PROTEIN KUTLE SPEKTROMETRISIi
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5,39 baglanti yapar ve toplamda 1.835 baglanti vardir.

Bu grafikte maya proteomuna iliskin olarak, http://biodata.mshri.on.ca/grid internet adresindeki GRID
veritabaninda bulunan ve toplamda 14.000 fiziksel etkilesimi iceren veriler gérsellestiriimistir. Her bir
protein islevsel olarak aciklayici 'Gen Ontoloji' kural ile renklendirilmis ve aralarinda her biri icin en
az Uc etkilesim bulunan proteinler bir grup olarak ayrica belirtiimistir. Grafikte maya genomunun
kodladigi ~6.000 ptoteinin 4.543 adedi g&sterilmis ve aralarindaki toplam 12.843 etkilesim duz ¢izgiler
ile belirtiimistir. Her protein icin bilinen ortalama etkilesim sayisi 2,82'dir.Yliksek diizeyde etkilesim
sergileyen 20 kompleks toplamda 340 gen icermektedir. Bu komplekslerdeki her bir protein ortalama

Sekil 1

Giris:

“Proteom” terimi ilk olarak ‘uluslararasi
elektroforez derneg@i’nin 1994 yilinda Siena’da ger-
ceklestirdigi bir toplantida Marc Wilkins tarafindan
Onerilmistir. Wilkins bu terimi bir genom tarafindan
ifade edilen tum proteinleri tanimlamak igin kul-
lanmigtir. “Proteomik” terimi ise proteomdan tire-
tilmistir. Proteomik en genel anlamda gen ve hiicre
fonksiyonlarinin dogrudan dog@ruya protein dize-
yinde belirlenmesi ile ilgili olan bilim dalidir. Bu
amagla, genetik regulasyon aglarinin analizinden,
proteinlerin nitelik, nicelik, modifikasyon durumu,
ifade dizeyleri ve birbirleri ile gelistirdikleri etkile-
simlerin analizine kadar genis bir ¢alisma alani
proteomik olarak tanimlanir. Aslina bakilirsa

proteomigin bu derece 6nem kazanmasi ve mev-
cut halini almasindaki baslica etken, genom proje-
sinin sonuglarinin yarattigi sok etkisidir. 100.000
ila 120.000 arasi oldugu distnilen insan gen sa-
yisinin sadece 30.000 civarinda oldugunun anla-
siimasi, canlilik ile ilgili bilginin DNA’nin baz dizile-
rinde degil de sistemin genel igleyisinde aranmasi
gerektigi gercegini ortaya koymustur (yakin za-
mandaki bazi ¢alismalarda bu rakam 25.000 ila
29.000 arasinda verilmektedir. Gen kavrami ve bir
genin nerede baslayip nerede bittigi ile ilgili tartis-
malar da buna eklendiginde neredeyse toplam gen
sayimizin, kromozom sayimizdan az(!) ¢ikabilece-
gini disinmeye basliyoruz. 25.000 rakami igin



bkz: Pennisi, E. Human genome. A low number
wins the GeneSweep Pool. Science 300, 1484
(2003)). Proteomik calismalariyla ilgili bazi internet
adresleri asagida verilmigtir.

Proteomik Web Siteleri

1.)http://base-peak.wiley.com
2.)http://www.narrador.embl-heidelberg.de
3.)http://prospector.ucsf.edu

4.)http://www.narrador.embl-
heidelberg.de/Services/PeptideSearch/PeptideSearchintro.html
5.)http://www.matrixscience.com
6.)http://www.segnet.dl.ac.uk/bioinformatics/webapp/mowse
7.)http://prowl.rockefeller.edu/cgi-bin/ProFound
8.)http://www.Isbc.com: 70/lutefisk97.html
9.)http://www.m-scan.com

10.)http://www.protana.com

11.)http://www.expasy.ch/tools
12.)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
13.)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbest/index.html
14.)http://genome-www.stanford.edu/saccharomyces/

Aslina bakilirsa insan genom projesi bu
sok edici sonuglari vermeden 6nce disinilen sey,
proje sonunda tim genlerin Urettigi proteinlerin
yalnizca iglevlerinin belirlenmesinin (amino asit di-
zileri, nukleotid dizilerinden zaten elde edilebilece-
gine gore) bitin bilinmeyenleri aydinlatacagi yo-
ninde idi. Fakat bugun ortada olan gergek, prote-
inlerin olusturdugu karmagsik agin tasidigi bilginin,
genomik bilgiden daha fazla olup, ondan tiretile-
meyecegidir. Sonugta DNA diizeyinde bile dogru-
sal olmaktan uzaklasip, islevsel ve sistemik bir ba-
kis agisina dogru yonelen yaklasimlar, protein di-
zeyinde hemen tamamen etkilesimlerin yarattig
genel sistem ve agin dinamiklerinin belirlenmesi
eksenine kaymistir. iste burada kilit olan bilgiler,
proteinlerin primer dizilerinden, ¢ boyutlu etkile-
simlerinin yarattigi agin devinim parametrelerinin
tespitine kadar uzanir. Bu tur bilgiler dogalar ge-
regi edinilmesi zor bilgilerdir. Zira yasamsal sistemi
parcalarina bolip analiz etmek, kazaniimasi he-
deflenen bilginin yok olmasina, sistemin korunma-
ya caligiimasi ise aksine bilgi edinme becerisinin
ciddi bicimde azalmasina yol agacaktir. Sonugta
bu sikintilari asmak icin mevcut olanlardan daha
sofistike analiz tekniklerine gereksinim duyulacagi
aciktir. iste “protein kiitle spektrometrisi” bu konu-
da atilmis en ciddi adimlardan biridir.

Bir proteini tanimlamakta kullanilan en te-
mel parametre kutlesidir. Bir proteinin kutlesinin
bilinme hassasiyeti arttikga, onun muhtelif etkile-
simlerde aldidi1 rolu bilme imkéni da artar. Kutle-
sindeki degismelere bagh olarak, bagl kofaktor
veya metal iyonlarinin varligindan, kovalent modi-
fikasyonlara kadar pek ¢ok konuda bilgi edinilebilir.
iste bu nedenle protein kiitle spektrometrisi (mass
spectrometry — MS), proteomik calismalarinin te-
mel analitik yontemidir. Bu teknik ile proteinlerin
kitlelerinin belirlenmesi ¢ok buyuk bir hassasiyetle
yapilabilmekte ve dizi analizleri, kisa zamanda,
yuksek bir dogrulukla ve proteinlerin yapisindan

kaynaklanan pek c¢ok sinirlamadan (¢6zinurlik,
post-translasyonel modifikasyonlar, serbest N-
terminalinin olup olmamasi v.b.) etkilenmeksizin
yapilabilmektedir. ister de novo dizileme adiyla
anilan ve dogrudan dogruya kutle spektrometre-
sinden alinan veri Uzerinden dizi tespiti yapan tek-
nik i¢in olsun, isterse de daha sonra gelistiriimis
olan, genis ¢apli proteom taramalari icin kullanilan
ve spektrometreden elde edilen spektrumu genis
veri tabanlariyla karsilastirarak dizi ve islev bilgisi-
ne ulagsmaya c¢aligan sistemler icin olsun, gelistiri-
len dizileri betimlemekte biyoinformatik yontemleri
ve iligkili tek harfli amino asit kodlari kullanilir
(Tablo.1).

Kltle spektrometrisi sadece kitle ve dizi
analizi yapmaya yarayan bir ydontem olmaktan ote,
aynl zamanda c¢ok degerli protein etkilesimleri bil-
gisine ulagsmamiza imkan verecek bir tekniktir.
Protein etkilesimleri zamanimizin ve yakin gelece-
gin muhtemel en gugli stper bilgisayarlari igin bile
devre yaktiracak zorlukta birer sorun kaynagidir.
Kﬂgﬂk sayilacak boyutlardaki proteinler icin bile
10*”lar  diizeyinde olan muhtemel konfor-
masyonlarin tim proteinler igin bilgisayarlarca he-
saplanmasini hayal etmek bile zorken, bunlar ara-
sindaki tum etkilesimleri yine bilgisayarlarla ve salt
primer dizilere bakarak bulmayi hedeflemek akilci
bir yaklasim degildir. iste bu konuda da MS analizi
ciddi olanaklar sunmaktadir (Sekil.1/a ve 1/b).

Protein Dizileme Calismalari:

Protein dizileme c¢alismalari yeni bir aras-
tirma alani degildir. ilk olarak F. Sanger kendi ge-
listirdigi kimyasal ile bir proteindeki serbest N-
terminallerinin sayisini bulmanin ve dolayisiyla
proteinlerin dérduncul yapilari hakkinda bilgi sahibi
olabilmenin yolunu ag¢mistir. FNDB (1-floro-2,4-
dinitrobenzen) isimli kimyasalin kullanimi ile prote-
in yapisindaki N-terminal a.a.’leri belirlemek sekil-
de goraldiga gibi mimkindir (Sekil.2). Daha son-
ra ayni amag icin baska kimyasallar da gelistiril-
mistir. Bunlarin iki 6rnegi Dansyl ve Dabsyl klorlr-
ler sekil.3’te belirtildigi gibidirler.

