromatografisi (pl) ikinci boyutta hidrofo-
bisitelerine gore ayirima tabi tutulurlar. Iki boyutlu jel
elektroforezi ve sivi kromatografisi gibi tekniklerin kom-
bine olarak kullanilmasi ayirim giiclinii artirmakta ve

Kantitatif Proteomiks isaretieme Teknikleri

v

2D temelli metot

|

Floresan Cye Boyama
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MS temelli metotlar

isaretleme l

In vivo Metabolik isaretleme

!

SILAC

Kimyasal izotop isaretieme

!

In vitro isaretleme

|
v v

180 isaretleme

Sekil 3. Siklikla kantitatif analizler i¢in kullanilan protein ve peptid isaretleme yontemleri
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ozellikle protein izoformlarinin ve translasyon sonrasi
modifikasyonlarin (PTMs) belirlenmesinde biiyiik
Onem tasimaktadir?,

izotopik isaretleme

Izotopik isaretleme in vivo veya in vitro olarak yapila-
bilmektedir. Farkli izotoplarin protein ve peptidlerin ya-
pisina katilmasi ve daha sonrasinda arastirilan protein
veya peptidlerin (agir izotop) kontrollerle (isaretlenme-
mis veya hafif izotop) karsilastirilmasi prensibinden
yola ¢ikilarak gelistirilmistir. Ozellikle jelden armmis
(gel-free) kantitatif proteomiks yapmaya olanak sagla-
yan hiicre kiiltiiriinde aminoasitlerle stabil izotopla isa-
retleme/Stable Isotope Labelling by Amino Acids in
Cell Culture (SILAC) ve izotop eklenmis kuyruk Iso-
tope-Coded Affinity Tags (ICAT) teknikleri siklikla
karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 3).

Hicre Kultirunde Aminoasitlerle Stabil izotopla
Isaretleme (SILAC)

Ozellikle hiicre kiiltiirii 5rneklerinin kiitle spektromet-
resi kullanarak tiim proteomu kantitatif olarak karsi-
lastirma olanagi saglayan en 6nemli metotlardan biri
stabil izotop isaretlemesidir (SILAC)'¢. Hiicreler izoto-
pik olarak isaretlenmis aminoasitleri igeren (1*C veya
N isaretli aminoasitler) ortamda normal olarak bii-
ylime ve gelismelerine devam ederken bu aminoasitler
bu hiicrelerin proteomlarina entegre olmaktadir. Bu
metotun en bilyiik avantaji farkli aminoasitlerle isaret-
lenmis 6rneklerin preotein ekstraksiyonu, ayrimi ve
analizi Oncesi bir araya getirilmeleri ve birlikte bu sii-
reglere tabi tutulmalaridir. Boylelikle bu basamaklar-
dan kaynaklanacak 6rnekler arasi ayricalik ortadan
kaldirilmaktadir. Bu teknik 6zellikle metabolik olarak
aktif hiicrelere kolaylikla uygulanabilmektedir. Farkl
izotopla isaretlenmis ayni proteinin hangi izotopik ami-
noasitle isaretlendigine bagli olarak kiitlesinde MS
analizinde kolaylikla ortaya ¢ikabilen bir farklilagma
meydana gelir. Sonug olarak iki farkli izotopla isaret-
lenmis hiicre kiiltiirlerinin proteomlar: birlikte ayni
MS/MS analizine tabi tutulur, izotoplarin peptidler
arasinda yarattiklar kiitle farkindan dolay: secilen pep-
tidlerin kantitatif olarak karsilastirilmasi mimkiin
olur!’.

180 proteolitik isaretleme

130 ile yapilan proteolitik isaretleme diger yontemlerle
kiyaslandiginda, kolayligi ve hemen uygulanabilir
olusu ile 6zellikle klinik uygulamalardaki biyoisaret-
leyici arastirmalarinda tercih edilen bir yaklasimdir.
Enzimatik olarak yapilan bu isaretleme reaksiyonu,
proteolitik kesim esnasinda veya proteolizis sonrasi

proteazlar ile beraber ikinci bir kesim sirasinda gergek-
lestirilir.

