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Parkinson Hastalig1 Tanisinda
Proteomiks Yaklagimlarinin
Yeri ve Biyobelirte¢ Arayislar

Proteomics Approaches to Parkinson’s Disease
and Search for Potential Biomarkers:
Review

OZET Parkinson hastaligi (PH) sonuglar itibari ile birgok insanin yasam standardini diisiiren, Glimle
sonuglanabilen, ekonomik olarak tedavisi maliyetli ve yash nufus arttik¢a goriilme siklig1 artan bir
sinir sistemi hastalifidir. Beynin substantia nigra pars kompakta bolgesinde dopamin iireten ve
hareketlerin kontroliinden sorumlu olan motor néronlarin zaman igerisinde 6lmesi sonucu ortaya ¢ikar.
PH teshisinde kullanilan klasik semtomlar arasinda titreme, kaslarda sertlik, hareketlerde yavaslama ve
postural bozukluklar sayilabilir. Tiim bu belirtiler ortaya ¢iksa bile, iyi bir nérolog dahi hastalik teghisini
yiizde yiiz dogrulukta ortaya koyamayabilir ¢linkii PH ¢oklu sistem atrofisi ve Lewy cisimli demans gibi
diger bazi norolojik hastaliklarla karigtilmaktadir. Bunlara ilaveten, hastaligin belirtileri ortaya
¢ikmadan erken teshisi su an igin miimkiin olmayip, varligi motor noronlarin %70’den fazlasi
kaybedildikten ve fiziksel belirtiler ortaya ¢iktiktan sonra anlagilmaktadir. Bu nedenle fiziksel belirtiler
ortaya ¢ikmadan, PH'nin erken teghisinde kullanilabilecek bir biyobelirteg veya biyobelirte¢ grubunun
bulunmasi oldukga 6nemlidir. Proteomiks yaklasimlar biyobelirtec kesfi amacl yapilan ¢aligmalarda
siklikla kullanilirlar. Proteomiks kisaca hiicre veya biyolojik sivilardaki proteinlerin varliklarinin
gosterilmesi, ortam veya biyolojik sartlara bagh olarak organizmada olusan degisikliklerin protein
seviyesinde incelenmesi diye tarif edilebilir. Genom aragtirmalar1 sonras: ¢ag: olarak da goriilen bu
alan, hiicrede asil gorev yapic1 molekiiller olan proteinlerin tanimlanmasindan fonksiyonlarina kadar
¢ok genis bir yelpazede aragtirma yapma olanag: saglamaktadir. Bu makalemizde Parkinson hastaliginin
teshisinde kullanilabilecek biyobelirteclerin kesfi amach yapilan proteomiks ¢aligmalarini gozden
gecirerek, 6nemli noktalar: vurgulamaya ¢alistik. Heniiz belirlenmis bir biyobelirte¢ olmamasina
ragmen, aday biyobelirteclerin bulunmas: yakin gelecek adina timit vermektedir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson hastaligy; biyolojik belirleyiciler; proteomiks

ABSTRACT Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder, which may affact lives of
many people by lowering their life quality and expectancy. PD is an expensive to treat disorder and
increasingly encountered as the number of elderly increases. The disease is believed to be caused
by the death of movement-controlling motor neurons present in substantia nigra pars compacta
part of the midbrain. PD is usually diagnosed with the emergence of the classical symptoms namely
bradykinesia, rigidity, tremor and postural instability. Diagnosis of PD is mostly a challenging task
even for an experienced physician because several other neurological diseases display similar symp-
toms such as multiple system atrophy and Lewy body dementia. Early diagnosis of PD is not possi-
ble, yet essential because PD is diagnosed after the symptoms appear and more than 70% of the
motor neurons have been lost. Therefore, discovery of a biomarker or a biomarker array that can
be used for early diagnosis of PD would be a great help for patients as well as for the physicians. Pro-
teomics approaches are often used in biomarker discovery. Proteomics can be briefly described as
the study of proteoms in cells or in biological fluids and investigates the changes in proteoms under
various physiological conditions. Proteomics sometimes referred to be the postgenomic era covers
a braod range of research field from description of proteins to the functions of proteins. In this ar-
ticle, we aimed at reviewing and emphasizing the importance of proteomic studies carried out to
discover a biomarker or a biomarker array in order to diagnose PD. Although there is no validated
biomarker or a biomarker array for diagnosis of PD, promising results have been obtained.

Key Words: Parkinson’s disease; biological markers; proteomics
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I PARKINSON HASTALIGI

Parkinson hastaligi (PH) bir sinir sistemi hastalig1-
dir. Diinyada en az alt1 milyon insan bu hastalikla
miicadele etmekte ve her yil binlerce insan bu has-
talifa yakalanmaktadir.! PH i¢in verilen insidans
ve prevelans oranlari iilkelere, 1rk, etnisiteye ve ya-
pilan ¢alismanin zamanina gore farklilik goster-
mektedir. Yapilan literatiir taramas: sonucunda
kargilagilan makaleler icerisinde Van Den Eeden ve
ark. Parkinson insidans1 iizerine yapmis olduklar:
calismada hastalik insidansinin en yiiksek oranda
Hispaniklerde, daha sonra Hispanik olmayan be-
yazlar, Asyalilar ve Siyahlar seklinde siralandig:
bildirilmistir.? Degisik iilkelerde yapilan ¢alisma-
larda farkli insidans sonuglari ortaya ¢ikmis olsa da,
yillik insidansin 4.5-21/100000 oldugu diisiiniil-
mektedir. Prevelans i¢in ise 18-328/100000 arasin-
da degisen oranlar verilmektedir.> Avrupada
yapilan bir calismada Parkinsonizm prevelans:
%1.6 olarak bulunmugtur.* Karsimiza ¢ikan diger
iki caligmada ise Parkinsonizm’in prevelansi
10000°de 360, insidans1 10000°de 18 olarak veril-
mektedir.>® Tirkiye icin verilen prevelans degeri
ise 100000°’de 111°dir.”