Ancak bu konudaki asil gelisme Edman
degredasyonu ile proteinlerin dizilerinin tamaminin
elde edilmesi ile saglanmigtir (Sekil.4). Bu yon-
temde polipeptit zinciri her dénglde yalnizca bir
a.a. kisalmakta ve fakat degrede olmadan yeniden
kazanilabilmektedir. Boylece bir a.a. kisalmis olan
peptidin N-terminalindeki ikinci a.a. de ikinci bir re-
aksiyon ile koparilip analiz edilebilmektedir. Boyle-
ce siraslyla tim a.a. dizisini elde etmek teorik ola-
rak mimkindir. Fakat bu yontemin de kendine
has kisitlamalari vardir ve pek ¢ok durumda isteni-
len sonucun alinmasi mimkin olmamaktadir.
Ozellikle yéntemin ilk a.a.’i koparmada %100 etkin
olmadigi durumda ki, etkinlik hemen hemen higbir



zaman %100 degildir, bir sonraki basamaga gecen
ancak bir énceki basamaga ait olan a.a.’lerin yarat-
tigr zemin girdltist 6zellikle 50. basamaktan itiba-
ren son kopan a.a.’in tespitini neredeyse imkansiz-
lastirmaktadir. Yine eger varsa post-translasyonel
modifikasyonlar hem sistemi durdurabilmekte hem
de tespit edilememektedir. Hepsinin 6tesinde eger
proteinin serbest N-terminali yoksa veya ilgili reak-
siyon icin ¢6zUndr hale getirilemiyorsa, yontem en
basindan ¢oker ve higbir uygulama yapilamaz.
Tdm bu zorluklarin Gstesinden gelebilmek igin (Se-
kil.5) 6nce proteinin a.a. kompozisyonu belirlenir
ve boylece dizi 6zgll proteazlarla muamele edildi-
ginde verecegi pargalarin sayisi anlasilir. Ayrica
Sanger reaktifi ile N-terminal a.a.’i belirlenir. Daha
sonra iki farkli ve dizi 6zgll kesim reaksiyonu ile
polipeptit 35—40’dan az sayida a.a. i¢ceren parcala-
ra bolinur ve saflastirilan her bir parganin Edman
degredasyonu ile dizisi belirlenir. Belirlenen diziler
daha 6nce elde edilen bilgiler 1s1ginda cakistirila-
rak ana diziye ulasilir. Bu uygulamalardan 6nce
varsa di-sulfit baglarinin kopariimasi gerekir (Se-
kil.6). Bunun igin ya performik asit ile sistein
a.a.’leri okside edilip sisteik aside donlsturilir ya
da ditiyotreitol (DTT) veya uygun baska bilesikler
(B-merkaptoetanol, glutatyon v.b.) ile sistein kdpri-
leri indirgenip acikta kalan -SH gruplari
iyodoasetat ile asetillenerek inaktive edilir.

MS’de Genel Kavramlar:

Klasik yontemlerin yukarida da belirtilen
eksikliklerine kiyasla kutle spektrometrisi son de-
rece hassas ve kolay uygulanir bir yéntemdir. Pek
¢ok durumda proteinlerin sadece dizisini degil, ay-
ni zamanda post-translasyonel modifikasyonlarini,
islevlerini ve birbirleri ile olan iligkilerini de ortaya
cikartabilecek  uygulamalari  olan,  bdylece
proteomik galigmalari igin temel bir yéntem olustu-
ran kitle spektrometrisi aslinda yeni bir teknik de-
gildir. 1960’lardan beri pek ¢ok basit yapili bilesigin
yapisal analizi igin kullanilan bu teknik, uzunca bir
zaman karmasik organik molekuller i¢in kullanilabi-
lir olmamistir. Zira uygulamada ilgili bilesigin bu-
harlastirimasi ve iyonize edilip vakum ortaminda
ivmelendiriimesi gerekmektedir. Proteinlerin yapi-
lar1 geregi ¢cok kuvvetli molekiiller arasi etkilesimle-
ri mevcuttur. Bu sebeple pek ¢ok organik bilesik
gibi ve ¢ok daha belirgin olarak proteinlerin teorik
ve pratikteki buhar basinglari sifirdir. Bu tir bilesik-
leri buharlagtirma yolunda yapilan girisimler genel-
de ciddi yapisal degredasyon ile sonuglanmakta-
dir. Ayni sekilde iyonizasyon sirecleri de muhtelif
zorluklar tagimaktadir. Sonugta her hangi bir teorik
engel olmamasina karsin pratikte uygulama, uzun-
ca bir sire mimkun olamamigtir. Bu gidisati degis-
tiren sey ise proteinleri tahrip etmeden buharlasti-
rip, iyonize etmeyi basaran biri Nobel odulla iki
teknigin gelistirilmis olmasidir. Bu asamada buhar-

lasmis ve iyonize olmus protein ve/veya peptit mo-
lekulleri spektrometrik analize hazir durumdadir.

Bir kitle spektrometresinin algilayicisi tip-
ki bir fotomultiplikator gibi calisir. Detektorin ¢a-
lisma bigimi, iyonun hedefe ¢arpmasinin yarattigi
gugle olusturulan ve hedeflendirildigi zit yukli pla-
kalar ile glici artirilan bir elektron saganaginin
olusturulmasi tzerine kuruludur. Sonugta en kiglk
yuk igin bile hissedilir bir sinyal olusturulur. Bu tr
cihazlarda tipik ytkseltgenme orani her iyon basi-
na 10° elektron gibi son derece yiiksek degerler-
dedir (Sekil.18). Ancak kolayca gorilebilecegi gibi
cihaz, molekdullerin kutlelerini degil yuk kitle oran-
larini élgebilir. Zira temel olarak bilinenler, moleku-
lerin kaynaktan ciktiktan sonra hedefe varincaya
kadar gegcirdikleri sure ve buna bagl olarak da hiz-
lar ile detektore ulasan belirli bir tlrlin orada bi-
raktigi elektriksel yuktir. Hedefte birakilan yik
hem molekiillerin tasidigi yik ile hem de miktarlar
ile dogru orantihdir. Ayni sekilde kaynaktan ayni
anda ¢ikan molekillerden hangisinin hedefe daha
once cgarpacagini da hizi belirler. Béyle bir ortam-
da (vakumda) molekilere etki eden kuvvet
F=m.a yasasI geregi ivmeli bir harekete neden
olur. Bu denklemdeki F (kuvvet) her tir molekdil
icin sabit olsaydi, kutleleri ile ters orantili bir ivme-
lenmelerinin olmasini ve bdylece kutlelerinin de
kolayca hesaplanmasini beklerdik. Oysaki sabit bir
elektrik alanda (E) elektrikle yUkli pargaciklara
etkiyen kuvvet, F =q.Edenklemi ile verilir (q=yiik).
Yani bu kuvvet hem elektrik alanin yeginligi ile
hem de pargacigin tasidigi yuk ile orantildir. To-
parlarsak spektrometrede olugan ivmeyi E.q=m.a
denklemi geregince (ve elektrik alanin her iyon igin
sabit oldugu gercegi g6z oniinde tutuldugunda)
yuk/kutle orani belirler (ayni sekilde kutle/yik orani
seklinde de alinabilir). BOylece kaynaktan ayni an-
da cikan ve ayni yuk/kitle oranina sahip olan tim
tlrlerin detektore ayni zamanda ulasmalari bekle-
nir. Gorluldigu gibi sonuglar her zaman igin birden
fazla bilinmeyenin oldugu denklemler seklinde or-
taya ¢ikmaktadir. Bu denklemlerden sonug (ret-
menin iki yolu vardir; matematiksel analiz yontem-
leri kullanilarak sonug Uretilebilir veya sistem ¢ok
iyi kalibre edilerek hedefe ydnlendirilen her tdr icin
on bilgi elde edilir ve tasiyabilecekleri yuk kisitla-
nir. Pratikte her iki yontem de bir arada ve
otomatize edilmis olarak kullanilir. Spektrumu veri-
len 6rnekte (Sekil.7) sistem sadece tek bir protei-
nin kutle analizi igin kullanilmistir. Sonugta, ilgileni-
len proteine iliskin spektrumdan kitlesini gok has-
sas bir sekilde elde etmek mimkindir. Bu 6rnek-
teki proteinin iyonizasyon slrecinde pek ¢ok farkli
yuk/kitle oranina sahip tlrevi olusmustur. Agiktir
ki bunun nedeni fakli dizeyde yuklenen molekil-
lerdir. Ornegin birbirine komsu iki piki ele alalim.
Bunlarin arasindaki yuk cinsinden fark 1°dir. Bu
fazladan yukin tastyicisi olan protonun kutlesinin
de proteinin toplam kutlesine eklenmesi nedeniyle



aralarindaki kutle farki da birdir. Bdylece bir birine
komsu iki pikin (m/z), ve (m/z), degerleri igin;

M+(xp):>M+x

(m/2)a=
Xq X
(m/2)12:M+(x+1)p M +(x+1)
(x+Dq X+1
esitlikleri yazilabilir (M=proteinin katlesi;

p=protonun kutlesi olan +1; q=protonun yUku olan
+1; x=ilgili proteinin (m/z), piki i¢in net yuki). Bu-
rada goéruldugu gibi denklemlerde iki adet bilinme-
yen vardir (M ve x). “x” degerini dogrudan dogruya
MS grafigini inceleyerek bulmak mimkuindir (Bkz:
Standart Proteomik Deneyi; 7.Verilerin incelenme-
si, ilk paragraf). Buna ragmen bu iki denklemin “x”
ve “M” igin ¢ozimlerini kullanmak da mimkdndur.
Bu tip hesaplarin pek ¢ok pik icin tekraren yapilip
ortalamalarinin alinmasi sonuglarin kesinligini arti-
rir. Ayrica cesitli bilgisayar algoritmalari, pek ¢ok
m/z degerinden olusan bir spektrumu tek bir pike
donlstlrip son derece hassas bir kitle 6lgimi
yapmakta kullanilabilir. ~ Sekil.7’deki  érnekte
aerolysin’in kltlesi %0,01’lik bir hata oraniyla,
47.342 Da olarak hesaplanmistir.