Proteaz

R-C'*ONHR' + H.'80—=R-C'60'#0- + +H:NR' (2 Da)

Proteaz

R-C'6050- + H.'80—» R-C'*0"0- + H.'6O (4 Da)

Kantitatif olarak karsilastirilmak istenilen 6rnek
gruplarindan bir tanesi H-'°O igeren tamponda proteo-
litik kesime tabi tutulurken '°O isaretlenir, diger drnek
ise H»'*O bulunan tamponda kesilir ve 80 ile igsaretlen-
mis olur. Burada isaretleme proteolitik peptidlerin C-
terminal karboksil gruplarindaki oksijen atomunun
degistirilmesi ile olmaktadir. Kesim sonucunda isaret-
lenen 6rnekler daha sonra 1:1 oraninda karistirilarak
analiz edilir. Ornek iizerinde proteolitik olarak eklenen
bir 80 atomu, peptidin kiitlesinde 2 Da’luk bir kay-
maya neden olur, eger isaretleme tam olarak gergekles-
tirilmis ve iki 'O atomu eklenebilmisgse kiitledeki kayma
4 Da ¢ikmaktadir. Tripsin ve Glu-C gibi proteolitik en-
zimler iki oksijen atomu tizerinde degisiklik yaparken,
Lys-N ve diger enzimler sadece tek oksijen atomunu isa-
retleyebilmektedirler!s-20,

Kimyasal isaretleme

Gilinlimiizde proteomiks arastirmalarinda en sik ve yay-
gin olarak kullanilan kimyasal yolla isaretleyip miktar
tayini yapmaktadir. Peptid veya proteinlerin iizerine ek-
lenen tag’larin (kuyruk) farkli kimyasal reaksiyonlar yo-
luyla istenilen sekilde eklenebilmesi arastirmacilara
birden ¢ok sayida isaretleme segenegi sunmaktadir.
Ancak metodolojinin ¢ok sayida olmasi, bu konuda ya-
pilan galismalara genis bir bakisi imkansiz kilmaktadir.
Yine de bir genelleme yapmak gerekirse {i¢ temel isaret-
leme stratejisi verilebilir. Bunlardan ilki, kiigiik mole-
kiilleri kullanarak verimi yiiksek bir sekilde isaretleme
yapan tekniklerdir. Ikincisi kat1 bir destek matriksi kul-
lanarak peptidleri isaretleme yoludur, bu yolda isaret-
lenmis peptidlerin temizlenmesi ve yiiksek verimle geri
kazanilmasi kolaydir. Son olarak tiglincii stratejide ise
destek matriksi tizerine kaplanmis ¢6ztlebilir bir poli-
mer kullanilmakta ve boylelikle daha homojen bir isa-
retleme saglanabilmektedir?!.

izotopla isaretlenmis kuyruk (ICAT)

Bu teknikte izotopla isaretleme SILAC’de oldugu gibi
in vivo olarak gerceklesmemektedir. Elde edilen protein
yada peptid 6rnekleri kimyasal problar kullanilarak isa-
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Tablo 2: Tiroid dokusunda proteomik ¢alismalari (24 ve 25 no’lu makalelerden adepte edilmistir.)

Kaynak Teknik Bulgu

Tiroid dokusu (39) 2D jel elektroforezi

31 farkli protein eksprese edildi. Ozellikle SI006A papiller tiroid kanserinde 6.5 kat fazla

Histon H2Bi sitokeratin 7 Folikiiler kanserde adenoma gore daha fazla, Sitokeratin 8 78-

1Da, glikoz regulated protein, calreticulin, annexin A3, K-actin

Tiroid dokusu (40) 2D jel elektroforezi
Tiroid dokusu (34) Kantitatif 2D jel
elektroforezi

Soguk nodiilde normoaktif nodiile gore Annexin A4, annexin V, apolipoprotein A-I
prekiirsorii, apolipoprotein, DJ-1, glutation, S transferaz nt, heat sok proteini 90K v.d.