Klinik olarak incelendiginde hastalifa 6zgii
bir¢ok belirti mevcuttur. Bunlar arasinda dinlen-
me aninda titreme (istirahat tremoru), kas sertligi
(rijidite), hareketlerde yavaglama (bradikinezi) ve
postiir bozuklugu (postural insitabilite) sayilabilir.?
Tiim bu belirtilerin arkasinda yatan patolojik sebep
beynin substantia nigra pars kompakta (SNpC) kis-
mindaki dopaminerjik néronlarin dejenere olarak
olmesi gosterilmektedir.’ Patolojik olarak PH’nin
klasik tanisi otopsi sonrasi alinan beyin dokularin-
da Lewy cisimlerinin bulunmasi ile yapilir. Lewy
cisimleri ise alfa-siniiklein pozitif protein ve lipid
¢okeltileri olarak tanimlanirlar.'®!! Ancak diger
bazi nérolojik hastaliklarda da PH benzeri semp-
tomlarin ve Lewy cisimleri birikiminin oldugu
gosterilmistir (Lewy Body Dementia Association :
http://www.lewybodydementia.org/). Bu neden-
ledir ki Lewy cisimlerinin yalniz bagina varlikla-
r1 dogrudan PH tanisinda kullanilamaz. PH’ nin
arkasinda yatan biyokimyasal ve genetik faktorler
daha giivenilir teshis konulabilmesi i¢in mutlaka
detayli bir sekilde aragtirilmalidir.
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PH gelisimini tek bir neden iizerinden deger-
lendirmek dogru degildir. Bugiine kadar hastaliga
neden olan birgok faktor tarif edilmigse de bunlar
arasinda 6ne ¢ikanlar1 kisaca gevresel ve genetik
faktorler seklinde siniflandirmak mimkindir.
Cevresel faktorler daha subjektif ve kontroli
toplum bagimli oldugundan, hastaligin olusu-
mundaki etkileri dolaylidir. Genetik faktorler ise
hastaligin olusumunda dogrudan tanimlanabile-
cek faktorlerdir. Ailesel Parkinsonizm’e neden olan
bir mutasyonun 1997 yilinda belirlenmesi ile PH
genetiginde yeni bir donem baglamis ve o zaman-
dan giiniimiize en az sekiz farkli genin hastalikla
iligkisi tanimlanmgtir (Tablo 1).'? Bu bolgeler ara-
sinda 6. kromozomun kisa kolunda q25-27’de bulu-
nan bolge ozellikle ilgingtir. Bu bolge Parkin
proteinini kodlayan (Swiss-Prot erisim numaras::
060260) Park2 genini icerir (GenBank erigim nu-
marasi: EF375726.1). Park2 geni genomda 1.3 Mb
bir alan kaplayan ve 12 ekzon igeren bir gendir.
Park2 geni tizerindeki mutasyonlarin PH’ya sebep
olabilecegi ilk kez Kitada ve ark. tarafindan goste-
rilmistir.!® Park2 tizerinde 1998'den bu yana bir¢ok
mutasyon bulunmus ve bu mutasyonlarin erken
baslayan Parkinsonizme sebep olabilecegi gosteril-
migtir.!*

PARKINSON TANISI VE TANIDA
YASANILAN ZORLUKLAR

Parkinson hastaliginin klinik tanisinda kullanilan
klasik belirtileri yukarida kisaca 6zetledik. Bu yazi-
mizin amact PH’y1 klinik agidan incelemek olma-
dig1 ic¢in tami kriterleri iizerinde durmayacagiz.
Detayl bilgi icin okuyucu ilgili kaynaklardan fay-
dalanabilir.’>'® Ancak burada bilinen bir gergegi
vurgulamakta fayda vardir ki, o da hastaligin tani-
sinin hi¢ de kolay olmadigidir. Maalesef Parkinson
tanisi konulan her 100 hastadan sadece 76 tanesi
taniya uygun ol¢iitleri saglamaktadir.*?! Tablo 2’de
PH ile siklikla karigtirilan hastaliklar verilmistir.
Bu hastaliklar arasinda 6zellikle ila¢ kullanimu ile
tetiklenen PH (IKTPH) ve Kortikal Lewy Cisimi
(KLC) hastalig1 en sik rastlanilanlaridir. ilag kulla-
nimu ile tetiklenen PH’ya dopamin saklanmas: ve
salinimini engelleyen herhangi bir ilag sebep olabi-
lecegi gibi, kalsiyum vazodilatérleri veya antihis-
taminik baz ilaglar da yol agabilir. KLC hastalig1

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2011;31(3)



Neurology Kasap et al
TABLO 1: Parkison hastaliginin genetiginde rol oynayan genler ve fenotipik karsiliklari
Bolge Gen Protein Fonksiyonu  Fenotip Kaynak
PARK1 SNCA Sinaptik PH 12
Difiiz Lewy Cisimcigi hastaligi
PARK2 (Otozomal resesif) Park2 E3 ligaz Erken baslayan ve yavas gelisen ve PH 13
PARKS {Otozomal dominant) Bilinmiyor {Kromozomun  Bilinmiyor PH 59
2p13 kolunda)
PARK4 (Otozomal dominant) Park4 Sinaptik Hizla gelisen ve baslangi¢ yasi 30 ile 60 61
arasinda olabilen PH
PARKS5 (Otozomal Dominant) UCHL1 Ubiquitin Tipik PH. Bilinmeyen patoloji ve baslangici 61
hidrolaz/ligaz 50 yas sonrasl
PARKS (Otozomal resesif) PINK1 Protein Kinaz Tipik PH. Bilinmeyen patoloji ve baglangici 62
30-50 yas aras!
PARK?Y (Otozomal resesif) DJ-1 Oksidatif strese Yavas ilerleyen, bilinmeyen patolojisi olan PH. 62
cevap Baslangici 30-50 yas aras!.
PARK8 (Otozomal resesif) LRRK2 Protein Kinaz Yavas ilerleyen, degisken patolojisi olan PH. 63
Baslangici 40-60 yas arasi

PH: Parkinson Hastalig.

PH ile siklikla karigtirilan bir hastaliktir. Bu hasta-
likta gozlemlenen Lewy cisimleri seyrek bir dagili-
ma sahiptir ve postmortem incelemelerde beyin
siingerimsi bir yap1 aldig goriilmistiir.! Hastalik
ileri donemlerinde sebep oldugu halisiinasyonlar
ile PH’dan ayrilmaktadir.

