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Protein Tanimlanmasindaki Yaklasimlar

Bu protein
nedir?

Molekuler agirlik D
|zoelektrik noktasi

Aminoasit kompozisyonu

Diger fiziksel/kimyasal ozellikler

Kismi ya da tam aminoasit sekansi
0 Edman (N-terminal sekansi) - N-term. bloklanmamigsa
0 C-terminal sekansi — genellikle uygulanmaz
0 Kutle spektrometresi-olgulen bilgi
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Jel Elektroforezi Protein
Tanimlanmasinda Ne Kadar Yeterlidir?
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m1D ve 2D jel elektroforezinden elde edilen bilgi, proteinleri
tanimlamada yeterli deqgildir

mProteinlerin molekuler agirliklari ve izoelektrik noktalari hakkinda fikir
sahibi olmamizi saglar

mPosttranslasyon modifikasyonlar ve kesikler proteinlerin molekuler
agirliklarini ve izoelektrik noktalarini etkileyebilir
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Blot Digestion of Proteins

Protein tanimlanmasinda blot kullanimi 1990’larin
ortalarinda tercih edilen bir teknikti

Jel Uzerinde dikey dogrultuda elektrik alani olusturulur
Proteinler jel icinde anoda dogru gog¢ eder
nitroseluloz gibi bir baglanma membranina aktarilir
Coomassie ya da gumus boyama yapilir

Baslangicta edman degradasyonuyla birlikte proteinlerin
tanimlanmasinda kullanildi

MS analizi icin gerekli protein prosesinin secimini
saglayan bir metod oldu
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m Metod blotta bulunan proteinin enzimatik
parcalanmasina izin verecek sekilde modifiye edildi

m Blottaki noktalar kesip alinir ve Polyvinglpyrrolidone-40
(PVP-40) adl bir ajanla muamele edilir

m PVP-40 membrani kaplar ve enzimin blotlanmis proteine
ulasmasina imkan saglar
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Protein Ornegi Peptidler

e MS

> j —  Analizi
enzim C Cj\

Enzim mekanizmasi iki reaksiyonun kombinasyonuyla etkin olur:
m Kati faz reaksiyonu:

Enzim tutunmus proteini parcalar
m  Solusyon reaksiyonu:

Fragmentlerin ileri duzey parcalanmasidir. Blotlanmis proteinden
peptid solusyonu olusur. Bu peptid solusyonu MS analizi igin
kullanilir
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Blot Tekniginde Sinirlayici Faktorler

1-Blot kullanimi sikici, yorucu ve ¢ok zaman isteyen bir teknikti
m2D jel olusturulacak

mNitroseluloza elektrotransfer yapilacak

mBoyama yapilacak

mBoyali noktalar kesilip ¢ikarilacak

mNoktalar PVP-40 la muamele edilecek

mBlotlanmig proteinler tripsin ile muamele edilecek

2-Jelden blota aktarilan proteinlerde nicel uyusmazlik goruluyordu

mBazi proteinlerin aktarilma orani yuksek iken bazilari nerdeyse hig
aktarilamiyordu

3-Membran bloklanmasindan sonra yetersiz yikama nedeniyle PVP-
40'in tasinamamasi
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Proteinlerin Jelde Parcalanmasi

m  1990’larin baslarinda gelistirildi

m Jel fikse edilir, proteinler
boyanir, fark edilen noktalar
jelden kesilerek alinir, uygun
sekilde yikanir ve jel
parcalarina enzim solusyonu
eklenir

m Enzimle jeli bulusturmak igin
jel parcalari iyice kacultulur
m peptidleri elde etmek icin bir

kac basamaga daha ihtiya¢
vardir

protein digestion robot
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Edman Degradasyonu

m 1967 yilinda Edman ve Begg adli arastirmacilar tarafindan “Protein
Sequenator” adinda bir teknik ortaya attilar

m Proteinlerin N-terminal ucunu kullanarak aminoasitleri tek tek elde
etmeye olanak sagliyordu

m Daha sonra tekrarlayan kimyasal degradasyon dongusuyle 20 a.a
sekans! yapmak mumkun oldu
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Edman Degradasyonu
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Edman Degradasyonuyla Mikrosekans Analizi

Electroblotting on a

inert membrane (PVDF 3
polyvinylidene P >
difluoride) e
Nokta kesilir

Otomatik Edman degradasyonu
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Kutle Spektrometresiyle Protein
Tanimlanmasi

m Baglarda sikici, yavas ve ¢ok fazla érnege ihtiya¢ duyan bir
yontemdi

m Yillar sonra teknolojik gelismeler ve genomik veritabanlarindaki
degisiklikler bu teknigin kullanim fikrinin gelismesine yol acti

m Matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu (MALDI)
m  Time-of-flight (TOF)
m Elektrosprey iyonizasyonu (ESI) bu alanda devrim yaratt