Gunimuizde kullanilan teknik siklikla “Tan-
dem MS” (ardi ardina kitle spektrometrisi),
“‘MS/MS” veya “MS?” olarak adlandirilir. Bunun ne-
deni aslinda cihaz iginde arka arkaya iki spektru-
mun olusturulmasi olgusudur. ilki protein veya ge-
nelde polipeptitleri ayristiran ikincisi ise dizi anali-
zinin yapildigi iki farkh spektrumdur. Grafikte go-
ruldagu gibi kurulan sistem sayesinde (Sekil.8) tam
ve ayrintili bir analiz gergeklestirilir. Sistem yete-
rince iyi kalibre edilmisse cgarpisma hicresindeki
her bir peptit tirl icin ortalama bir kirllma olay! ya-
sanir. ilk bélmedeki ayrisma nedeniyle belirli bir
zaman diliminde ¢arpigsma odasinda etkilenen yal-
nizca bir tir peptit vardir. Yine saglanan kalibras-
yon sayesinde bu peptitler genel olarak +1 yuklu-
dur. Peptitde olusan kirilmalar, ortamin vakum ko-
sullari nedeniyle iyon degil serbest radikal olusumu
ile sonuclanir. Bdylece tasinan +1 yuk olusan iki
pargadan yalnizca birinin Uzerinde kalir. Detektor-
ce belirlenebilecek olan da iste bu pargadir. Dikkat
edilirse tipki Sanger dizi analizinde oldugu gibi
atasal peptidin birer a.a. farkla bir birinden ayrilan
pek cok farkli boyda pargasinin olusabilecegi ve
olustugu gériilir. iste bu parcalar carpisma hiicre-
sinden detektére varincaya kadar farkli katleleri
nedeniyle farkli miktarda ivmelenir ve detektore
farkli zamanlarda ulasir. Elde edilen veri grafigi
(Sekil.9) Uzerindeki yuk/kitle oranlari arasindaki
farklilklar, daha sonra carpan parca ile Onceki
arasindaki tek bir a.a.'in kitle farkindan kaynak-

landigr icin ilgili a.a.'in tespit edilmesi mimkin
olur.

Standart Proteomik Deneyi:

Bugin standart bir proteomik deneyi ola-
rak kabul edilen olagan bir kitle spektrometrisi
deneyi siraslyla su basamaklardan olusur (Se-
kil.10). 1.Protein orneklerinin ilgili kaynaktan izo-
lasyonu. 2.Protein 6rneginin bir 6n eleme olustur-
mak maksadiyla SDS-PAGE veya 2D-PAGE ile
ayristirilmasi. 3.Jelden kazanilan proteinlerin dizi
o6zgul proteazlarla peptitlere  pargalanmasi.
4.Peptitlerin HPLC veya lon-exchange
kromatografisi gibi yontemlerle ayristiriip mimkun
mertebe saflastirimasi. 5.0lusan her bir 6rnegin
buharlastiriip iyonize edilmesi. 6.lyonize buhar
Uzerinde spektrometrik  analiz  yapilmasi.
7 Verilerin incelenmesi.

I Proteinlerin kaynaktan izolas-

yonu pek ¢ok standart prosedir ile gergeklestirile-
bilir. Bu islemde kullanilacak prosedir hedeflenen
analize gore belirlenir. Eger kaynagin proteom
analizi yapilacaksa tam protein izolasyonu yapllir.
Ancak 6zel bir protein veya protein grubu calisila-
caksa bunlarin izolasyonuna yoénelik prosedurler
uygulanir.

2.PAGE: Bu ikinci basamak bir [ SR
IR Cinki poliakrilamit jel elektroforezi
ile ayrigtirilan proteinlerin ayni kitlede olanlari ay-
ni bantta toplanir (denatiire kosullarda!). 2D (iki
boyutlu) PAGE uygulamasinda (bir boyutta SDS
ile denatire kosullarda, 90° farkh diger bir boyutta
ise bir pH gradiyenti ile izoelektrik noktalarina gére
yapilan ayristirmada) bile jel Gzerindeki tek bir le-
kenin sadece bir proteine ait oldudu kesin degildir.
Yine post-translasyonel modifikasyonlar pek c¢ok
sorunlara neden olur. Bu nedenle genelde uygula-
nan yontem PAGE sonrasi olusan bantlari kesip
her bir banttan kazanilan proteinlerin kutle
spektrometrik analizinin ayri ayri yapiimasidir (Se-
kil.11). Son olarak akildan gikariimamasi gerekir
ki, pek cok klasik yontemle belirlenemeyecek ka-
dar dusik miktardaki proteinler bile kitle spektro-
metresince saptanabilirler. Bu nedenle 6zellikle
aranilanin bilinmedigi durumlarda 6n eleme basa-
maklari islemin karmasikhdini azaltma ve bir 6n-
bilgi edinme asamasi olarak gérilmeli, izolatin ta-
mami igin kutle spektrometresi analizi yapilmalidir.

3.Dizi Ozgiil Proteazlarla Muamele: Kiitle
spektrometrisi, en ylksek etkinlikle 500 — 3000
Dalton araligindaki polipeptitler icin sonug¢ Uretir.
Bunun nedeni daha buyuk molekdl agirhkli ve do-
layisiyla daha uzun zincirli polipeptitlerin hem ylk-
sek bir etkinlikle iyonize buhar haline getirileme-
mesi ve son derece karisik bir spektrum Gretmesi-




dir. Tek bir proteinin ¢alisilacagi ve iyi ayarlanmis
kosullarda bu basamak atlanabilir. Ancak

. Tripsin kulla-

niminin bir diger nedeni de

. Tripsin iki farkli bolgeye 6zguldir (Ar

. Ayrica

lay bir kullanim saglar. Yaygin kullanilan bir diger
dizi 6zgul proteaz ise Endopeptidaz Lys-C'dir. Bu
enzim 8M (re gibi gercekten zorlayici kosullar al-
tinda bile etkindir. Ozellikle ¢éziinir hale getirilme-
si zor olan veya diger proteinlerle glglu etkilesim-
leri olan proteinlerle caligilirken kaginilmaz olan
denatire edici kosullarda kullanimi, olumlu sonug-
lar verir. Segilen enzimin dizi 6zgllligin sebebi ise
mumkin mertebe bir biri UGzerine gakismayan ve
kismen de olsa 6ngoriilebilir pargalarin olusmasi-
nin saglanmasidir.

4.Peptitlerin _Aynistirimasi:  Olusturulan
polipeptitler HPLC veya lon-exchange
kromatografisi gibi yontemlerle saflastirilarak ayri
ayri (MALDI tekniginde) veya dogrudan dogruya
kolon ¢ikisinin analize yonlendirilmesi ile (ESI tek-
niginde) incelemeye alinabilir. Bu basamagin te-
mel amaci spektrumun zaman Olgeginde genisligi-
ni artirmak ve incelenmesini kolaylastirmaktir. Her
ne kadar molekilleri 6nce yuk/kitle oranina goére
ayristiran ve carpisma hicresine sirayla aktaran
cihazlar ve teknoloji mevcutsa da bu 6n ayristir-
manin en azindan iki énemli faydasi olacaktir. Bi-
rincisi bahsedildigi gibi spektrum araliklarini mili-
saniyelerden dakikalara ¢ikacak olmasi, ikincisi ise
ayni yuk/kutle oranina sahip olabilecek muhtemel
molekdllerin daha 6nceden hidrofobisite veya
izoelektrik nokta pH’si gibi 6zelliklerine gore ayris-
tinlarak i¢ ice gegmis spektrumlarin olusumunun
engellenecek olmasidir. Aslinda son derece kar-
masik polipeptit karisimlari igin HPLC kolonlarinin
kullanimi yeni bir uygulamadir. Clnki daha 6nce-
leri HPLC kolonlarinin ayrigtirma gici disik ve
akis hizlan ylksekti. Sonugta karmasik polipeptit
karisimlarinin ayristiriimasi etkin olarak gercekles-
tirlemedidi icin kolon g¢ikisinin dogrudan kiitle
spektrometresine baglanmasi s6z konusu olami-
ordu. GUnidmizde kullanilan

5.Buharlastirma ve lyonizasyon: Yukarida

belirtilen nedenlerden dolayr en sorunlu asama
buharlastirma ve iyonizasyon basamagidir. Bu is
icin gelistiriimis iki farkli teknik vardir. Bunlar; ESI
ve MALDI'dir.