PH’nin belirtilerinin ortaya ¢ikist beyindeki do-
paminerjik néronlarin %70’den fazlasinin liimii ta-
mamlandiktan sonra olmaktadir. Bugiine dek yapilan
¢alismalarda neden 6zellikle beyinin SNpC bélgesin-
deki néronlarn etkilendigine dair kesin deliller bu-
lunamamigtir. Varsayilan, beynin bu bolgesinden
iiretilen dopaminin yapisal kararsizli§1 sonucu olus-
turdugu yan triinlerin proteinleri modifiye ettigi-
dir.”? Bunun yaninda, uygun olmayan mitakondri
aktivitesi ve reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesi de
PH’nin molekiiler nedenleri arasinda sayilmaktadir.
Mitokondrial aktivititedeki diistisiin PH’ya yol acti-
gina dair kanitlar 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidro-
piridin (MPTP) ve rotenon gibi kompleks I
inhibitorleri ile yapilan deneyler sonucunda anlasil-
mugtir.??* Tm bu yapilan aragtirmalarda kargilagilan
en ciddi sorun elde edilen bulgularin sebep mi yok-
sa sonu¢ mu oldugunun anlagilamamasidir. Ornegin,
“Lewy cisimlerinin PH’l1 hastalarin beynindeki var-
11 hastaligin olusumuna sebep midir, yoksa bu ci-
simler hastalik olusumunun bir sonucu mudur?”,

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2011;31(3)

TABLO 2: Parkinson hastaligi ile siklikla karistinlan
diger norodejeneratif hastaliklar.?”

Hastaliklar Yiizdeleri
ilag kullanimi ile tetiklenen PH (IKTPH) >%76
Kortikal Lewy Cisimi (KLC) >%76
idiyopatik Parkinson Hastalig %76
Alzheimer's Hastaligi %3
ilerleyici supraniklear felg %6
Coklu sistem atrofisi %5
Striatali kapsayan Alzheimer tipi patoloji %3
Lacunar durum %2
Nigral atrofi %1
Postensefalitik Parkinsionizm %1
Essential tremor 1

bilinmemektedir. Lewy cisimlerinde UCH-L1 gibi
protein katlanmasina yardimeci olan saperon (chape-
ron) proteinlerin bulunmasi hiicrenin Lewy cisimle-
rinin olusumunu engellemede son bir gayret
igerisinde oldugunu diisiindiirmektedir. Sekil 1'de
PH olusumuna katkis: oldugu diisiiniilen faktorler
sematik olarak gosterilmistir. Bu faktorler arasindaki
kayip baglantilarin ortaya ¢ikartilmasi PH i¢in uy-
gun tan1 ve tedavilerin gelistirilmesi agisindan 6nem
tasimaktadir. Bugiine dek yapilan ¢aligmalar sonu-
cunda 6grendigimiz tek gercek var ki, o da PH’nin
bir proteinopati hastalig oldugudur.>? Bagka bir ifa-
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SEKIL 1: Parkinson hastaligina sebep oldugu diistiniilen temel metabolik
yollar ve aralarindaki heniiz agiklanmamis iligki.

deyle PH bir protein yanlis katlanma hastaligidir. Pek
¢ok norodejeneratif hastalik hatali katlanmis prote-
inlerin n6ron hiicreleri icerisinde veya hiicreler ara-
s1 boslukta birikmesiyle
asir1 hatali protein birikimi néronal baglantiy: ve

karakterize edilirler. Bu

plastisiteyi negatif yonde etkilemekte, apoptozis sin-
yallerini tetiklemektedir. Bunlarin en iyi bilinen &r-
nekleri; PH’da gozlenen o-sintiklein (a-synuclein)
ve sinipilin-1’in (synphilin-1) hatal: katlanmasi, biri-
kimi ve agregatlar olusturmasidir. Benzer sekilde
Alzheimer hastaliginda da -amiloid (B-amyloid)
peptidlerin senil plaklar olusturarak hiicreler aras
boslukta birikmesi ve asir1 fosforillenmis tau prote-
inlerinin hiicreler icersinde norofibriler yumaklar
olusturmas: ile karakterizedir. Parkinson hastaliginin
gelisiminde rol aldig1 diisiiniilen Lewy cisimcikleri
protein ve yaglarin heterojen bir karisim sekilinde
birikmesiyle olusmaktadir. Inkliizyonun merkezini
lipidler olustururken cevresel filamentsel yapilari;
ubikitin, norofilamentler, gesitli proteosomal ele-
mentler ve a-siniiklein gibi proteinler meydana ge-
tirebilmektedir. Bozuk, yanhs katlanmis proteinlerin
birikimi ve agregat olusturmaya yatkinliklar hiicre
icersinde genelde iki sekilde olmaktadir. Bunlardan
birincisi mutasyonlu, anormal ve okside olmus pro-
teinlerin degrede edilemeyecek kadar fazla olmalari,
ikincisi ise proteozomal fonksiyonun azalmas: veya
bozulmasidir.”? Ozellikle a-siniiklein Parkinson
hastaligiyla iligkili oldugu diistiniilen proteinler ara-
sinda dikkat cekmektedir.?
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Hiicrelerde yanlis katlanmis proteinlerden
kurtulmanin birden fazla yolu vardir. Genel olarak,
normal sartlar altinda hiicresel kontrol mekaniz-
malar1 saglikli néronlarda protein agragatlarinin
olugsmasina miiseade etmezler. Burada kisaca iki
onemli mekanizmadan bahsetmek yerinde ola-
caktir. Bunlarda ilki saperonlardir, saperonlar
yanlis katlanmigs proteinlerin hiicresel toksik et-
kilerine karg1 bir savunma mekanizmas: gorevi
yapmaktadirlar. Saperonlar hiicresel stresten kay-
naklanabilecek bir proteinin peptidleri arasinda-
ki yanlis katlanmalari, bu bolgelere baglanarak
yeniden uygun sekilde katlanmalarini saglayarak
engel olabilirler. Saperonlarin hiicresel kalite
kontrollerine ek olarak ubikitin —proteozom sis-
temi (Ubiquitin-proteosome system; UPS) ve oto-
faji/lizozomal degredasyon bozuk proteinlerin
temizlenmesinde gorev almaktadir. Saperonlar
yanlis katlanmis proteinleri tamir edemedikleri
zaman, yikim i¢in proteozom sistemi devreye
girer. Norodejeneratif hastaliklarda, hiicre igeri-
sinde veya hiicreler arasi boslukta protein agra-
gatlarinin birikmesi bu sistemlerde meydana
gelen bozukluklardan dolay: olusmaktadir.?? Bun-
lar arasinda proteozomal yol 6zellikle PH olusu-
munda dogru ¢aligmamasi veya yetersiz kalmasi
ile rol oynamaktadir.*® Kisaca agiklamak gerekir-
se proteozomal par¢alanma yolunda yanlis katlan-
muig proteinler 76 amino asitlik ubikitin adi1 verilen
bir protein ile isaretlendikten sonra parcalanarak
ortadan kaldirilirlar. Isaretlemede gérev alan iig
temel protein grubu vardir (Sekil 2). Bunlardan il-
ki E1 olarak da bilinen ubikitin aktive edici en-
zimdir ve hiicrede tek tipi bulunur. Aktive olan
ubikitin, ubikitin-E1 kompleksi tizerinden E2 ola-
rak da bilinen ubikitin konjuge edici enzim tizeri-
ne aktarilir. Hiicrede bir diizine E2 enziminin
varlig bilinmektedir. Konjuge edilmis ubikitin en
nihayetinde E3 olarak da bilinen ubikitin ligaz
yardimi ile parcalanacak proteine aktarilir. Poli-
ubikitinlenmis olan protein 20/26S proteozomal
kompleks tarafindan parcalanarak degrede edilir.
Hicrede El’den fazla miktarda E2, E2’den daha
fazla da E3 ubikitin bulunmaktadir. Her basa-
makta fazlalagan bu say1 bir sonraki spesifik bag-