2002 Kimya Nobel Odiilii

“Biyolojik makromolekullerin yapisal analizi ve
tanimlanmasi yontemlerinin gelistirimesi"

“Biyolojik makromolekdullerin soft desorpsiyon
lyonizasyon metoduyla kutle spektrometrik analizi"

John Fenn Koichi Tanaka



Kutle Spektrometresiyle Protein Tanimlanmasi

2-D Gel Electrophoresis
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Kutle Spektrometresi

m Proteinlerin tanimlanmasinda oldukca etkili bir
yontemdir

= Bu yontem bize neler hakkinda bilgi verir?
1 Protein dizileri

0 Posttranslasyonal modifikasyonlari

0 Fosforilasyon
01 N- veya C- terminal modifikasyonlari
0 Glikolizasyon

1 Proteinler arasi iligkileri
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Kutle Spektrometrisi

m Molekuler agirhgin iyon yukune oranini olger
(m/z)

Esas temeli;

m Peptidleri buharlastirmak
m Elektro-sprey
= Lazer uygulamasi

= |yonlarin miktarini belirlemek
= [yon kapani (lon trap)
= TOF
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Kutle Spektrometresinin Ana Kisimlari

sample source

inlet
— P,
quadrupoles electron
ESI El, ﬂlf MALDI or time-of-flight multiplier
‘ vacuum vacuum ‘ ‘
pumps pumps

(1) iyon kaynagi: molekiler iyonlarin tretildigi ve kitle kararlhk
birimine iletildigi unitedir (MALDI, ESI)

(2) Kutle kararhilik birimi (the mass analyzer): iyonlar m/z oranlarina
gore ayrilir (TOF)

(3) iyon detektérii: Sinyaller belirlenir, ileri asamalar icin veriyi
bilgisayara aktarir.



MALDI

m Tanaka (Japonya) ve

Saamngle Hillenkamp/Karas (Almanya)
matrix tarafindan gelistirildi

pulsed

laser ight m Peptid analiti MALDI plaginda
/ J uygun matriks icinde ko-
kristalizasyona ugrar
" m Plaka bir nitrojen (N,) lazer
** ¥ oy W e ¥ tarafindan 337 nm U.V. isina
WOROROROR o maruz birakilir
—

_ o O Matriks lazer enerjisini
peptide/protein ions absorbe eder

desorbed from matrix o )
00 Enerji yluzeyden analite
transfer olur

T 0 Analit proton transferiyle
20 kV iyonize hale gecer

(sample stage or target) 0 lyonlar kiitle analiz birimine
aktarilir (TOF)
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MALDI

m Eneryi pompalamanin en
lyi yolu lazer isinlamasi
yapmaktir.

m Bu nedenle lazer
dalgaboyunu guclu sekilde
absorblayacak bir madde
matriks olarak secilir

m En uygun matriks maddesi
aromatik molekullerdir
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MALDI matriksleri

Ox__OH Oy OH
Os__OH
=
SN OH
HO
MeO OMe
OH OH
4-hydroxy-o.- 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB) 3,5-dimethoxy-4-
cyanocinnamic peptides and proteins hydroxycinnamic
acid (“alpha- acid (sinapinic acid)
cyano” or 4- proteins
HCCA)

peptides
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Time-of-flight (TOF)

a n
- I
Reflector . | .*\\\\fl_lm
time-of-flight (TOF) n
TOF I

Sample plate

Reflector

m [OF’'da Reflektron Bir grup halkasal lensten olusur ve bunlar bir
yigin halinde bulunurlar. Surekli artan bir yuksek potansiyel
halkalara uygulanir

-Reflektron biriminde iyonlar yuksek kinetik enerjiyle ivmelendirilir.
mlyonlar flight tipu boyunca hiz farkliliklarina gore ayrilir.
mDetektore carpan iyonlar kuvvetlendirilerek sayilir
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Time-of-Flight (TOF) Analyzer

high voltage - detector
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m Hareket aninda her peptid bir paket iyonla temsil edilir. Bu iyonlar dar bir araliktaki
kinetik enerjiye yani hiza sahip olarak hareket ederler.

m  Hizli hareket eden iyonlar reflektrona ilk ulasanlardir. Sahip olduklari yuksek kinetik
enerjiden dolayi reflektronda daha fazla ilerlerler. Kinetik enerjileri sifir oluncaya
kadar bu hareket devam eder.