a) MALDI (Matrix-Assisted Laser  Desorp-
tion/lonization): Bu teknikte analit (polipeptit kari-
simi) kendisine kiyasla asiri miktarda olan ve mo-
rotesi sogurucu karakterde olan bir matriks igine
gbmilu olacak sekilde hazirlanir. Matriks malze-
mesi genelde dusuk molekll adirlikli aromatik ya-
pih organik asitlerden segilir (gliserol, tiyogliserol
veya nitrobenzil alkol gibi bilesikler de kullanilr).
Bu yaplya uygun dalga boyunda lazer isini génde-
rilmesi ile matriks molekdlleri stblimlesir ve bunla-
ra goreli olarak ¢cok diisiik miktarda olmalari nede-
niyle

. Bu or-
tamda meydana gelen ¢ok sayida g¢arpisma sonu-

cunda cesitli miktarlarda arti ve eksi yiklenmi
polipeptit molekdilleri olusur. ﬂ

. Bu yénlendirme elektrikle yukld bir
ekstraksiyon izgarasi ile yapilir. Aslinda boylece
birbirlerinden gelisi glzel uzakliklarda bulunan
iyonlarin mimkin mertebe ayni dizlemde toplan-
masi da saglanmaya calisilir (Sekil.13). Bu sayede
sirf daha geriden geldigi icin daha buyuk kutleli bir
molekiille ayni anda detektére varan kiigik kutleli
molekdllerin varligi gibi sorunlar engellenir. Ayrica
kullanilan organik asitler ve lazerin dalga boyu,
matriks molekdllerinin iyonlagsmalari ve bdylece
polipeptitleri de iyonlagtirmalari igin &6zel olarak
segilir. Aslinda MALDI, temel kavrami itibariyle
Protein Kitle Spektrometrisi ¢calismalarini baglatan
yéntemdir. Eskiden “Hizli Atom Bombardimani”
(“FAB-MS / Fast Atom Bombardment — MS”) gibi
tekniklerle bu temel mantik uygulama alani bul-
mustur (bu amacla genel olarak yiksek hizli Sez-
yum iyonlari [Cs™] kullaniimig). Ayrica teknik sade-
ce proteinler icin degil pek ¢ok baska biyolojik ve
organik molekil i¢in de kullaniimis ve hala da kul-
laniimaktadir (Tablo.2’de ¢esitli matriks malzeme-
leri ve kullanim amaglari verilmistir). Eskiden MS
uygulamasi i¢in proteinlerin polariteleri de kimya-
sal olarak dusurulirdd. Bu amagla 6zellikle arjinin
amino asitlerinin guanido gruplari hidrazinoliz ile
uzaklastirilir ve batiin amino gruplari asetik anhid-
rit ile asetile edilirdi. Ardindan bitin karboksil, hid-
roksil ve NH gruplari kuvvetli bir baz ile permetile
edilip, ardindan metil iyodat ile muamele edilip me-
tilenmis halde birakilirlardi. MALDI ve 6zellikle



ESI'nin gelismesi bu uygulamalari gereksizlestir-
mistir.

b.) ESI (Electrospray lonization, 2002 Nobel Kimya
odilt): ik olarak 1988/1989 yillarinda Minster
Univ. Deneysel fizik grubundan Prof. Dr. M. W.
Benninghoven tarafindan uygulanmistir. Bu teknik
dogrudan HPLC kolonunun g¢ikisinda uygulanir
(Sekil.14). Kolonun ucuna ¢api, kolon capindan
¢ok daha kuguk (~8um) bir igne yerlestirilir (Se-
kil.15). Bu ignenin ¢ikisi ¢cok daha dar olup nm 6l-
cegindedir (Sekil.16) ancak uygulamanin ardindan
basing ve slrtiinme etkileri nedeniyle 1-2 um’ye
kadar genisler.

. Akis hizinin 20nl/dak
veya daha az oldudu kosullarda damlacik capi
~200nm veya daha azdir. Eger analit konsantras-
onu 1pmol/ul diizeyinde tutulmussa o zaman

Taslyici faz, pozitif yikli iyonlarin olusumunun ko-
laylastinimasi icin ¢cogu zaman asidik pH'da tutu-

kat edilirse istenilen sonucun elde edilebilmesi ta-
mamen kalibrasyona baglhdir. Molekilin bagka
molekdllerle etkilesime girmemesi ve istenilen di-
zeyde elektrikle yUklenmesi hep kosullarin ayar-
lanmasi ile saglanir. ideal diizeyde iyonlagmis bu-
har, igne cikigl istikametinde bulunan ve negatif
yukll olan bir levhanin ortasindaki kigik agikliktan
vakum ortamina girer (Sekil.17). Artik MS analizi
baslamis olur.

6.MS Analizi: Pek cok farkli cesit kiitle
spektrometresi vardir. Ancak iyonize analit hedefe
carptiginda bir tespit sinyalinin olugturulmasi te-
melde hep ayni yontemle saglanir. Daha 6nce de
belirtildigi gibi hedefte meydana gelen elektrik de-
sarj bir elektron saganaginin Uretilmesi ile hissedi-
lir glcte bir sinyale donasturaltr (Sekil.18). Farkli
zamanlarda alinan farkh gugclerdeki sinyallere gore
m/z oraninin tespitinde kullanilan yéntemler cihaz-
dan cihaza farkhlk gosterir. TOF (Time of Flight)
(Sekil.19) tirt cihazlarda bu 6lgiim, cihazin iginde-
ki yol boyunca kaydedilen zamanin turevidir. Do-
daldir ki farkh kitle ve ayni yike sahip molekiller,
sabit bir elektrik alanda, ayni anda ivmelendirilirse;
Uzerlerine etkiyen kuvvet ayni olacagindan, belirli
bir zaman sonundaki hizlari kitleleri ile ters orantili

ukaridaki denklemler).

. Kolayca gorulebilecegi gibi bu
spektrumun aynisi, drnegin bir fazla yiklu tirler
icin de meydana gelecek fakat bu spektrum dige-
rinden daha 6nce alinacaktir, zira bu grubun igin-
deki molekdllerin bir 6ncekilere oranla kazanacagi
ivme daha fazla olacaktir. Ayni sekilde piklerin
zaman araliklari da, goreli oranlari degismeksizin
azalacaktir. Boyle bir spektrumda her bir tlriin ay-
ni spektrumdaki diger turler ile goreli mesafesi (ta-
bii eger her iki spektrumda da temsil ediliyorsa)
ayni kalacaktir. Buna karsin diger tim nicel deger-
ler farkli olabilir. Ornegin her bir tiiriin, spektrumlar
arasl kiyaslamada siddetinin ayni kalmasi olasiligi
hem dasUktar

hem de muhtelif kalibrasyonlarla engel-
lenmeye galigilan bir durumdur. Ayrica 6érnegin +2
yuklU turlerin spektrumu ile +3 yuUkli tirlerin spekt-
rumu kiyaslandiginda, her iki spektrumda da bulu-
nan iki komsu tdrin bir birine gore siddetleri de
¢ok buyuk olasilikla farkli olacaktir. Clnkd her bir
peptidin +2 yiklenmeye yatkinhgi ile +3 yuklen-
meye yatkinh@r arasindaki farkin tam olarak ayni
olmasi beklenemez. Ornegin digerinden belirgin
Olglide daha fazla histidin iceren peptit, +3 yUkli
turlere iligskin spektrumda +2 yUkluler spektrumuna
Ore daha ylksek siddette bir pik olusturacaktir.

TOF turd cihazlar
MS/MS analizi i¢in (polipeptit dizi analizi igin) kul-
laniimak Uzere seklinde organize edile-
bilirler. Boyle bir durumda g¢arpigsma hicresi de iki
bélim arasina yerlestirilir (Sekil.20). Dért—kutuplu
(Quadrupole) kitle spektrometreleri (Sekil.21) ise
iyonlarin yolu cevresine yerlestiriimis doért adet
elektrot sayesinde iyonlarin istenilen belirli ve ka-
rarh bir yoriingede hareket etmelerini saglar. Boy-
lece belirli bir m/z oranina sahip her tir farkli bir
zamanda ve istenilen zaman araliklariyla ¢arpisma
odasina yonlendirilir. Carpisma odasi c¢ikisinda
dogrusal bir iyon kapani tarafindan ikinci bir dort—
kutuplu bdlime yollanan iyonlar buradaki degisken
elektrik alanin etkisi ile m/z oranlarina gére ayristi-
rilip hedefe yollanir. Quadrupole—TOF denilen bir-
lesik cihazlarda ilk analiz dért—kutuplu bir cihazda
yapilirken (MS), MS/MS analizi igin bir TOF dize-
negi kullaniir (Sekil.22). iyon kapani (lon—trap)
(Sekil.23) tird cihazlarda ise tuzaklama igin kulla-
nilan dogrusal iyon kapanlarinin ¢alismasina ben-
zer bicimde ancak Ug¢ boyutlu bir elektriksel alan



denetimi saglayarak m/z oranina gére ayristirmayi
da iyon kapani i¢cinde yapan diizenekler bulunur.
Belki de en gelismis ve hassas cihazlar olan FT—
MS (Fourier transform ion cyclotron resonance
mass spectrometer) (Sekil.24) tirl cihazlarda ise
fragmentasyon ve fragment analizi son derece
guclt stper miknatislar arciligiyla ve manyetik re-
zonans teknigi kullanilarak gerceklestirilir. FT-MS
tird cihazlar sekilde de goérildigi gibi iyonlarin
daha etkin bir sekilde tuzaklanabilmesi amaciyla
dogrusal bir iyon kapani ile kombine bir sekilde de
tasarlanabilir. Bu cihazlardan elde edilen veriler-
den sonug uretilmesinde Fourier ddonisimu adi ve-
rilen bir matematiksel analiz yontemi kullanilir. Ci-
hazin adi da buradan gelir.