lanmayi artirmaktadir.?’-2831-33

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2011;31(3)



Neurology

Kasap et al

@ ,:f%\@@
AMP +PPi

E2

SEKIL 2: Protein ubikutinasyonu ve rol alan enzimler.
Kisaltmalar: Ubk, Ubikutin; E1, Ubikutin aktive edici enzim;
E2, Ubikutin konjuge edici enzim; E3, Ubikutin ligaz; P, protein.

I PARKINSON HASTALIGI VE PROTEOMIKS

PH iizerinde yapilan arastirmalar alt1 farkl alt ba-
sliga ayrilabilir. Bu alt baghklar sirasi ile (1) PH’ya
yatkinlik, (2) PH'nin ortaya ¢ikmasi, (3) PH'nin
ilerlemesi, (4) Glivenilir, teshis (5) Terapotik biyo-
belirtegler ve (6) Hastaligin seyrini degistirici yak-
lagimlar olarak verilebilir. Bu bagliklar arasinda
ozellikle giivenilir teshis ve terapétik biyobelir-
te¢ler 6nemlidir, ¢iinkii néronlarin bozulmasi
hastaligin belirtileri ortaya ¢ikmadan ¢ok dnce
gerceklesmekte (muhtemelen bes ile 10 yil 6nce)
ve noronlarin %70’ kaybedilmeden hastalik belir-
tileri ortaya ¢ikmamaktadir. Giivenilir bir biyobe-
lirte¢ ya mRNA seviyesinde ya da protein
seviyesinde bulunabilir.** PH’nin protein temelli
bir senaryosu oldugu disiiniiliirse (alfa-siniiklein,
Parkin, DJ-1 ve LRRK2 gibi proteinler) kullanila-
cak en akilli yaklagim protein biyobelirteglerinin
aranmasidir. Bu amacla kullanilacak en iligkili me-

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2011;31(3)

todoloji de proteomiks metodolojisidir. Bu derle-
mede proteomiks nedir, hangi teknolojiler nasil
kullanilir genel bir cerceve icerisinde agiklanacak
ve Parkinson hastaliginda proteomiks yaklagimlar
ile biyobelirteg arayislar1 6zetlenecektir.

PROTEOMi.KS NEDIR VE HANGI
TEKNOLOJILER NASIL KULLANILIRLAR?

Proteomiks aragtirmalarinin tarihi protein ¢aligma-
lar1 ile baglasada bilinen anlami ile metod olarak
koklenleri 1975’1i yillara uzanmaktadir.®® “Proteo-
m” terimi ise ilk defa 1994 yilinda bir sempozyum-
da Marc Wilkins ve ark. tarafindan bir genomun
ifade ettigi tiim proteinleri tanimlamak i¢in 6neril-
mis (PROTein-genOME) ve 1995 yilinda doktora
tezinin bir parcasi olarak bilim diinyasina kazandi-
rilmigtir.3® Genel bir tanimlama ile proteom, belirli
bir an da hiicrenin sahip oldugu tiim proteinlerin ta-
nimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Bir organiz-
mada genomun degismeyen dogasinin tam tersi
sekilde proteomun igerigi dokudan dokuya hatta bir
hiicreden diger bir hiicreye farklilagabilmekte, cev-
resel faktorler, yas, cinsiyet, hastaliklar ve fizyolojik
durumlar (hiicre dongiisti, apoptoz gibi) gibi i¢ ve dis
faktorlere bagimh olarak degisebilmektedir.