m Bu arada diger iyonlar da reflektrona giris yaparlar. Bu iyonlar yonleri degistiriimeden
once reflektron icinde daha az mesafe katederler (kinetik enerjileri daha az daha
cabuk sifir noktasina ulasirlar). Bunun sonucunda yavas hareket eden iyonlar iyon
paketinin onundeyken hizli hareket edenler arkasinda kalir



|-TOF Kutle Spektrometresi

- 1ons that are too heavy
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N ‘ flight tube

only ions of the right mass
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Molekuller ayni yuke sahip olduklarinda kutleleriyle orantili bir hiza sahip
olacaklardir

Genel olarak MALDI'de peptidler +1 yukludur

Peptidler kutlelerine gore flight tupun igcinden gecerler ve farkli zaman
araliklarinda detektore carparlar

Kutle spektrometresi verileri kolayca m/z oranina donusturdr.
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MALDI-TOF Kutle Spektrometresi

Jel elektroforezinden
izole edilen proteinler
enzimlerle
parcalanir,
tuzlarindan arindirihir
Kristalizasyon igin
doymus matriks
solusyonu iceren
MALDI plagina
aktarilir

Lazer isini uygulanir

Hizli enerji trasferiyle
plaka yuzeyinden
iyon firlatilir ve
peptidleri gaz fazina
donusturur

MALDI plagina +20
ile +30 kV’larda
yuksek voltaj
uygulanir

Pozitif yakll peptidler
flight tipunun agzina
dogru hizlanir

Peptidler agiz
kismina (z/m)"?
orantili bir hizla
ulasirlar

Peptidler agiz kismini
gectikleri anda hepsi
ayni Kinetik enerjiye
sahiptir ancak farkli
kutleden dolayi ayni
hiza sahip degildir

Kuguk kutleli iyonlar
once detektore
carpar ve sinyal
kaydedilir

Veriler bilgisayar
ortaminda
degerlendirilir
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MALDI I¢in Ornek Hazirlanmasinda
Farkli Yaklasimliar

m Cleanup Prior to Spotting
m Spotting

m Cleanup Post Spotting

m On plate concentration
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Cleanup Prior to Spotting

m Bu yaklasim orneklerin tuzlardan ve polimerlerden ayrilmasinda
yararli olmustur.

m Ziptips adl pipet uclarina ya da kolonlara tampon bir polimerik
destek icinde reverse faz materyali gomulur.

m Reverse faz materyal taneleri polimer icine iyice yayilir
m Analit sivisi buradan kolaylikla akar

m Orta ve yuksek seviyedeki peptid karisimlarinin temizlenmesinde
yararli Ancak dusuk miktardaki peptid karisimlarini analiz etmek bu
yontemle oldukga zordur.
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Spotting

m  Kucuk miktarlardaki peptidlerin analizi igin
m “Dried Droplet” metodu

m Bu yontemde peptid karisiminin suyu cekildi ve a-cyano-4-
hydroxycinnamic asit ile doyurulmus asitli su icinde asili birakilir

m Bu organik karisimdan 1 mikrolitre MALDI plaginin igine konulur ve
kurumaya birakilir

m Bu yontem ornek hazirlanmasi i¢in hizli bir yoldur ancak en duyarli
yol degildir
m “Two-layer” metodu

= |k dnce a-cyano-4-hydroxycinnamic asit soliisyunu MALDI plaginin
uzerine konulur ve bir mikrokristal tabakasi olusturmasi icin
kurumaya birakilir

m Daha sonra matriks ve analit solusyonu ilk tabakanin uzerine
konulur ve kurumaya birakilir

m Bu yontem oldukga sikici olmasina ragmen analizde daha temiz bir
spektra verir. Ayrica bu metod otomatiklestirilebilir
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Cleanup Post Spotting

m Bu yontem bir spotting
yonteminin hemen ardindan
uygulanir.

m Bir su damlasi MALDI plaginin
uzerindeki her bir spota eklenir
ve su damlasi ucurulur ve
spotlar kurumaya birakilir. Bu
basamak tuzlar ve kurutulmus
kristaldeki hidrofilik
molekullerin eldesini saglar
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On plate concentration

m Analit konsantrasyon artigi gozlemlenen sinyali artirabilir

= Ornek miktar kisith oldugunda yogunlugu artirmanin tek yolu spotun
buyukligunu azaltmaktir

m MALDI plaklar kiguk ve hidrofilik spotting bolimleriyle hazirlanir
fakat plagin diger kismi hidrofobiktir

= Bir damla peptid solusyonu spot tzerine konuldugunda hidrofobik
cevre ve yuzey gerilimi damlanin yuzeyle temasini kisitlayacak bir
sekil almasina zorlar

m Damla kururken kucguk hidrofilik page Uzerinde yogunlasir.

m Sonug; MALDI plagi tzerinde kicuk bir alanda yuksek bir
konsantrasyondur
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Post-Source Decay

Fazla enerji peptidlerde(iyonlarda) kiriklara yol acar. Bu iyonlar
dusuk kinetik enerjilerinden dolayi genellikle MALDI-TOF
analizlerinde gorulmez

m  Ancak reflektron Uzerindeki ayarlar degistirilerek dusuk enerjili

peptid kiriklari tespit edilebilir

PSD, reflektron Uzerindeki farkli ayarl 6zel kitle dagilimi igin
spektra alinmasiyla gerceklestirilir. Daha sonra butun spektra
birlestirilir.