7.Verilerin _Incelenmesi: Cihazdan ilk ola-
rak zamana kargi alinan sinyal yeginligini gosteren
bir ‘toplam iyon akisr’ (‘total ion current / full mass
spectrum’) grafigi alinir (Sekil.25/a). Ornek, HPLC
kolonu igerisinden kolonla en az etkilesenden en
cok etkilesene dogru olacak sekilde ¢ikip kitle
spektrometresine girdigi igin, bu ilk grafik temel
olarak bu ilk ayrismanin bir yansimasidir. Spekt-
rometre igine ayni anda giren, bir dider deyisle
HPLC kolonundan ayni anda g¢ikan batin turler
birka¢ saniyeden birka¢ on saniyeye varan bir za-
man arali§i icerisinde detektére ulagirlar. Bu ne-
denle kitle spektrometresi igerisinde birbirlerinden
ayristirilmis ve hatta ayrigtirilan her tir yolu lze-
rinde fragmente edilip, olusan fragmentleri bile ay-
ristirimis da olsa, bu olaylar sirasinda alinan tim
sinyaller dakika gibi bir zaman dlgegi Gzerine gizi-
len bir grafikte yaklasik olarak tek bir pik verecek
sekilde birlesik gorinecektir. Ancak bu grafik Gze-
rindeki dar bir zaman araliginin ayrintili gosterimi
(sekilde 42'nci dakika civarindaki, bir dakikadan
kisa bir alan) bize o zaman araligindaki polipeptit
veya proteinler i¢cin daha genis bir bilgi verir. Bu
dar zaman araligi igin cizilen grafikler, alinan sin-
yalin yeginliginin, yik basina DALTON (Da) birimi
seklindeki kutle/yik orani igin fonksiyonu olacak
sekilde elde edilir.(Sekil.26/a). Bu tir grafiklere,
‘secilen iyon akisi’ (‘extracted ion current’) grafigi
denir. Bu grafikteki kitle/ylk orani degerlerinde,
protein veya peptitlerin kendi kitleleri yani sira po-
zitif yUklenirken aldiklari protonlarin katleleri de is-
ter istemez hesaba katilir. ESI'de Tripsin muame-
lesi ile elde edilmis polipeptitler genellikle iki kez
protone olmus halde (+2 yukli olarak) bulunurlar.
Sonug olarak spektrometre tarafindan 1232,55
Da'luk bir peptidin m/z orani (1232,55 + (2 x
1,0073 protonun kiitlesi)) | 2 = 617,28 olarak he-
saplanacaktir. 15 amino asitten daha uzun
polipeptitler veya fazladan protone olabilecek
histidin gibi amino asitlerden fazlaca igeren
polipeptitler ikiden fazla ylklenebilirler. (Sekil.26/b)
Bu durum ilging bir sorun yaratir. Grafigimizdeki
her hangi bir pik i¢in, gercek molekil kitlesi hesa-
binda kullanacagimiz yik sayisini nasil belirleriz?

Ornegin sekil 26/a’daki 617,28'lik pik igin +2 yUkIi
peptitlerden olustugunu ispatlamanin yolu nedir?
Pek tabii 1848,8181 Da’luk bir peptidin +3 yiklu
bir iyonu da olabilir ((617,28 x 3) - (1,0073 x 3 pro-
tonlar!) = 1848,8181). Burada yardimimiza, her bir
pikin bir birine ¢ok yakin ama farkh m/z oranina
sahip birer izotoplar kimesi seklinde ortaya ¢ikigi
kosmaktadir. D gal karbonun %1’i, karbonun 13
katle numarali ("“Cg) izotopu seklinde bulunur ve
dogal karbonun yaygin tiirii olan '?C’den 1Dalton
daha agirdir. Bu nedenle cesitli polipeptitler ta-
mamen rastlantisal olarak bir birlerinden birer
Dalton daha agir veya hafif olacak sekilde ortaya
cikarlar (6rnegin bir kopya 3 tane *C icerirken di-
geri 2 tane igeriyorsa aralarindaki fark yalnizca
1Da olur ve ayni sekilde 2 — 3 Da’'luk farklar iceren
molekiller de bulunabilir). Eger sekildeki polipeptit
+1 yUklG olsa idi, her bir dalton’luk fark m/z ora-
ninda bir birimlik bir degdisiklige neden olacakti.
Ornegin bu durumda sekil 26/a’daki kutucuk igeri-
sindeki ayrintih gésterimde 617,28’lik pikin yanin-
da ondan tam bir birim farkli pik veya pikler ola-
caktl; mesela 618,28. Bu pik gercekten vardir, an-
cak 617,78'lik bir diger pik ile birlikte! Aralarinda
0,5 birimlik bir fark bulunan, ancak gergekte bir bir-
lerinden yalnizca birer Da’luk kitle farki ile ayrildi-
gini bildigimiz molekdillere iligkin pikler kiimesi, bi-
ze ilgili kitlenin 2’ye bolindiguni yani +2 yUklu
oldugunu ispatlar.

0
(

Daha baska bir yuk belirleme yontemi, bir
zemin guriltist kaynagindan gelir. peptitlerle bir-
likte hareket eden Na+ iyonunun yarattigi zemin
guraltist sekil.42’de gortulmektedir. Pikler arasi
m/z orani farkinin 22 birim olmasi ilgili iyonlarin +1
yUklii oldugunu ortaya koyar (Na®*, ancak M+Na*-
M+H"=22!). Sekil.43'de ise sekil.42'deki spektru-
mun sag tarafindaki piklerin daha ayrintili bir gos-
terimi vardir. Burada da dogal izotopik dagilim ne-
deniyle olusan pikler kimesindeki her bir piki dige-
rinden ayiran m/z degeri 1'dir. Sonug olarak de-
neydeki peptitlerin +1 yUkli oldugu her iki sekilde
de kesin olarak soylenebilir. Belirtiimesi gereken
bir diger nokta, Potasyum iyonunun da (*°K*) tipki
sodyum iyonu gibi siklikla benzeri etkilesimlere gi-
rip kitlece 38 birimlik sapmalara yol agabildigidir.

Tim bu analizlerin yapilabilmesi kiitle
spektrometresinin  ¢ézunurligine baghdir. TOF
tiru cihazlarda ¢6zunarligin, m/z degerinin ilgili
pikin genigliginin yarisina bélinmesi ile elde edilen
deger cinsinden verilecek olursa, 10.000 civarinda
oldugu sdylenebilir. Bdylece ¢ok yiiksek dizeyde
yuklenmis (yani pikleri arasi mesafe son derece
kisalmig) tdrler icin bile énemli 6lgiide net ve ze-
min gurultisinden kolayca ayirt edilebilir piklerden
olusan bir grafik almak mumkin olabilmektedir.
Daha 6nce de belirtildigi gibi bu konuda en yliksek
performans FTMS (veya FTICR-MS Fourier
transform ion cyclotron resonance — MS) tiirt cihazla-



ra aittir. NMR’larin (NUkleer Manyetik Rezonansla-
rin) MS (kutle spektrometresi) analogu olan bu ci-
hazlarda ¢ézinurlik kimi zaman 100.000’den yuk-
sek degerlere ve kitle hassasiyeti de milyonda bir-
lere kadar yukselebilir. Ancak bu cihazlardan elde
edilen spektrumlar, cihazin ¢alisma ilkesine bagh
olarak diger cihazlardan elde edilen spektrumlar-
dan farkhdir (Sekil.25/b).