Proteom ¢aligsmalarina duyulan ihtiyag iki ne-
denden dolayidir. (1) RNA seviyesindeki regiilas-
yonlar proteine yansimayabilir. Ornegin 23 farkl
insan hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada 1066
gen iriiniine ait RNA ve protein profilleri karsilas-
tirilmig ve aradaki iligkinin tiim iyimserlige ragmen
%331 ge¢medigi gorillmiigtiir.%’” (2) Genomiks,has-
taliklar ve ilgili genler arasindaki iliskinin bir kis-
mini ortaya koymasina ragmen son iiriin olan
proteinlerin ¢ogunun maruz kaldig1 translasyon
sonras1 modifikasyonlar1 (TSM) 6ngoremez ve bun-
larla hastaliklar arasindaki iligkiyi kuramaz. Bagka
bir ifadeyle DNA/RNA elde edilmesi ve ¢alisilmasi
kolay 6rnekler olmasina ragmen, bunlardan elde
edilen bilgide sinirlamalar mevcuttur. Ribozomlar-
da sentezleri sonrasi proteinler basit kimyasal
gruplarin veya kompleks molekiillerin eklenmesi
ile translasyon sonras1 modifikasyonlara ugrarlar.
En cok gozlenen modifikasyonlar proteinlere kar-
bohidrat ve fosfat gruplarinin eklenmesi ile ol-
maktadir. Baslicalar1 fosforilasyon, glikolizasyon,
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asetilasyon, deaminasyon, siilfasyon, palmitoylas-
yon olan 300’den fazla TSM belirlenmistir.

Genom projesinin tamamlanmasinin ardindan
insanda yaklagik 20000 ile 25000 arasinda protein
kodlayan genin var oldugu tahmin edilmektedir.
Alternatif splicing ve TSM’ler goz 6niine alindigin-
da bu say1 2000000 milyon protein veya protein
fragmentine ulagabilmektedir.?”*° Noroproteo-
miks agisindan bakildiginda da bu rakamlar ilgi ce-
kici seviyede karmagiktir. Yaklagik 10" néronun,
10 glia hiicresinin, 10" sinaptik baglantinin bu-
lundugu eriskin beyninde 12000 ile 14000 genin
eksprese oldugu, sentezlenen proteinlerin %90’dan
fazlasinin izoformunun {retildigi distintlirse,
yaklagik 250000 ile 300000 arasinda protein néro-
nal sistemde gorev almaktadir.*!

Proteomiks denildiginde sadece proteinlerin
adlandirilmas: anlagilmamalidir. Yaglanma, strese
ve ilaclara verilen cevaplarda, hastalik durumlarin-
da degisen protein profillerinin belirlenmesi, pro-
teinlerin miktar tayinlerinin yapilmast, hiicre, doku
ve organ seviyesinde lokalizasyonlari, sahip olduk-
lar1 translasyon sonrasi modifikasyonlarin karakte-
rizasyonu, yap1 ve fonksiyonlarinin ortaya ¢ikaril-
masinin yaninda miimkiin olan protein-protein ili-
skilerinin ortaya konmasi, proteomiks ¢aligmalari-
nin baglica alt bagliklar1 arasindadir. Ozellikle klinik
proteomiks, hastalik ve saglik kosullarinda farkl
sekilde eksprese olan proteinlerin belirlenmesi,
aragtirilmasi ve tanimlanmasi i¢in ¢ok genis bir fir-
sat sunmustur. Bu alana odaklanmis olan ¢aligmalar
sayesinde daha iyi diagnostik ve prognostik biyobe-
lirteglerin gelistirilmesi, yeni terapétik hedeflerin
kesfi ve en sonunda kisiye 6zel tedavilerin gelisti-
rilmesi miimkiin olacaktir. Patolojik duruma bagh
olarak degisimleri gozlenebilen bir biyobelirteg,
yiiksek risk altindaki bireyleri izleme imkani ver-
digi gibi, hastaligin tedavi edilebilir erken sathasin-
da teshisini de kolaylagtirmaktadir. Ideal bir
biyobelirtecin su 6zelliklere sahip olmas: beklen-
mektedir.* (a) Belirli bir hastaliga yiiksek derecede
6zgiin olmahidir (b) Yiiksek hassasiyete sahip olma-
Lidir (c) Kolay kullanimi olmalidir (d) Standart so-
nuc¢ vermelidir (e) Kullanilacak 6rnek miimkiin
oldugu kadar kolay elde edilmelidir (f) Degerlen-
dirci olan klinisyen i¢in a¢ik ve kolay anlagilabilir
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olmalidir. Biitiin bu sayilanlar bir biyobelirtecin kli-
nik kullanimim etkileyecek faktorlerdir. Teorik ola-
rak her bir hastalik kendine 6zel biyobelirteg ile
karakterize edilebilir ve tanimlanabilir olmalidir.
Ancak ¢ogu hastalik durumu igin birden fazla biyo-
belirte¢ kullanilmaktadir.

Bir proteomiks ¢aligmasinda en 6nemli aga-
ma arastirmanin yapilacagi konuya uygun érnek
materyalin secilmesi ve bu materyalden protein
oziitiiniin elde edilmesidir. Klinik proteomiks ¢al-
1smalar1 goz 6niine alindiginda karsimiza en sik
kullanilan ti¢ 6rnek materyali ¢ikmaktadir: (1) Bi-
yolojik sivilar, (2) Doku materyali, (3) Hiicre kiiltii-
ri ornekleri. Calisilacak 6rnegin kaynagina ve
kullanilacak proteomiks yaklasimina bagli olarak
protein Oziitiniin elde edilme metodu farklidir.
Klasik bir proteomiks ¢aligmasinda takip edilecek
adimlar su sekilde siralanabilir (Sekil 3).

1. Ornek hazirlama: Ornekler hiicre kiiltiiriin-
den, dokulardan veya biyolojik sivilardan hazirla-
nabilir. Her bir 6rnegin hazirlanmasinda o 6rnek
icin gelistirilmis bir protokol kullanilmalidir.

2. Aynigtirma: Proteinlerin veya peptidlerin
MS analizi 6ncesi ayrigtirilmalar: gerekmektedir.
Ayristirma ya jel tizerinde ya da jelsiz ortamda ger-
ceklestirilebilir. Jel iizerinden ayrigtirma agaroz ve
poliakrilamid jeller kullanilarak yapilirken, jelsiz
ayrimda kromotografik metodlardan yararlanil-
maktadir.

3. Kiitle analizi: Kiitle analiz cihazlar ile yap-
Lir. Kiitle analiz cihazlar 6rnegin iyonizasyon sek-
line ve analizatdre gore farklilik gostermektedir.

