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DERLEME

Hastaliklara yeni bir tani yaklasimi: protein-cip

teknolojisi

Sefik Giiran (¥*)

Ozet

Yirmibirinci ylizyiin basinda artik, insan
genom projesinin sonuna yaklasilmistir.
Giiniimizde insanoglu, genom ile ilgili cok
daha fazla bilgiye sahiptir. Diger ta-
raftan, yeni bir teknoloji olan biyocip
teknolojisi kullanima girmis ve rutin
genom analizlerinde kullanilmaya baslan-
mistir. Rutin yapilan genetik ve biyo-
kimyasal analizlerde, genellikle tek bir
gen bolgesine veya tek bir proteine bakil-
maktadir. Yeni kullanilmaya baslanan bi-
yocip teknolojisi bir anda, bir ornekte,
bircok farkli bolgeye bakabilme avantaji
sunmaktadir. Bu teknoloji ile kanser gibi
bircok faktoriin ve genin etkilendigi
hastalik tablolarinda timoriin protein ka-
lib1 ¢ikarilabilmekte, daha o6zgiin ve has-
sas kanser markirlar bulunabilmektedir.

Anahtar kelimeler: Biyocip, kanser,
mikroarray, protein-cip teknolojisi

Summary

New diagnostic approaches into dis-
eases: protein chip technology

At the beginning of XXIst century, human
genome project has been nearly complet-
ed. Today, much more is known about the
human genome. On the other hand, a new
technology named biochip technology has
been in use in routine genome analyses.
Only one gene region or protein is gener-
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ally analyzed in routine analyses in genet-
ics and biochemistry. Biochip technology
allows the advantage of searching for
many loci in one sample at the same
time. The protein pattern of a tumor can
be demonstrated by using this technology
in diseases such as cancer, where several
factors and genes are affected, and it is
possible to find out more specific and
sensitive new cancer markers with this
new technology.

Key words: Biochip, cancer, microarray,
protein-chip technology

Giris

Insanlik tarihinin en biiyiik ve
sonuglart agisindan en o6nemli pro-
jelerinden biri olan Insan Genom Projesi
("Human Genome Project”), DNA'nin
molekiiler yapisinin Watson ve Crick
tarafindan 1953 yilinda ag¢iklanmasindan
tam 50 yil sonra bitme asamasina gel-
migtir. Elde edilen veriler, insanogluna
yeni ufuklar sunarken, bir¢ok farkli pro-
jelerin de baglamasma neden olmustur.
Bunlar i¢inde, insanoglunun irklara bagli
ozelliklerini inceleyen tek niikleotid
polimorfizminin (SNP) bulundugu proje
gosterilebilir. Bu proje ile kigiye ozgii
tedavi protokollerinin olusturulabilecegi
digiintilmektedir (1,2). Diger taraftan,
insan genom projesi ile elde edilen bilgi-
lerin ¢ogu ham bilgilerdir. Bu bilgilerin
klinige uygulanmasi icin, yeni bazi bil-
gilere ihtiya¢ vardir. Halen hiicrede
nereden,

bircok  molekiiliin hangi

kosullar altinda sentezlendigi bilin-

memekte ve protein molekiillerinin rolleri
agiklanamamaktadir. Bu nedenle, giinii-
miizde genomiks denilen DNA-RNA
iligkilerini agiklamaya calisan veya pro-
teomiks denilen RNA-protein iligkisini
agiklamaya caligan yeni ¢aligma alanlar
ortaya ¢ikmustir. Bir¢ok hastalik; gen kon-
trolii ile ilgili problemler, transkripsiyon,
post-transkripsiyonal modifikasyon ve
translasyon sirasinda olusan degisiklikler
ile olugmaktadir. Bu nedenle, niikleik asid
bazli (DNA ve RNA) laboratuvar tetkik-
leri yaninda, protein bazli laboratuvar
tetkiklerinin de 6nemi artarak siirmekte-
dir (3).