Papiller karsinom ile saglikli, papiller karsinom ile benign nodiil, papiller karsinomun

farkli safhalari, tiroid kanserinin farkl patolojik tiplerini ayirmaya yarayan ekspresyon

Serum (42) SELDI-TOF-MS

paterni
Serum (43) SELDI-TOF-MS
Hiicre kiiltiirii (31) Glikoprotein denatu-

Benign ile papiller kanser arasinda ayirima yarar

Her hiicre hattinda ortalama 150 glikoprotein saptandi. Bazi proteinler

rasyonu, sindirim, solid diferansiye veya anaplastik kanser i¢in spesifiktir.

faz ekstraksiyonu ve
ESI-MS/MS analiz iden-
tifikasyonu

retlenmektedir. Bu kimyasal problar ii¢ ana par¢adan
olugmaktadir. Bunlar, belirli aminoasitlerin yan zincir-
lerine igsaretleme yapma kapasitesindeki reaktif grup
(6rnegin iodasetamid sistein rezidiilerini modifiye eder),
bir izotopik olarak kodlanmig baglayici kisim ve isaretli
protein veya peptidlerin afinite izolasyonuna imkan sag-
layan kuyruk (6rnegin biotin) kismidir. Iki proteomun
kantitatif olarak karsilagtirmasi igin bir 6rnek izotopik
olarak hafif probla isaretlenirken digeri agir olanla isa-
retlenmektedir. Hata payini en aza indirmek igin iki
ornek daha sonra birlestirilerek proteazlarla (6rnegin
tripsin) kesilir ve 6rnek zenginlestirmek i¢in afinite kro-
matografisinin (6rnegin avidin veya streptavidin) ardin-
dan LC-MS ile peptidler analiz edilir. Farkh
isaretlenmis olan peptid ¢iftleri arasindaki intensite
orani iki 6rnek arasindaki proteinlerin rolatif seviyele-
rini belirlemede kullanilir?'.

Kiitle spektrometresi (MS)