4. Verilerin degerlendirilmesi: Elde edilen ve-
rilerin degerlendirilmesi protomiks ¢alismalarinin
biyoinformatikle iligkili olan basamagidir. Deger-
lendirilmesi gerekli olan iki tip veri vardir. Bunlar
peptidlerin m/z oranlar1 veya elde edilen amino asit
dizileridir. Degerlendirmeler veri bankalarindan ve
arama motorlarindan karsilastirmali olarak yapila-
bilir. Analizler sonucunda protein tanimlanmasina
gidilmektedir. Ayrica TSM’lerin belirlenmeside yi-
ne yapilan analizler sonucunda miimkiindiir. Bu
amaclara uygun olarak gelistirilmis pek ¢ok yazi-
lim ticretli ya da ticretsiz olarak arastirmacilarin
hizmetine sunulmustur.
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$EKiL 3: Klasik bir proteomiks calismasinda takip edilecek adimlarin ana cergevesi. Kisaltmalar: BOS; Beyin Omurilik Sivisi, SDS; Sodyum Dedosil Silfat, 2D;
iki boyutlu, HPLC; High-performance Liquid Chromotography, IP; Immunoprecipation, CE; Capillary electrophorsis, TOF; Time of Flight, MS; Mass spectrometer.

PARKINSON HASTALIGINA
PROTEOMIKS YAKLASIMLAR

PH’nin erken teghisinde kullanilacak nérokimya-
sal, biyokimyasal ya da genetik temelli bir biyobe-
lirtecin kesfi arastirmacilarin uzun zamandir ugras
verdikleri bir konu olmugtur, ¢iinkii PH belirtileri-
nin ortaya ¢ikmasindan ¢ok 6nce baglayan ve be-
lirtileri ortaya c¢iktiktan sonra ise yapilacak ¢ok
fazla seyin kalmadig: bir hastaliktir. Giiniimiizde
uygulanan tedavilerin ¢ogu semptomatik olup, yan
etkileri uzun vade de yikici olan tedavilerdir. Ma-
alesef PH'nin teshisinde kullanilan tek bir biyobe-
lirtecin varligindan bahsetmek miimkiin degildir.
Boyle islevsel tek bir biyobelirteg arayis: da ashin-
da pek akillica bir yaklasim degildir. Dogru olan tek
bir biyobelirte¢ yerine bir biyobelirteg paneli olu-
sturulmasidir.

PH teshisinde kullanilacak biyobelirteg aray-
1slarinda ilk adim biyobelirtecin hangi kaynaktan
calisilarak elde edilecegidir. Bu amagla kullanila-
bilecek biyolojik materyalleri alt bagliklar halinde
tartigmakta fayda vardar.

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2011;31(3)

PLAZMA/SERUM

Plazma protein igerigi agisindan oldukc¢a zengin-
dir.® Icerdigi proteinleri bes farkli kaynaktan ala-
bilir. Birincil kaynak karaciger ve bagirsaklarca
salinan proteinler olup, serumda en ¢ok bulunan-
laridir (albumin gibi). Bu proteinlere ek olarak
plazmada gegici siire bulunan proteinlerde vardir.
Bu gruba lizozomlarda pargalanacak olan ve hiic-
reler {izerindeki reseptorleri araciligi ile hiicre ige-
risine alinan proteinler 6rnek verilebilir. Plazmada
bulunan bir bagka grup protein ise hasarli dokular-
dan plazmaya sizmis olan proteinlerdir. Bu prote-
inler normalde plazmada bulunmaz doku veya
hiicre hasar1 olugturan bir hastalik durumunda
plazmaya karigirlar. Bu proteinlerin biyobelirteg
olarak degeri ¢ok yiiksektir ve bazilar: hali hazirda
teshis amaclh kullanilmaktadirlar (kardiak tropo-
ninleri, kreatin kinaz, ALS, ALT gibi). Bir ii¢lincii
grup protein ¢oklukla tiimor dokular: tarafindan
seruma salgilanan ve kanser belirtegleri olarak kul-
lanilan proteinlerdir. Son grupta ise enfeksiyon
kaynakli olan ve yabanci organizmalara ait olan
proteinler bulunmaktadir. Basit bir mantikla diisii-
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niildiigiinde PH’ya ait bir biyobelirteg proteinin se-
rumda aranmasi yanlis bir yaklagim olmalidir, ¢iin-
kii PH bir norodejeneratif hastaliktir ve dogrudan
beyni ilgilendirir. Bu agidan bakildiginda protein-
lerin kan-beyin bariyerini asarak plazmaya karig-
masini beklemek dogru olmayabilir. Ancak yapilan
calismalar hem PH hem de diger bazi nérodejene-
ratif hastaliklar i¢in plazma da biyobelirteg arayisi-

nin dogru oldugunu gostermektedir.!+*

Plazma ya da serumda biyobelirteg arayisla-
rinda kargilagilan zorluk plazma veya serumda faz-
la miktarda bulunan proteinlerin varhgidir. Bu
proteinler analizler sirasinda potansiyel biyobelir-
teg proteinleri maskeliyerek tespit edilmelerini en-
gellerler. Bu noktada karsimiza ¢ikan proteinler
arasinda albumin, seruplazmin, transferin, hap-
toglobulin, IgG hafif ve agir zincirlerini saymak
miimkiindiir. Ozellikle 2D temelli jel elektrofo-
rezlerinde bu proteinler plazma ve serumdan in-
dirgenerek caligmalar tasarlanmalidir. Bu amagla
kullanilan Blue]el gibi albumin indirgeyici 6nciil
teknolojiler yerini daha spesifik ve verimli ¢alisan
MARS (Agilent Teknolojileri) gibi antikor bazlh
teknolojilere birakmaktadir.