Buraya kadarki tim iglemler MS olarak ad-
landirihr. MS/MS veya MS? olarak anilan ikinci bir
kitle spektrometrisi (tandem MS) ise ilgili
peptitlerin dizilerinin tespiti icin kullanilacak olan
spektrumu uretir (bazen yeterince ayrintili verilerin
elde edilebilmesi igin dizi analizinin yapilacagi
spektrum birka¢ parcalama basamagi sonucunda
elde edilir — MS®, MS*... — ve bu durumda genel
olarak MS" ifadesi kullanilir [Sekil.27]). Sonug ola-
rak dizileme vyapilabilecek bir spektrumun elde
edilmesi amagclanir. (Sekil.28). Bunun igin ilk spekt-
rumdaki belirli piklere karsi gelen peptitler ikinci bir
basamakta pargalara ayrilir. Bu islem genelde ¢ar-
pisma hicresine alinan molekdillerin UGzerine yon-
lendirilmis eylemsiz (indrt) gazlar ile gergeklestirilir.
Bu amagla azot molekulleri veya argon veya hel-
yum atomlari kullanilir. (Sekil.8 ve 29). Gelistiriimis
olan baska parcalara ayristirma yéntemleri de var-
dir (6rnegin, “ECD — electron capture dissociation /
elektron yakalama ile ayrisma”, “SID — surface in-
duced dissociation / ylizey etkinligi ile ayrisma” ve
“ETD — electron transfer dissociation / elektron ak-
tarimiyla ayrigtirma” gibi). Fakat “gaz fazinda car-
pisma etkinligi ile ayristirma (CID — collision in-
duced dissociation)”, ticari tandem Kkutle spektro-
metrelerinde en genis dlgekte kullanilan tekniktir.
Parcalanmanin yapisi buyudk 6l¢iide carpisma
enerjisine baghdir. ilk spektrumun elde edilmesin-
den Once istenmeyen parcalanmalarin olusumu-
nun engellenmesi icin (6rnegdin TOF tirG cihazlar-
da) ilk iyon kapani icindeki iyonlarin enerjileri 10eV
civarinda tutulur. Carpisma hiicresinde ise 60 —
70eV’a kadar cikilir. Dogaldir ki her tir cihaz igin
ve kullanim esnasinda cihazin her bdlgesi igin
kendine has enerji duzeyleri ile uygulama yapilir.
Ayni sekilde garpigsma hicresi igine dogru uygula-
nan eylemsiz gazin enerji dizeyi de hassasiyetle
ayarlanir. Aslina bakilirsa, cihazlarin buyuk ¢odun-
ludunda dusuk enerjili CID uygulamasi yapilir
(<100eV). Bunun sebebi kiriimalarin peptit iskele-
tinde meydana gelmesinin amagclaniyor olmasidir.
Daha yiksek enerji duzeylerinde ise amino asit
yan zincirlerinde meydana gelen kopmalara iligkin
spektrumlar gézlenmektedir. Ornegin bir ‘gaz fa-
zinda CID’ uygulamasinda He atomlari ortalama
20eV’lik ve mumkin mertebe homojen bir ener;ji
dizeyi ile yonlendirilirler. Bu enerji dizeyi dikkat
cekicidir. Hidrojen atomunun iyonizasyon ener;jisi-
nin 13,6eV (313kca|.mol'1) oldugu dastndltrse (ki
olagan kimyasal reaksiyonlar, enerji alis verigi acI-
sindan her zaman bu degerin altinda kalir), carpti-

g1 polipeptitten ¢ok daha kuguk kutleli olan He
atomunun aktarabilecegi 1eV’dan bile daha disuk
enerjilerin, ancak pek ¢ok garpisma neticesinde bir
peptit bagini kirabilecek diizeye ulasacagi gorile-
bilir. Bdylece saglanan kontrolli enerji aktarimiyla
asiri ve duzensiz kirilmalarin da éniine gegilmis
olunur. Bu iglem sirasinda garpigsma hicresine gi-
ren iyona “dncli iyon” (precursor ion) MS® spekt-
rumunu olusturan iyonlara ise “Urdn iyonlar” (prod-
uct ions) denir (“ebeveyn / atasal”’ ve “evlat” iyonlar
— parent and daughter ions — denildigi de olur).
Burada dikkat edilmesi gereken, her bir MS?
spektrumunun tim peptit iyonlari icinden sadece
birine ait parcalanma Urini iyonlardan olustugu-
dur.

Burada oOn o6nemli olgulardan birisi
peptitlerin nasil parcalandigi ve bu parcgalarin nasil
adlandiriidigidir. Parcalanan peptitlerin adlandiril-
masi “Roepstorff — Fohlmann — Biemann Adlan-
dirmasi” olarak anilir. (Sekil.30). En yaygin ve bilgi
verici iyonlari amino asitler arasindaki amit veya
peptit baginin_kirilmasi olusturur. Yukarida belirti-
len nedenlerle yeni bir iyonlagmanin olmadidi par-
c¢alanma islemi sirasinda var olan yikin amino
terminali tarafinda kalmasi ile “b” turl iyonlar,
karboksi terminali tarafinda kalmasiyla da “y” tiri
iyonlar olusur. Quadrupole veya Quadrupole—TOF
turd cihazlarda y-iyonlari baskin halde bulunan tar
iken, iyon kapani tiri cihazlarda hem b-iyonlari
hem de y-iyonlari birlikte gozlenir.

, hem ylksek hassasiyet ve

suratin avantajlari ile hem de pek ¢ok teknik soru-
nun yarattigi sinirlamalarla karsilasilir. Ornegin
aralarinda 114Da bulunan iki biylk pik ve bunla-
rin tam arasinda bulunan 57Da’luk kigik bir pik
nasil degerlendirilir? Aradaki pik bir zemin guralti-
su olarak degerlendirilip 114Da’luk pik bir
asparajin amino asidi olarak mi kabul edilmeli,
yoksa bu bdlge arka arkaya siralanmig iki glisin
amino asidi olarak mi deg@erlendiriimelidir? Uygu-
lamada uzmanlar neyin zemin gurultisud, neyin ise
gercek bir veri sinyali oldugunu c¢ok buyuk bir do-
gulukla ayirt edebilmektedirler. Zemin guriltisi-
nin pek ¢ok kaynag@i vardir. Ornegin Sekil.31/a’'da
gérillen son derece karmasik bir “Toplam Iyon
AkisI” grafigi icinden elde edilen MS grafiginde,
ilgili peptit ile birlikte hareket etmis olan bir Na*
iyonunun yarattigi zemin guriltisi izlenebilmekte-
dir (yukarida belirtildigi gibi K™ iyonu da énemli bir
diger zemin guriltist kaynagidir). Ozellikle kimi
proteinlerin belirli dizilerinin bazi iyonlara kargi
yuksek ilgisinin olmasi dogal ve gerekli bir durum
olup MS analizinde sorun yaratabilir. Yine izolas-
yon ve saflastirma basamaklarinda yapilacak ek-
siklik ve yanlisliklar da gesitli sorunlara neden ola-
bilir (MS analizinin dogasi geregi, bir agidan sorun
yaratan bir veri, diger acidan yarar saglayabilir.



Ornegin buradaki Na® iyonlari yukarida da belirtil-
digi gibi kitle belirlemede son derece yararl ola-
bilmektedir).

Aslinda bazi spektrumlarin analizinde kar-
silasilan sorunlar ¢ok daha ciddi olabilmektedir.
Ornegin sekil.31/b’de goriilen spektrum, cesitli
“‘uydu iyonlan” (satellite ions) igermesi nedeniyle
ilgingtir. Buradaki tandem-MS spektrumu bir
Quadrupole-TOF tiirii cihazdan alinmistir. iki kez
protone olmus triptik FLYM(Ox)WPNAR dizili
peptide iliskin éncll iyon, m/z 607,32'de izlenmek-
tedir (grafikte yildiz ile isaretli pik / M(Ox); okside
metiyonin). Oncli iyonun MS® spektrumunda go-
rilmesi normaldir, zira bu deneyde urin iyonlar +1
yukll iken 6nci iyon +2 yUklidar. Burada grafigin
altinda kirmizi ile isaretlenen Y-M(Ox)-W serisi,
dizi etiketidir (peptit etiketi). Ayrica hemen tim be-
lirgin pikler y-iyonlaridir. fyon kapani tiiri bir cihaz
kullanilsaydi veya peptitler dizileri icinde fazlaca
bazik amino asitler icerselerdi, o zaman duslk
glcte de olsa b-iyonlarina iligkin pikler gérmeyi
beklerdik.

MS? analizinde 6nemli sorunlardan biri,
prolin’in amino terminal peptit badi ile aspartat’in
karboksi terminalindeki peptit baginin gérece ka-
rarsiz olmasidir. Bu nedenle bu baglarin kirilmasi-
ni ilgilendiren pikler, bunlardan énceki ve sonraki
baglarin kirilmasiyla iligkili piklerden daha siddetli
olurlar (yani ilgili peptidin dizisi icinde olugabilecek
kirlmalar rasgelelikten uzaklagir, bu da dizi anali-
zini guglestirir. Yukaridaki benzetmeyi surdurursek,
Sanger dizi analizinde belirli bazi dizilerdeki birkag
nikleotidde hi¢c terminasyon olmamasinin yarata-
cagl sorunlara benzer nitelikte sorunlar meydana
gelebilir). Aslinda prolin’in karboksi terminalinin ve
aspartat'in amino terminalinin kirilmasi, enerji ola-
rak elverigsizdir. Bu bdlgelerde daha az kirilma go-
rilmesinin ve diger taraftaki baglarin daha karar-
sizca davranmasinin sebebi de budur (se-
kil.31/b’deki 457,26 ve 359,19 olarak siralanan m/z
degerlerine iliskin piklerin siddetlerini kiyaslayi-
niz!).

Bir diger sorun belirli bir bélgeden itibaren
tim spektrumu degistirebilir. Eger cesitli yan zincir
modifikasyonlari  varsa  (serin /  treonin
fosforilasyonu ve/veya metiyonin oksidasyonu gibi)
bu modifikasyonu tasiyan fragment iyonlar “uydu
iyonlar” (satellite ions) diye anilacak sekilde bekle-
nenden farkh kitlelerde ortaya cikarlar (6rnegin
fosfat grubu igin 98Da ve —CH3SOH icin 64Da’luk
farklar seklinde ortaya c¢ikarlar). Uydu iyonlarin
verdidi piklerin siddeti ile beklenen piklerin siddeti
arasindaki goreli oran, modifikasyonun sikligina
isaret eder. Burada unutulmamasi gereken sey
modifiye amino asidi iceren tim fragmentlerin uydu
iyon seklinde davranacagidir. Bdylece modifikas-
yon noktasindan itibaren tim spektrum, bu modifi-

kasyonun izlerini tagir. Tabi, daha baska bir modi-
fikasyon daha ileri bir bélgede meydana gelmisse,
0 zaman spektrumun ilerleyen bélimleri iyice kar-
masiklasir. Zira her iki modifikasyona iligkin kay-
malar Ust Uste birikerek analizi zorlastiracak o6lgu-
de beklentilerden sapma yaratirlar.