PSD, peptidlerin kirik patternlerinin eldesinde hizli bir yol gibi

gorunse de ciddi olarak duyarlliktan uzaktir. Ayrica kirik patternleri
ayirt etmek siklikla zordur. Bu nedenle tercih edilen bir yontem

degildir
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Veritabanlari

m PepSea ve MS-Fit
(http://prospector.ucsf.edu)

m MOWSE ve Mascot
(http://www.matrixscience.com/)

m Profound (http://prowl.rockefeller.edu/)




Kutle Spektrometrik Verilerle Proteinlerin
Tanimlanmasinda Kullanilabilecek Web

Adresler
Program Web Address
BLAST http://www.ebi.ac.uk/blastall/
Mascot http://www.matrixscience.com/cgi/index.pl?page=/home.html

MassSearch http://cbrg.inf.ethz.ch/Server/ServerBooklet/MassSearchEx.html
MOWSE http://srs.hgmp.mrc.ac.uk/cgi-bin/mowse
http://www.narrador.embl-
PeptideSearch
heidelberg.de/GroupPages/PagelLink/peptidesearchpage.html
Protein Prospector http://prospector.ucsf.edu/

Prowl http://prowl.rockefeller.edu/

SEQUEST http://fields.scripps.edu/sequest/




" SEIESEet (Matrix Science) for peptide

mass fingerprints

/2 Matrix Science - Microsoft Internet Explorer
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" SEIESEet (Matrix Science) for peptide
mass fingerprints

MATRM} Mascot Search Results

SCIENCE.
Uzer : Joe
Email : jlooBEchem. uwcla.edu

Search title : Chem 266 example

Database : NCBEInx 20030426 (1418929 sequences; 456730478 rezsidues)

Timestamp : 1 May 2003 at 01:09:31 GMT

Top Score : 187 for gill15801397, cell division inhibitor, a membrane ATPasé, activates minC [Escherichia coli 01
Prohahility Based Mowse Score

Score is -10*Log(F), where P is the probability that the observed match is a tr evetit.
Frotein scores greater than 74 are significant (p=0.05).

2 N
=
- . 0 = 0
2 possible identification
I ]
=
=

0 T T T T T T T T II 1

a0 100 150
Probability Based Mowse Score

Concise Protein Swmmary Report
Switch to full Protein 5 Report

To create a bookmark for this report, right click this link: Concize Surnrnary Report (Chern 266 exaraple)

Re-Search All Search Unmatched




" EEIgsEet (Matrix Science) for peptide

mass fingerprints

Number of Hits
()]

0 T T T 150 T T T T 15|[:| T 1
Probability Based Mowsze Score
Concise Protein Summary Report
Switch to full Profein Swmmmary Report <@ get more info on probable proteins

To create a bookmark for this report, rght click this link: Concize Surtnary Report (Chern 266 exarmple)

Fe-Search All =earch Unmatched
1. gil|lE2013597 Mas=: Z9E53c6 Total score: 157 Peptidezs matched: 10
cell division imhibitor, a membrane ATPase, actiwvates minC [Escherichia coli 0157:HY EDL233]
gill&7EE10E Mamg: Z948F Total score: 114 Peptides matched: 2
cell division imhibitor, a membrane ATPase, activates MinC, directs division apparatus to middle of cell by oscil
gil|le?e0?0s Ma=s=: 292508 Total score: 25 Peptides matched: 7
septum site determining protein [fSalmonella enterica subsp. enterica serovar Typhil
oi|#38rF89 Mazmg: 142373 Total score: 59 Peptides matched: 4
&05% ribosomal protein L17 [Picea marianal
qil|E28FeE88lb Mas=: TIETG Total score: L& Peptides matched: &
excimaclease ABC subunit C [Rickettsia sibirical . .
i | 15892757 Mass: 73307 Total score: 5& Peptides matched: & ||St Of a” pOSS|b|e matCheS
excitmaclease ABC subunit C [Bickettsia conoriil
oi|443035 Ma=s=: 18&6EEL Total score: 54 Peptides matched: 4
Lysozyme (E.C.3.Z2.1.17) Mutant With Fln 105 Replaced By Flu (Ql05e)
gi|#30094 Mams: 186EL Total score: 54 Peptides matched: 4

Lysozyme (E.C.3.2.1.17) (Mutant With Asn 11& Replaced By Asp) (M116D)