BEYiN OMURILIK SIVISI

Beyin omurilik sivis1 (BOS) beynin etrafini saran,
beyin dokusu ile direk temas halinde olan ve bir
kismi da beyin dokusu tarafindan tretilen bir si-
vidir. Bu nedenle beyinde meydana gelen degisik-
likleri takip etme adina en giivenilir sonuglarin
alinabilecegi kaynaktir. Bunun yaninda nispeten
lombar ponksiyon gibi zor olmayan bir prosediir-
le elde edilebilir olmas1 ve istenilen miktarda tek-
rarlanabilir bi¢cimde ve hasta yasadig siirece
alinabilinmesi, BOSu ilgi ¢eken bir biyolojik kay-
nak haline getirmistir. Ancak her biyolojik kay-
nakta oldugu gibi BOS ile ¢alismanin da zorluklar:
vardir. Bunlar arasinda BOS’un yiiksek tuz kon-
santrasyonu (150 mM), diistik protein konsantras-
yonu, plazma/serumdaki gibi agir1 miktarda bazi
proteinleri icermesi, lombar ponksiyon prosediirii-
niin hastaya ac1 verici olusu ve BOS alimi sirasinda
BOS’un kan ile kirlenmesi ihtimali sayilabilir. Bu
nedenle BOS galigmalari bu dezavantajlar géz onii-
ne alinarak gerceklestirilmelidir.
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DOKU

Norodejeneratif hastaliklarin proteomiks yakla-
simla calisilmasinda insan beyin dokusu ulasila-
bilirligindeki zorluk, postmortem ¢alismalarda
kargilagilan protein parcalanma problemleri ve
parcalanmaya bagli yanlis yonlendirici biyobelir-
tec proteinlerin bulunmasi nedeni ile az sayida ga-
lismada kullanilmistir. Hayvan modellerinden
alinan dokular ile yapilan ¢alismalarin insana uy-
gulanabilirligindeki yetersizlikler hayvan modeli
calismalarinin zayif yonii olmustur. Tim bunlara
ragmen yinede doku c¢alismalarindan elde edilen
yol gosterici veriler literatiirde mevcuttur.** Do-
kudan protein eldesinin kolayligi, elde edilen pro-
tein Orneginin proteince zengin olusu ve ozellikle
2D jel 6rneklerinde temiz, tanimlanabilir binlerce
protein spotunun bulunmasi deneysel olarak doku-
ya yonelimi artirmaktadir. Bunlara ek olarak be-
yinden alinan dokunun néropatolojik inceleme ve
kesin tan1 koymada kullanilabilirligi, doku 6rnek-
lerinden istenilen bolgenin kesilerek calisilabilin-
mesi ve PH gelisimi ile olusmus yapilarin (mesela
Lewy cisimlerinin) direk olarak incelenebilmesi de
doku calismalarinda ¢ok 6nemli bir avantaj teskil
etmektedir.

HUCRE KULTURU

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalar: hastalardan biyolojik
madde aliminin zor oldugu ve hastaligin biyokim-
yasal ve genetik mekanizmasinin (gen susturma ve
enzim assayleri gibi) anlagilmasinin istendigi du-
rumlarda tercih edilmektedir. Yapilan ¢aligma-
larda ¢ogunlukla primer hiicre kiiltiirii yerine
ticari olarak eldesi kolay hiicreler kullanilmak-
tadir. Bu hiicreler arasinda PH ¢aligmalarinda
ozellikle tercih edilmesi gerekli olan hiicre tipi,
dopaminerjik néron reseptorlerini eksprese eden
SH-SY5Y hiicreleridir. Hiicre kiiltiiri ¢aligmala-
rinda dikkat edilmesi gerekli en 6nemli nokta elde
edilen verilerin in vitro ortamda elde edildiginin
unutulmamasi ve hiicre tipi dikkate alinarak deger-
lendirilmesidir. Dolayisi ile elde edilen sonuglara
dikkatle yaklasilmali ve yorumlar gerektigince
abartilmadan yapilmalidir. Bizim bu konudaki de-
neyimimiz hiicre kiltiirii caligmalarinin 6zellikle
protein ekspresyonu, hiicre ici lokalizasyon ve pro-
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tein-protein etkilesimlerinin ¢alisilmasi konusunda
faydali oldugu yoniindedir.

Kisaca elde edilen bilginin ifade ettigi deger
acisindan biyolojik materyalleri siralamak gerekir-
se; canli doku, post-mortem doku, hayvan modeli
ve hiicre kiiltiirti seklinde bir siralama yapmak uy-
gundur.

I PROTEOMIKS GALISMALARINDAN
CIKARTILAN SONUCLAR

Parkinson iizerine yapilan proteomiks ¢aligmalari-
n1 ve biyobelirteg arayislarini bir noktada toplamak
oldukga giictiir. Bunun en temel nedeni yapilan ¢a-
lismalarda kullanilan biyolojik materyalin, metot-
larin ve bunlara bagh olarak da ¢ikan sonuglarin
farkli olusudur. Bu duruma verilecek en giizel 6r-
negi son ii¢ yil icerisinde yapilan ve ayn1 biyolojik
maddeyi kullanan ti¢ farkli ¢aligma olugturmak-
tadir. Ekim 2008’de tamamlanan bir caligmada,
Sinha ve ark. beyin omurilik sivisini inceledikleri
14 Parkinson hastasinda 2D-jel elektroforezi ve
kiitle spektrometresi kullanarak alt1 proteinin (Se-
rum Albumin Precursor, Serum Albumin Chain-A,
Hemoglobin b-Fragment, Mutant Globin, Proline
Rich Repeat 14, Serum Transferin N-Terminal Lo-
be) biyobelirteg 6zelligi tasiyabilecegini gostermis-
lerdir.*” Ayni yilin Aralik ayinda yayinlanan bir
bagka caligmada Guo ve ark. 14 adet Parkinson
hastasinda yedi farkli proteinin (Apolipoprotein
E, Autotaxin, Complement C4a ve ii¢ farkli SOD1
izoformu, Pigment Epithelium-Derived Factor) bi-
yobelirteg 6zelligi tasiyabilecegini 2D-jel elektro-
forezi ve LC-MS/MS kullanarak gostermiglerdir.*
Bunu takip eden 2010 yili ¢caligmasinda ise Cons-
tantinescu ve ark. 56 Parkinson hastasinda yaptik-
lar1 ¢aligmada dort farkli proteinin (Ubiquitin,
Microglobulin, iki adet Secretogranin Fragments)
biyobelirte¢ 6zelligi tasiyabilecegini SELDI-TOF
kullanarak tespit etmislerdir.* ilging olan bu ¢alis-
malarda bulunan biyobelirte¢ proteinlerin hi¢biri-
sinin ayni olmayisidir. Benzer sekilde insan
substantia nigrasindan gerceklestirilen proteom
analizinde iki farkli grup birbirinden tamamen fak-
L1 biyobelirteg proteinler tanimlamislardir. Her iki
grubun kullanmis olduklar1 biyolojik materyalin
(SNpC) ve metotlarin (2D-jel elektroforezi ve
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MALDI-TOF-MS) ayni olusu uyumsuzlugun ne-
denini aciklama da arastirmacilari zor durumda
birakmaktadir.*# En genel manada belirtmek ge-
rekirse, laboratuvarlar aras1 6rtiismeyen sonuglar
proteomiks ¢aligmalarinin en zayif noktasidir. Bell
ve ark. tarafindan 2009 yilinda gerceklestirilen bir
caligmada 20 farkl laboratuvara gonderilen ayni
ornek sadece yedi farkli laboratuvar tarafindan
dogru olarak analiz edilebilmigtir.>® Bu nedenle va-
lidasyonu eksik veriler tizerinden giiglii yorumlar
¢ikarilirken ¢ok dikkat edilmeli ve yanhs yonlen-
dirici yorumlardan kaginilmalidur.