Bir diger sorun da bazi fragmentlerin bek-
lenen yiklerde olmamalarindan ileri gelir. Ornegin
yine sekil.31/b’deki kirmizi okla isaretli pik, aslinda
m/z degeri 953,44 olan fragmentin +2 yUkll tlre-
vidir. Aslinda bazi fragmentlerin su veya amonyak
kaybetmesi ile de uydu iyonlar olugabilir. Bu du-
rumda bunlar tiriine gore; a,-NH3 veya y,n-H.O
seklinde adlandirilir. Genel olarak iki degerli peptit
iyonlari ile MS? analizine baslanan sistemlerde tek
yukla “y” ve “b” turl iyonlar olusur. Ancak olusan
b-iyonlarin bir boélimi karbonil grubu (C=0; kutle
farki, 27,9949Da) yitirerek a-iyonlarina dénusebilir-
ler (CO, cok kararli bir bilesiktir!). Bu durum b-
iyonlarina iligkin piklerin siddetini azaltir.

Son olarak belirtiimesi gereken sey ise
(belki de ilk sdylenmesi gereken sey), MS/MS ana-
lizindeki esas zorlugun izobarik (es kutleli) olan
I6sin ve izoldsin amino asitleri ile gok yakin kitleli
lizin ve glutamin amino asitlerinden kaynaklandi-
gidir (Sekil.1).

Veri Tabani Taramasi De Novo Dizilemeye Kar-
si:

Arastiricilar 1990’larin  basindan itibaren
peptit dizileme probleminin, ¢éziimi ¢ok daha ko-
lay bir veri tabani karsilastirma problemine dénis-
turdlebilecegini fark ettiler. Aslinda ¢ saatlik bir
MS analizinde, her saniye 4 fragment spektrumu-
nun alinip toplamda 43.000 spektruma ulasildigi
gercedi bile dizileme c¢alismalarinda kompleks ya-
zilmlar kullanmanin énemini ortaya koyar (bir in-
ternet sitesinde belirtildigi gibi; “eger her bir deney
icin ylz tane lisans Ustl 6grenciniz yoksa, bilgisa-
yar kullanmaniz 6nerilir’). Fakat veri tabani kargsi-
lagstirma teknigini de novo dizilemeden daha kolay
kilan asil gergek, dogada bulunabilecek amino asit
dizilerinin ancak asiri 6lgiide kiguk bir kesiminin
gercgekte var oldugudur. Yani bir proteinden elde
edilen bir peptit par¢casinin amino asit dizisi o pro-
teine iligkin tm verileri igermese de onun kimligini
bir veri tabani karsilastirmasi ile ortaya koyabile-
cek kadar “tek” olabilir. Burada unutulmamasi ge-
reken, veri tabani karsilastirmasinin ancak bir veri
tabani olusturulabilecek sekilde genom dizilemesi
yapilmis bulunan canlilar igin uygulanabilir oldu-
gudur. Genomik diziler sayesinde olasi polipeptit
artinleri belirlenebilir ve bunlara iligkin teorik birer
MS ve MS? spektrumu gelistirilip karsilastirma icin
kullanilabilir. Bu durumda ilgili canlinin her hangi
bir protein izolati igin genel protein icerigi tarama-
si, veri tabani ile karsilastirilan polipeptit pargasi



dizileri ile saglanabilir. MS? spektrumunu pek ¢ok
farkli algoritmaya gore veri tabani ile karsilastirip
sonug Ureten cgesitli yazilmlar mevcuttur (Peptide-
Search, Sequest, Mascot, Sonar ms/ms, ve Pro-
teinProspector gibi). EST (expressed sequence-
tag) projeleri bitmis canllar i¢in daha disuk bir de-
recede olsa da veri tabani karsilastirmasi yapilabi-
lir. Boyle bir durumda evrimsel olarak yakin akraba
ve dizileme caligmalari tamamlanmig olan tirlerin
proteomlari ile gosterilen yogun homoloji, kullanigli
bir ara¢ haline gelir. Bazen bilinen genomlara ait
proteom analizinde “mass fingerprinting” veya
“peptide mass fingerprinting (PMF Analysis)” deni-
len bir parmak izi analizi kullanihr. “MALDI-
fingerprinting” de denilen bu yaklagim temel olarak
veri tabanindaki her protein igin triptik peptitleri be-
lirleyip bunlar icin teorik bir spektrum Ureterek bu
spektrumu elde edilen MS spektrumu ($ekil.26) ile
karsilastirma mantigina dayanir. Fakat pek ¢ok du-
rumda daha 6zgul ve duyarli bir tanimlama metodu
olan “LC-tandem-MS (MSZ)” peptit dizilemeye (Se-
kil.9 ve 28) ihtiya¢ duyulur.

Veri tabani karsilastirmasinin da kendine
has zorluklari ve sinirlamalari vardir. Ornegin bir-
ka¢ farkh peptit istatistiksel olarak énemli dl¢ide
yuksek bir glvenilirlikle ayni proteine isaret ediyor-
sa daha ileri calismalara gerek duyulmaksizin ilgili
proteinin tanimlanmis oldugu kabul edilir. Fakat
gOrunuste onemli élglide yuksek bir skor veren es-
lestirmeler, bazi ¢ok biylk proteinlerin tespitinde
hatali sonuglar Uretebilmektedirler. Bunun sebeple-
ri, bluylk proteinlerin hem ¢ok fazla sayida teorik
peptit olusturup son derece karmasik bir spektrum
Uretmesi hem de pek ¢ok korunmus dizisine iliskin
spektrumlarin baska proteinlerce de olusturulabilir
olmasidir. Dahasi 6zellikle 7 amino asitten daha
klguk peptitler veri tabaninda birden fazla sayida
proteinle uyusup sorun yaratabilirler (7 a.a. = 21
nikleotid; daha kisa polipeptitlerin genom icinde
tek bir bdlgeye 6zgu olma ihtimalinin azahgi bu
mantikla daha kolay takip edilebilir). Tum bu se-
bepler, gercek durumu burada anlatildigindan da-
ha karmasik hesaplamalar gerektirecek hale ge-
tirmektedir (Sekil.41).

Bir diger kisitlama da genelde sadece “tam
triptik” peptitlerin veri tabani taramasinda kullani-
labilir olusudur. Béylece olusan tiim peptit parcala-
rinin karboksi terminalinde arjinin veya lizin amino
asidinin olacagi 6nceden bilinir. Bunun nedeni
tripsin’in tam olarak dizi 6zgul bir proteaz olmasi
ve son derece az sayida ‘kismi-triptik’ Grin olusu-
muna sebep olmasidir. Bu sayede teorik spekt-
rumlarin olusturulmasi ve farkh uygulamalar ara-
sinda bir kalibrasyon saglanmasi kolaylasir.

Veri tabani araciliiyla tanimlama bir birin-
den farkl yaklasimlarla yapilir. Her bir ydntemin
uygulanisinda kullanilan algoritmalar da farklidir.

Temel olarak U¢ degisik yaklasimdan bahsedilebi-
i | ERESEREHSSMSGMES) o'oroi da bil-
nen bir yaklagsim ve ilgili algoritma, ilk olarak

“PeptideSearch” programi tarafindan kullanima
sunulmustur. Bu teknik 90’larin  ortasinda,

EMBL'nin Heidelberg Almanya’daki ‘Protein ve
Peptit Grubunda’ galistiklar sirada Matthias Mann
ve Matthias Wilm tarafindan gelistirilmistir.

Boylece bir PST tipik olarak Gi¢ bdlgeden olusur.
Merkezi amino asit etiketi ve bu etiketin her iki ta-
rafinda bulunan birka¢ amino asitlik bdlgelere ilig-
kin kitle verisi (Sekil.32/a’da m1 ve m3) (Dogal
olarak boéyle bir analizden 6nce ilgili peptidin nétral
kitlesi olagan MS spektrumundan tespit edilmeli-
dir). Sonug olarak bu 6zellikte ve bu sirayla dizil-
mig U¢ bdlgeye sahip olan veri tabani dizisi ile ya-
pilacak kiyaslama ile tespit gerceklestiriimis olur.
Yontemin gucl sekil.32/b’nin incelenmesi ile daha
net gorilebilir. Burada karmasik bir spektrumun,
naslil belirtildigi gibi G¢ ana boélimden olusan ve
kolay kiyaslanabilir bir yapi haline donustuirulebil-
digi daha acik olarak izlenmektedir. Bu sekilde,
noétral kutlesi 1378,8 olan atasal peptide iligkin
spektrum, (772,4)LVV(1083,6) seklinde bir dizi eti-
keti halinde organize edilmistir. Bu ydntem ayni
zamanda bir homoloji tarama yontemi olarak da
islev gorur. Eger program Ug¢ boélgeden ikisi i¢in es-
lik aranacak sekilde galistirilir veya normal olarak
bdyle sonug verirse, bir ekson veya domain shuf-
fling (karistirma) olayi tespit edilebilir. Ayrica bu
yontem uzunca bir slire boyunca eldeki ilk ve tek
Ucretsiz yazilim oldugu igin yogun olarak kullanil-
mis ancak pek ¢ok uygulamanin mantel olmasi,
yayginhidini ve popdlaritesini azaltmistir. Son za-
manlarda bu teknigi kullanan yazilimlarin otomas-
yon dizeyi artmistir.