Siklikla kullanilan geleneksel labo-
ratuvar yontemleri, genellikle tek bir gen
veya proteinin arastirilmasina yoneliktir.
Hastaliklarin ¢ogunda birgok gen etkilen-
mekte (multigenik) ve bir¢ok faktdre bagh
olarak hastaliklar olugmaktadir (multifak-
toriyel) (4). Bu da, birgok farkli genin ve
proteinin bir arada, kolay ve efektif olarak
incelenebilmesini giindeme getirmistir.
Guntimiizde gelisen bilgisayar teknolo-
jisinin biyolojiye uyarlanmast ile kargimiza
¢ikan DNA c¢ipleri, bize bu olanagi sagla-
maktadir. Mikroarrayler ile etkilenen gen-
lerin ekspresyonlari, kanserli bir dokuda
ayni anda ¢aligilmakta, hiicre siklusunu
(dongiisiinii) etkileyen yiizlerce genin
ckspresyonu takip edilebilmektedir (3).

Halen, tek bir kansere 6zgiin hassas
bir markir (belirte¢) yoktur. Klinikte sik
kullanilan prostat kanserine 6zgiin PSA
("prostate specific antigen") ve over kan-
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serine 6zglin CA 125, diigiik 6zgiinliik ve
duyarliliga sahiptir. Bu markirlarin 6z-
giinliigiinii artiracak ve bir anda ¢ok daha
fazla markira bakabilecek yeni tekniklere
ihtiyag vardir. Bu nedenle, rutin klinik
hizmetlerinde kullanilacak, temel bilimsel
aragtirmalarda yararlanilacak protein-¢ip
(protein array) teknolojisinin yapimi giin-
deme gelmigtir (5).

Protein-¢ip teknolojisinin tipta ve
temel bilimlerde kullanimi: Protein-
¢ip veya protein-array teknolojisinde
temel prensip, 6zel hazirlanmig bir lam
tizerindeki protein bilgilerinin, uygun
yontemler ile bir "software" programa
aktarilmasi ve bunlarin bilgisayar ekranin-
da gortintir hale getirilmesidir. Bu
teknolojide geligtirilen farkli yontemler
olsa da, temelde iki grup altinda ince-
lenebilir. Birinci grupta tek bir protein
dirtiniine 6zgtin olarak gelistirilen sistem-
ler (antikor bazl) yer almaktadir. Tkinci
grupta ise, tim proteinler birden ¢alig-
maya alinir. Bu proteinlere ait bilgiler,
uygun programlar aracihg ile iglenir ve
elde edilen bilgilerin farkli hastalik tablo-
larinda ne gibi degigiklikler gosterdigi
incelenir (5).

Sadece belli bir proteini bulmaya
yonelik hazirlanan protein-array yonte-
minde, biyolojik materyal, cogunlukla bir
idrar veya kandir. Uygun kosullarla bu
orneklerden hazirlanan lamlarda, istenen
proteinin varligl, mikroarray teknolojisi
ile aragtirilmaktadir. Burada 6nemli olan,
bulunmak istenen proteinlere yiiksek
oranda baglanabilme 6zelligine sahip olan
molekiillerin elde edilmesidir. Tyi bir
molekiil, istenen proteine baglanabilmeli
ve daha sonra yikamadan etkilenmeme-
lidir. Bu iglem i¢in en uygunu antikor
kullanimidir (6). Daha sonra elde edilen
veriler bir "software" program yardimu ile
kullanima hazir hale gelmektedir. Lazerin
mikroarray teknolojisinde kullanilmasi ile
geligtirilen teknoloji sayesinde, biyopsi
orneklerinden hiicre ylizey markirlarinin
profili bulunmaktadir. Falsey ve ark. hiic-
re yiizeyinde yer alan peptid ve kiiciik
molekiiler yapilarin dinamik olarak ince-
lenebilecegini ortaya koymuglardir (7).
Ozel olarak lamlara yayilan hiicre hat-
larinda floresans baglanmasi ile protein
yapisi, fosfor 33 ile isaretli ATP ve spesi-
fik protein kinazlar ile molekiillerin fos-
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forillenme paterni gosterilmigtir. Lamlara
baglanan hiicrelerde, adezyon molekdilleri
ortaya konmugtur. Tiim bu veriler birara-
da degerlendirildiginde, hiicre hatlarinda
farkl evrelerde bircok hiicre membranina
ait molekdillerin dinamik incelenmesi
miimkiin olmustur (7).