MS ile yapilacak analizlerde peptid ya da proteinin 6n-
celikle gaz fazindaki iyonlara ayrilmasi gerekmektedir.
Proteomiks uygulamalarindan 6nce de kiitle analiz ci-
hazlar1 kullanilmaktaydi, fakat bu cihazlarin 6zellikle
iyonlastirma yontemleri ¢ok siddetli oldugunda pro-
tein ve peptidlere uygulanabilir degillerdi. Seksenli yil-
larin sonlarinda gelistirilen birbirinden farkli yamusak
iyonizasyon (soft ionization) teknikleri ile MS tekno-
lojisinin proteomikse uygun hale gelmesi bu alanda
¢ok biiylik bir gelismeye neden olmustur. Bu yeni iyo-
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nizasyon teknikleri sayesinde biiyiik molekiilleri bii-
tlinselliklerini bozmadan analizi yapilacak gaz fazinda
iyonlara ¢evirmek miimkiin olmustur. Kiitle spektro-
metresi ¢ok kiigiik agirliktaki ve az miktarlardaki or-
nekleri yiiksek dogrulukta analiz etme olanagi
saglamigtir. Proteinler genellikle enzimatik kesim (go-
gunlukla tripsin) sonrasi peptidler halinde analiz edi-
lirler. Proteinleri, peptidleri ve diger analistleri
kiitle/yiik oranina (m/z) gore siniflandiran kiitle spekt-
rometresi kullanilmaya baslandigindan giiniimiizde
proteomiks uygulamalarinin vazgegilmez bir enstrii-
manidir. MS’lerde proteomiks amaglh olarak siklikla
kullanilan yumusak iyonizasyon metotlar1 elektros-
prey iyonizasyon, matriks yardimli lazer salimim iyo-
nizasyon  Matrix-Assisted Laser  Desorption/
Ionization, (MALDI) ve yiizey yardimli lazer salinim
iyonizasyonudur Surface-Enhanced Laser Desorp-
tion/lonization, (SELDI)®. Kullanilan MS tiiriine bagh
olarak iyonize edilen molekiiller yliksek vakum altinda
olusturulmus olan elektriksel alan vasitasiyla kiitle
analizcisinin igersine itilirler, burada her bir iyon m/z
oranina gore belirlenirler. Peptidlerin kiitlelerini belir-
lemek {izere farkli tiplerde kiitle analizcileri gelistiril-
mistir. Ornegin ugus zamani/Time of Flight, (TOF)
analizcisinde peptidlerin yiiksek vakum altinda ¢aligan
bir tiip icindeki detektore kadar olan ugus siirelerinden
kiitleleri hesaplanmaktadir. Bundan baska “Quadro-
pole”, “Ion Trap” ve “Fourier Transform Ion Cyclot-
rone Resonance (FTICR)” gibi peptid analizcilerde en
sik kullanilan MS enstriimanlaridir.
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Her bir protein aminoasit dizisine bagl olarak ken-
disine 6zel peptid kiitle parmak izine Peptide Mass Fin-
gerprint (PMF) sahiptir. MS’den elde edilen kiitle
spektrumlari veri bankalarinda karsilastirmali olarak
aragtirildiktan sonra hangi proteine ait olduklari belir-
lenir. Bunun yaninda MS ile peptidlerin daha ileri frag-
mente edilmelerinden elde edilen aminoasitlerin analiz
edilmesi (MS/MS), boylelikle proteinlerin aminoasit di-
zilerinin elde edilmesi miimkiindiir ve veri analizleri ya-
pilarak aminoasit dizisinden protein tanimlanmasina
gidilebilmektedir.

Tiroid hastaliklarinda proteomiks

Gerek temel bilimciler gerekse klinisyenler 6zellikle ti-
roid neoplazmalarinda olmak tizere pek ¢ok tiroid has-
talig1 i¢in erken tani ve prognoz agisindan kullanigh
biyoisaretleyici bulmak i¢in arastirmalarina yogun se-
kilde devam etmektedir. Bu amagla tiroid kanseri has-
talarinin  biyokimyasal degerlendirmesinde serum
tiroglobiilini (Tg) ve kalsitonin tayininden genomik ve
proteomiks arastirmalarina kadar ¢ok sayida alanda
ger¢eklesmektedir?*2’ (Tablo 2). Bu arastirmalarda
Ozellikle neoplastik tiroid hastaliklarinda amaglanan
baslica husus, cerrahiye karar vermeden 6nce benign
ve malign ayirimini yapmaktir?®?’. Bunun disinda, te-
daviye rehberligin yaninda tiroid hastaliklarinin ge-
lisme, progresyon ve agresifligindeki heterojenlik nedeni
ile prognozu belirlemede de ise yarayabilirler. ince igne
biyopsisinin (IIAB) tanisal agidan yanlis negatiflik ve
pozitiflikler gosterebilmesi nedeni ile birtakim sinirli-
liklar1 s6z konusudur. Tiroid tiimori gelisimine katilan
molekiiler mekanizmalarin anlasilmaya baslamasi ile
IIAB ile asilamayan zorluklar1 asmak i¢in molekiiler
araglarin kullanilmasi giindeme gelmistir. Preoperatif
ITIAB 6rneklerinde genomik, transkriptomik ve proteo-
mik analizler tiroid nodiillerinin preoperatif benign ve
malign ayiriminda ise yarayabilir. Bu analizler operas-
yon kararini, se¢imini ve daha etkili tedavilerin uygu-
lanmasim1 saglar®. Bu amagla 0Ozellikle genetik
degisiklikleri kullanmak giindeme gelmis olsa da bun-
lar tiroid timorlerinin kii¢lik bir alt grubunda etkin ol-
maktadir. Ote yandan soguk nodiillerin molekiiler
patogenezi daha ¢oziilememistir?*. Bundan dolay: tiroid
timorlerinde farkl ekspresyon sekillerinin belirlenme-
sinde yeni araglara gereksinim duyulmustur?*28, Klinik
doktorlarina hastalarii yeterli ve etkin sekilde tedavi
edebilmeleri amaciyla kapsamli veriler saglamak igin
tek molekiil assay’den tam bir biyoisaretleyici paneline
kadar degisen tanisal testler lizerinde ¢alisiimalidir.
Transkriptomiks ve proteomiks tarama, tani, prognoz
ve tedavi i¢in hedefleri belirlemede kapsamli yeni biyoi-
saretleyici saptanmasi, tiroid kanserlerinin yonetilme-
sinde ise yarayacak potansiyel tasimaktadir?*. Yukarida
da ifade edildigi gibi proteomiks terimi 6zel bir biyolo-