Hiicre kiltiirii temelli caligmalarin degeri pro-
tein ekspresyonlarinin hiicre tizerindeki etkilerini
anlamaktan kaynaklanmaktadir. Ozellikle alfa-si-
niiklein adli proteinin hiicre toksisitesine yol agti-
g1 ve toksisitenin mekanizmasi hiicre kiltiri
tizerinden ortaya ¢ikartilmigtir.>">? Bir diger yak-
lagimda ise hiicre tizerinde toksik etki yaptig: dii-
stiniilen ve Parkinsonizme yol acan ajanlarinin
(6-OH dopamin, Rotenon, Dopamin, MPTP gibi)
bu etkilerini nasil gosterdiklerini anlamada kulla-
nilmaktadir.>®

Doku temelli ¢aligmalara dokunun elde edil-
mesindeki zorluk nedeni ile pek sik rastlamiyoruz.
Tiim beyin dokusunun ¢alisilmas: biyobelirteg pro-
tein bulunmas agisindan fayda saglamayacagindan,
ozellikle beynin hasar almis bolgesi ¢aligilmalidir
ki bu bolge Parkinson hastalarinda SNpC bolgesi-
dir. Beynin kii¢iik olan bu bolgesinin cerrahi yolla
¢ikartilmasi deneyim gerektirmekte ve ozellikle
hasarsiz dokudan uzaklastirilmis dokunun ¢aligil-
mast gerekmektedir. Aksi takdirde elde edilen da-
tanin validasyonu imkénsiz hale gelmektedir. Doku
calismalarinda uygulanacak en akilli yaklagim la-
zer diseksiyonu yardimu ile elde edilen dokularin
kullanilmasidir. Lazer diseksiyonu yapilarak elde
edilen dokudan ¢aligmis gen ekspresyon ¢aligmala-
rina literatiirde rastlasak da, bu dokularla yapilmis
pretom analizlerine rastlamadik.>*

Hayvan modelleri PH caligmalarinda siklikla
kullanilmaktadir ve hayvan modelleri {izerinden
elde edilen bulgular sayesinde PH olusumunun
molekiiler mekanizmasi hakkinda ciddi ipuglar el-
de edilmistir.® Ozellikle parkin-nakavt farelerle
yapilan ¢alismalar proteosomal yoldaki eksiklikle-
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rin hiicre metabolizmasini nasil etkiledigini ve
hiicreyi nasil bir strese maruz biraktigini agiklar ni-
teliktedir.>® Alfa siniiklein eksik fareler ile yapilan
caligmalar alfa-sinukleinin neden motor néronlara
toksik etki yaptigini agiklar niteliktedir.’” Kimyasal
ajanlar kullanilarak olusturulmus PH hayvan mo-
delleri ile gerceklestirilmis proteom caligmalar: bu
ajanlarin neden PH’ya sebep oldugunu ortaya ¢i-
karmistir.>® Bu caligmalarda 6zellikle mitakondri-
yal metabolizmadaki bozukluklarin ve oksidatif
stressin PH olusumdaki 6neminin ortaya ¢ikaril-
mast vurguya degerdir. PH ¢alismalarinda Drosop-
hilia modeli de kullanilmistir. Ozellikle A30P alfa
siniiklein mutantini eksprese eden Drosophilia, mi-
takondrinin ve hiicre iskeleti elementlerinin PH
olusumundaki rolint gii¢lendirmigtir.”® Sonug ola-
rak alt1 ¢izilmesi gerekli olan en can alic1 nokta, bu
modellerin faydali caligmalara 6n ayak olmasinin
yani sira hi¢birisinin PH’y1 taklit etme agisindan
birebir olmadigidir. Dolayist ile elde edilen tiim ve-

riler mutlaka insanda onanmali ve dikkatle analiz
edilmelidir.

0 SONUC

PH’nin dogru ve erken tanisi ancak dogru ve uy-
gun bir biyobelirtecin veya biyobelirte¢ grubu-
nun bulunmasi ile miimkiin olacaktir. Boyle bir
belirtecin bulunmasina giden yol ise proteomiks
calismalarindan ge¢mektedir. Eger kullanilan
teknolojiler ve protokoller tizerinde laboratuvar-
lar arasi bir birlik olusturulabilirse, farkli arastir-
macilarin elde ettigi verileri karsilagtirmak ve
dogrulamak miimkiin olacaktir. Her ne kadar HU-
PO (insan Proteom Organizasyonu) bu konuda cid-
di adimlar atmigsa da, heniiz boyle bir birligin
varligindan bahsetmek miimkiin degildir. Bu du-
ruma PH’nin karmagik ve multifaktoryel yapis: da
katkida bulunmaktadir. Her seye ragmen sarf edi-
len ¢abanin @imit verici sonuglar1 yakin gelecekte
ortaya ¢ikacaktir.
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