Artan deneysel c¢alismalar, kanserli
olgularda markir olarak kullanilabilecek
molekiiller ile ilgili 6nemli ipuglarini da
vermektedir. "Multidrug resistance-asso-
ciated protein 2" nin kolon, akciger, mide,
over, meme ve renal kanserlerin tedavisi
agamalarinda farkli ekspresyonlari, tedavi
takibine ait 6nemli ipuglar1 vermektedir.
Meme kanserinde siklin E'nin ckspres-
yonunun artmast da énemli bir paramet-
redir. Vimentinin renal hiicreli kanser-
lerde, "insulin-like growth factor-binding
protein 2" ve buna baglanan 27 kd' luk
"heat-shock" proteinlerin prostat kanse-
rinde takibi 6nemlidir (8,9). Konjestif
kalp yetmezliginde, meme kanserinde ve
losemilerde uygun antikorlar1 baglayan
mikroarraylerin kullanimi hizla yayila-
bilir. Ancak, rutin kullanima girmesi i¢in
teknolojinin ucuzlamasi ve daha basit hale
getirilmesi gereklidir (9).

Klinik proteomiks ¢aligmalarinda
temel amag, farkli hastaliklara ait 6zgiin
biyomarkirlarin ortaya konmasi ve bunun
tan1 testi olarak kullanilmasidir. Bu
teknoloji, serum ve idrar gibi drtinlerde
kolaylikla uygulanabilir. Ancak, biyokim-
yasal mekanizmalarin karmagikligi nedeni
ile, bir ¢ok hastalikta tek bir biyolojik
markir ile sonuca ulagilamamaktadir. Bu
nedenle hastalik progresyonu sirasinda
ortaya ¢itkan molekiillerin galigilmasinda,
¢oklu markir panellerinin veya pro-
teomiks panellerinin ¢aligilmasi giderek
daha 6nemli olmaktadir (10,11).

Proteomiks konusunda temel aragtir-
malarda kullanilan "two-dimensional
electrophoresis"-2D teknolojisi 6nemli
bir adimdir ve bu konuda bir ilktir (12).
Ancak, bu teknoloji bazi teknik zorluklar-
dan dolay1, artmug 6rnek sayilarinda rutin
olarak kullanilamamaktadir. Giiniimiiz-
de, ¢ok fazla 6rnegin ¢alisilmasina uygun
olarak ELISA yontemi vardir. Bu test,
giivenilir, ucuz ve kolay uygulanabilir bir
testtir. Ancak, ozellikle kanserli olgularda
6zel markirlarin gosterilmesinde yetersiz
kalmaktadir. Ozel antikorlar1 taniyacak

mikroarraylerin gelistirilmesi ile, yogun
antikor bulunan ortamda hastaliklarda
artan protein miktar1 (ckspresyon) goste-
rilebilecek ve bu yolla yeni biyomarkirlar
bulunabilecektir. Burada en 6nemli so-
run, bu proteinlere 6zgiin olarak baglana-
cak molekiillerin yapilmasidir (9).
Gelistirilen yeni bir teknolojide, kro-
matografik yiizeye proteinler baglanmak-
ta ve "mass spectrophotometer” ile bu
proteinlerin toplam dl¢iimii yapilmak-
tadir. Burada, 6zel bir proteinin aran-
masindan ¢ok, tiim proteinlerin baglanma
kalibt ("pattern") incelenmekte ve farkli
farkl
edilmektedir. Normalde ve hasta birey-