jik durumda belirli bir zaman ya da durumda eksprese
edilen tiim proteinlerin toplamindan olusan proteomun
biitiin olarak analizidir®. Arastirmalardaki temel hedef
spesifik bir protein biyoisaretleyicinin belirlenmesi ve
bu biyoisaretleyici ile belirli bir tiroid kanseri histo-ti-
pinin eslestirilmesi diisiincesidir. Transkriptomiks ise
genom tarafindan iretilen tim mRNA {iriinlerinde
meydana gelen degisimlerin takip edilmesi yontemidir.

Proteinler yapilacak ¢alismaya uygun olarak serum-
dan, tiroid dokusundan ve hiicre hatlarindan farkl tek-
niklerle elde edilebilir ve bu 6rnekler ile proteomiks
uygulamalar1 gergeklestirilebilir?+30-31,

Bu alanda ilk ¢alisma 2D-GE (iki boyutlu jel elek-
troforezi) metodunu kullanan arastirmacilar tarafindan
gelistirilmistir. Arastirmacilar deneysel modellerinde ti-
roid dokusunda TSH uyarisi sonrasi fosforilasyon asa-
masindaki degisiklikleri incelemislerdir??2. Bundan
sonra ise iki boyutlu analizin tiroid dokusunda uygu-
lanmasi i¢in farkli metotlar tanimlanmistir®®. Ancak
insan tiroid dokusunda proteomiks ¢aligmalari igin
bazi 6rneklerden kaynaklanan zorluklar ortaya gikmis-
tir. Bu zorluklar arasinda tiroid doku 6rneginde tirog-
lobiilin (Tg) miktarindaki gesitlilik, tiimorlerin koken
aldig1 hiicre ve doku tipindeki heterojenlik, 6zellikle ¢a-
lismada kullanilan doku 6rneklerinin siniflandirilma-
sinda yasanan giiglitkkler ve tiroid dokusundan elde
edilen protein drneklerinin ¢ok genis bir dinamik yap1
gostermesi sayilabilir. Bunlara soyle drnekler verebili-
riz: Ik olarak Tg igerigi agisindan bakildiginda makro
ve mikrofolikiiler yapilar yiiksek ya da diisiik hiicre sa-
yist ile iliskisiz Tg diizeyi gosterirler. Folikiil, kan da-
mar1 ya da eritrosit gibi yapilarin proteomik driintiisii
(paterni) farklilik gosterdigi igin spesifik bir proteindeki
artis ya da azalis igin alt sinir degerinin tanimlanmasi
zorlagabilir. Tiroid proteomunda bu degerler 6rnegin
tiroglobiilin i¢in 75 mg/mL’ye kadar ¢ikarken interlo-
kinler i¢in 1 ng/mL’den daha az bir deger gosterir?*. Bu
sorunlart agmak i¢in arastirmacilar farkl stratejiler
kullanmislardir. Sentrifugal ultrafiltrasyon ve “size-exc-
lusion” kromatografisi iki boyutlu (2D) jel 6rneginin
olusturulmasindaki giicliikkle birlikte Tg disindaki
onemli proteinlerin kaybi ile sonuglanmaktadir. Bu
problem farkli denatiire veya denatiire olmayan 6rnek-
lerin protein oziitlerinin hazirlanmas: ve HPLC-eliis-
yon tamponu, farkli akim hiz1 ve protein eliisyonu igin
farkl gradyantlar kullanmakla ¢oziimlenememistir.
Hiicre tiplerindeki heterojenite sorununu ¢ézmek ve
belli hiicre tiplerini izole etmek i¢in “laser-capture”
mikrodiseksiyon denenmistir. Ozellikle proteomiks ¢a-
lismalarinda tirosit yoniinden zenginlestirmenin ol-
dukea ise yaradigi bildirilmistir3*. Tg folikiil [iimeninde
ekstraselliiler depolandigi i¢in 6nce stromal sonra ko-
loidal 2 basamakli mikrodiseksiyon gerektirir. Bu yon-
tem Tg’yi uzaklastirmak i¢in yeterli ise de proteomda
¢ok az olan proteinler gdsterilemez ve 2D jeller lize-
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rinde olusan yatay siipriintiiler (horizontal streaks) jel-
lerin kalitesini ve spotlarin analizini bozmaktadir. Bu
yiizden kaliteli bir sonug i¢in en az yiiz bin mikrodisek-
siyon gerekmektedir. Bu da 6rneklerin proteolitik deg-
radasyon riskini artirmaktadir. Bunun ig¢in her
dokudaki spesifik Tg igerigi i¢in diizenleme yapmak ge-
rekmektedir>*34,