kosullarda, parametreler elde
lerde elde edilen farkli spektrumlar kar-
silagtirilarak, hastaliklarda biyomarkar
olarak kullanilabilecek molekiillerin ipug-
lar1 elde edilmektedir. Bu yeni teknoloji-
lerde, kontaminasyon gibi laboratuvar
hatalarin1 en aza indirecek teknolojiler
kullanilmakta, idrar ve serum hazirlan-
masinda otomatik sistemlerden yarar-
lanilmaktadir. Elde edilen verilerin, kul-
lanicinin kolaylikla anlayacagi forma ulag-
mast igin, farkli bilgisayar yazilimlari
iizerinde calisilmaktadir. Bu teknolojiler,
ozellikle kigilere ait HIV direncinin
aragtirilmasinda, prostat, over, mide,
akciger ve mesane kanserlerinin takibinde
aragtirma bazinda kullanilmaktadir (8,13-
15).

Bu yeni teknolojinin giintimiizde ilk
kullanimlari, meme kanseri tizerine yapil-
mugtir. Meme kanseri, giniimiizde kadin-
lar arasinda en sik gorilen kanser
turiidir. Yaklagik her on kadindan biri,
hayatinin belli bir déneminde meme
kanserine yakalanmaktadir. Bu nedenle,
meme kanserinin tanisinda rutin fizik
muayene, ultrasonografi ve mamografi
incelemeleri onemlidir. Ancak, tiim bu
tetkikleri bir¢ok kisiye bir tarama testi
olarak yapmak zordur (15). Meme kanseri
tanisinda CA15.3, giiniimiizde en fazla
kullanilan biyomarkirdir. Bu markirin
sensitivitesi %23, spesifitesi ise ancak
%69 dur (5).

Gelistirilen protein-¢ip teknolojisi ile
yapilan bir ¢aligmada, 169 olgu incelen-
migtir. Olgularin 103'd meme kanserli
(evre I-III arasi), 25 olgu iyi huylu
(benign)

meme hastaligina sahiptir.

Segilen 41 olgu ise, meme yoniinden
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sagliklidir. Caligmada ti¢ yeni markir elde
edilmig ve bu markirlar BC1 (4.3 kDa),
BC2 (8.1 kDa) ve BC3 (8.9 kDa) olarak
adlandirilmigtir. Bu ii¢ markira ait sensi-
tivite %93, spesifite %91 olarak bulun-
mustur. Bu Ornek, bize toplumlarin
taranmasinda bu tiir teknoloji ile olugtu-
rulacak ¢oklu-markir (multi-marker) pa-
nellerinin saglayacag: yararlari, gbz 6niine
sermektedir (16).

Benzer teknoloji, giintimiizde sadece
protein bazinda degil, RNA bazinda da
o6nemli aragtirmalarda kullanilmaktadir.
RNA bazinda yapilan caligmalarda gen
ckspresyonuna ait ¢aligmalar 6n plana ¢ik-
makta ve rutin genetik hizmetlerde, pre-
natal tanida ve postnatal tanida kullanil-
maktadir. Artik, tim genomda polimorfik
markirlara bakilarak uniparental dizomi
tespit edilebilmektedir. "Genomic im-
printing"de cksprese olan bir genin,
anneden ve babadan gelmesine bagl fark-
I1 hastalik tablolar1 tanimlanmaktadir.
Buna en iyi 6rnek, kromozom 15q11-
13'de olan bir delesyonun anneden gelen
veya babadan gelen kopyada olmasina
gore Prader Willi ve Angelman sendromu
gibi iki farkli hastalik tablosunun ortaya
¢itkmasidir. Son ¢alismalar, mikroarray
yontemler ile gen ekspresyonundaki kay-
bin hangi bolgeden oldugunu ortaya ko-
yabilmekte, rutin alanda bu analizlerin
kullanilabilmesine olanak saglamaktadir
(17-19).

Tiim bu bulgular, halen rutin kullani-
ma girmese de, proteinlerin analizinde
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biyogiplerin 6nemli bir rolii olacaginin
habercisidir. Ozellikle, coklu-markirlarim
¢aligilacag panellerin, bir¢ok hastaligin
tanist ve tedavi takibinde 6nemli ipuglart
verecegi aciktir.
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