Srisomsap ve arkadaslar1 2D jel elektroforezi kulla-
narak tiroid dokusunu normal tiroid dokusu, multino-
diiler guatr, diferansiye tiroid karsinomlari, folikiiler
adenom, Graves hastaligi olan tiroid dokusu gibi farkh
Orneklerde incelemisler ve bu doku 6rneklerinde 32 farkli
protein belirlemislerdir. Katepsin B’nin her formunu
ozellikle papiller tiroid kanserli dokuda tespit etmisler-
dir®. Bunun disinda baska bir ¢alisgmada ise SELDI-TOF
kullanilarak normal tiroid dokusu, papiller tiroid kan-
serleri ve diger tiimor tipleri incelenmistir’. SELDI-TOF
yontemiyle kiitle spektrometri ile spesifik protein setini
yakalamak i¢in farkli kromatografik yiizeyler kullanila-
rak protein ¢ipleri iglenir. Bu yontemin zorlugu protein-
lerin yiiklerinden ve kiitlelerinden etkilenmesidir. Olugan
pikler proteinlerin kiitlesi ile iligkilidir. Bu yiizden Sofia-
dis ve arkadaglar1 diferansiye tiroid karsinomlarindan
elde ettikleri sitoplazmik ve niikleer protein 6ziitlerinin
detayli analizini yaptiklarinda papiller ve folikiiler kan-
serlerde farklilagan 13 proteini gostermislerdir. Bunlarin
iginde en yliksek skorla tespit edileni SI00A6 proteini
olarak bildirilmistir. Bu durum immiinopresipitasyon,
stv1 kromatografi kiitle spektrometrisi ile dogrulandigi
gibi Western blotlama ile de papiller kanserlerde daha
yiiksek oldugu ortaya konulmustur?*3¢-33, Yine arasgtirma-
cilar BRAF mutasyonunun bu belirlenen proteinle iliskili
olmadigini gostermislerdir®. Bagka bir arastirmaci grubu
ise yine folikiiler ve papiller kanserlerde dnce jel elektro-
forezi ardindan MALDI-TOF yontemi ile ekspresyonu
artmis proteinleri belirlemisler ve diger aday proteinlerle
birlikte SI00A6’nin papiller tiroid kanserlerinde potan-
siyel biyoisaretleyici olarak kullanilabilecegini ileri siir-
mislerdir.

Brown ve ark. 16 vakaya ait doku incelemelerinde
papiller kanserler ile normal tiroid dokusundan elde
edilen 6rnekleri karsilagtirmiglardir. Bu ¢alisgmada 5 pa-
piller karsinom, 3 folikiiler adenom vakasindan ve nor-
mal bireylerden alinan tiroid dokular1 incelenmistir.
Papiller kanser grubundan ve folikiiler adenomdan elde
edilen normal tiroid dokusu 6rnekleri 2D’li jel elektro-
forezinde benzer bir ekspresyon profili géstermistir.
Normal doku ile papiller kanserde farklilik arz eden 31
proteinin eksprese oldugu gosterilmistir. Immiinohisto-
kimyasal yontemler ile yapilan dogrulama ¢alismalari
sonucunda S1006A proteininin papiller kanserlerde
normal tiroid dokusuna gore 6.5 kat daha fazla eksprese
oldugu gosterilmistir®.

Diger bir ¢aligmada ise 5 folikiiler tiroid kanseri ve
6 folikiiler adenomdan olusan bir vaka serisinde jel elek-
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troforezi kullanilarak folikiiler kanser drnekleri folikii-
ler adenom O6rneklerinden elde edilen proteinler ile kar-
silastirllmigtir.  Aralarinda baska c¢alismalarda da
gosterilmis olan annexin A3, protein disiilfit izomeraz,
katepsin B gibi 54 protein kiitle spektrometrisi ile analiz
edilmistir. Sonuglar immiinohistokimyasal olarak da
dogrulanmistir. Bu ¢alismada 6rneklerdeki Tg icerigi
dikkate alinmamigtir*4!,

Krause ve ark. 20 benign soguk nodil, ayrica nor-
mal tiroid dokusu 6rneklerinde kantitatif proteom ana-
lizi yaptiklarinda soguk nodiillerde normal tiroid
dokusuna gore farklilasan 13 protein spotu saptamis-
lardir3+#!, Diger iki calismada ise papiller tiroid kanserli
hastalarin serumlari ya da biyopsileri SELDI-TOF tek-
nigi ile incelenmistir. Caligmalarda kanser, benign doku
ve saglikli bireye ait 6rneklerde farkli protein 6rnekleri
bulunmustur*-4,

2007 yilinda yapilan bir ¢alismada tiroid hiicre dizi-
lerinin in vivo timorlerin 6zelliklerini tagimadiklart ileri
strtilmiistii. Ancak son zamanlarda Arcinas ve ark. tiroid
timor hiicre dizilerinde insan tiroid kanseri i¢in protein
profilleri tanimlamislardir. Bu arastirmacilar glikoprote-
inleri 6zel bir denatiirasyon siireci, sindirim, solid faz eks-
traksiyonu ve elektrosprey iyonizasyon tandem kiitle
spektrometresi (ESI-MS/MS) analizine tabi tutmuslar-
dir’'. Sonuglar proteomiksin farkli tiroid kanseri histolo-
jik tiplerinde farkli oldugunu gostermistir. Bunun diginda
ince igne aspirasyon biyopsisi érneklerinde*# ve insan
timor dokularinda proteomiks analizi yapilmigtir3+3841:47,
Sonug olarak tiroid neoplazmalari igin ise yarar biyoiga-
retleyicileri belirlemek ve tiroid kanser biyolojisi ile ilgili
bilgilerimizi derinlestirmek i¢in daha fazla galismaya ge-
reksinim oldugu kanaatine vardik.

Yayina hazirlanmast i¢in almnug herhangi bir bagis ya da
destek yoktur.
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