ikinci temel yaklasim ise Sequest algorit-
mas! adi altinda piyasaya sunulmustur. Buradaki
temel mantik deneysel olarak elde edilmis MS?
spektrumunun, eldeki veri tabaninda bulunan
polipeptitlerin triptik kesim Urdnlerinin verebilecegi
teorik spektrumlar ile karsilastirimasina dayanir.
Yapilan otokorelasyon ile gelistirilen her teorik
spektruma bir skor verilir. Digerlerinden istatistik-
sel olarak anlamli kabul edilebilecek kadar yuksek
bir skor alan spektruma iligkin dizi deneysel spekt-
ruma kaynaklik eden polipeptidin dizisi olarak ka-
bul edilir. (Sekil.33) Bu teknik 6zellikle dusik sin-
yal/gurilti oranina sahip spektrumlardan sonug
Uretilmesinde gucli bir uygulamadir. Zira boyle
dustk ¢6zUnUrlikli bir spektrumun aksine yliksek
¢6zUnurlikld bir spektrumun kullaniimasi duru-
munda, ilgili algoritma tarafindan gerceklestiriime-



ye calisilan otokorelasyon iglemi, bilgisayar igin
son derece is yogun bir ydontem haline gelmekte ve
sonug Uretiimesi zorlagsmaktadir. Bunun sebebi
aciktir. Iyi bir uzman igin kolayca zemin giriiltiisii
oldugu anlasilabilecek pek ¢ok pikin keskin goérin-
tusu, yuksek ¢ozunirlUkld bir spektrumu, bilgisayar
icin teorik spektrumla karsilastirildiginda son dere-
ce yetersiz bir benzerlik iliskisi kurulmasina yol
acacak sekilde karmasiklastiracaktir. Bu nedenle
belirgin sinyaller Greten hedef peptit parcalarindan
baska tim zayif sinyallerin arada kaybolacagi 6l-
clde diuslk bir ¢dzinirlik dizeyi, Sequest algo-
ritmasi icin en verimli duzeydir.

Uglincii ana yaklagsim ise Mascot isimli bir
arama motoru tarafindan piyasaya surilmistar.
Olasilik tabanli eslestirme diye de anilan bu yon-
tem, veri tabanindaki tim peptitlerden teorik olarak
olusmasi beklenen butiin olasi peptit pargalarinin
hesabina dayanir. Bu algoritmada beklenen
fragmentler, deneysel fragmentlerle bir ‘yukaridan
asaglya’ mantigi ile eslegtirilirler (Sekil.34). Bunun
icin veritabanindaki peptitlerin verebilecedi olasi
pargalar, MS? spektrumundaki en belirgin piklere
karsilik gelen ‘b’ ve ‘y’ turQ iyonlar icin tek tek de-
gerlendirilir. Burada unutulmamasi gereken sey,
en yegin piklerin her zaman igin ‘b’ ve ‘y’ tirl iyon-
lara ait olmayabilecegdidir. Ancak teorik olarak belir-
lenen peptit pargalarindan, teorik olarak uretilen bir
tandem-MS spektrumunun deneysel MS? spektru-
mu ile karsilastirildigi Sequest algoritmasi ile ki-
yaslandiginda, bu algoritmanin iki farki gorilmek-
tedir. Birincisi teorik basamaklardan biri (teorik
spektrum Uretme basamagi) ortadan kaldirilarak
daha gergege yakin karsilastirma degerleri Uretil-
meye c¢alisiimig, ikinci olarak ise zemin gurultisi-
ndn yarattid1 sorunlari azaltabilecek sekilde, de-
neysel tandem-MS spektrumu dogrudan dogruya
ilgili olabilecegi dizi ile kargilastirilarak, daha dusuk
islem yUku ile olasi benzerlik iliskisi belirlenmeye
calisiimistir. Sonug olarak bu yoéntemde de tim
karsilagtirmalar birer skor ile nicellestirilir ve deger-
lendirmeye alinir.

MS? veri tabani karsilastirma analizleri es-
nasinda ortaya ¢ikan yanlis tanimlamalar pek ¢ok
farkli sebebe dayanir. Bunlarin basinda, sonuglar
Uzerinde ayrintili degerlendirmeler ve geri dontsler
yapilarak hata giderme imkaninin kisith oldugu ve
bazen tek bir deneyde binlerce peptidin tanimlan-
dig1 genis Olgekli proteomik dizileme projeleri gelir.
Sonug olarak bu galismalarda nicel degeri bilinme-
yen, fakat acikga diger analizlerden daha ylksek
olan bir hata orani vardir. Ancak hata oraninin ve
dizeyinin belirlemesine yoénelik calismalar da ya-
pilmaktadir. Keller et al. 2002 yilinda yayinladiklari
“Experimental protein mixture for validating tan-
dem mass spectral analysis” (Omics 6, 207-212)
baslikl yayinlarinda, hata orani ve diizeyini belir-
lemek icin deneysel bir yaklasim gelistirmiglerdir.

Arastiricilar bu amagla rekombinant proteinlerden
olusan bir karisim kullanmiglar ve pek c¢ok defa
LC-tandem-MS (MS2) deneyi uygulayarak protein
tanimlamasi yapmiglardir. Sonug olarak, peptit ta-
nimlamada kullanilan pek ¢ok giris kriteri icin yan-
hs pozitif ve yanlis negatif oranlarini belirlemisler-
dir. Bu tip calismalarin en énemli yanlarindan birisi
de farkli yazilimlar ve farkl laboratuarlarca gergek-
lestirilen deneylere iliskin sonuglari, kiyaslanabilir
sekilde kalibre etme imkani yaratmasidir. Yine de
tek peptide dayali tanimlamalarin ve tam triptik
olmayan peptit karigimlari kullaniminin, yanhs po-
zitif protein tanimlama olaylarinin en blyik sebebi
oldugu bilinmektedir.

Aslina bakilirsa, veri tabani olusturma ve-
ya hazir veri tabanlarini kullanma bile basl basina
bir uzmanlik alanidir. Bu alan buglin tamamen “in
silico” olarak, yani bilgisayar Gzerinde gelismekte-
dir. Ozellikle genomik dizilerden olas! polipeptitleri
tahmin edip dizilerine ulagsma, bugiin hala gelisen
bir calisma alanidir. Veri tabanlari ise son derece
biyiiktir. Ornegin bir proteinin dizisini ve bu veriyi
kullanacak olan program igin gerekli girig bilgilerini
tasiyan baslangi¢ isaretlerini iceren ¢ adet drnek
veri tabani satiri asagida verilmigtir.

snew|Q9Y530IMM_[11ICH [1BQ96F23|Q96F23 Hypothetical
prot [J

Homo sapiensMM_2 produc
SMASSLNEDPEGSRITYVKGDLFACPKTDSLAHCISEDCRMG
AGIAVLFKKKFGGVQELLNQQKKSGEVAVLKRDGRYIYYLITK
KRASHKPTYENLQKSLEAMKSHCLKNGVTDLSMPRIGCGLD
RLQWENVSAMIEEVFEATDIKITVYTL// #

snew|P22682hydriigF— [1™CBL E3 ubiquitin protein ligase [
Mus musculusydrase, chl
[1*MAGNVKKSSGAGGGGSGGSGAGGLIGLMKDAFQPHHHH
HHLSPHPPCTVDKKMVEKCWKLMDKVVRLCQNPKLALKNSP
PYILDLLPDTYQHLRTVLSRYEGKMETLGENEYFRVFMENLM
KKTKQTISLFKEGKERMYEENSQPRRNLTKLSLIFSHMLAELK
GIFPSGLFQGDTFRITKADAAEFWRKAFGEKTIVPWKSFRQA
LHEVHPISSGLDAMALKSTIDLTCNDYISVFEFDIFTRLFQPWS
SLLRNWNSLAVTHPGYMAFLTYDEVKARLQKFIHKPGSYIFR
LSCTRLGQWAIGYVTADGNILQTIPHNKPLFQALIDGFREGFY
LFPDGRNQNPDLTGLCEPTPQDHIKVTQEQYELYCEMGSTF
QLCKICAENDKDVKIEPCGHLMCTSCLTSWQESEGQGCPFC
RCEIKGTEPIVVDPFDPRGSGSLLRQGAEGAPSPNYDDDDD
ERADDSLFMMKELAGAKVERPSSPFSMAPQASLPPVPPRLD
LLQQRAPVPASTSVLGTASKAASGSLHKDKPLPIPPTLRDLPP
PPPPDRPYSVGAETRPQRRPLPCTPGDCPSRDKLPPVPSSR
PGDSWLSRPIPKVPVATPNPGDPWNGRELTNRHSLPFSLPS
QMEPRADVPRLGSTFSLDTSMTMNSSPVAGPESEHPKIKPS
SSANAIYSLAARPLPMPKLPPGEQGESEEDTEYMTPTSRPV
GVQKPEPKRPLEATQSSRACDCDQQIDSCTYEAMYNIQSQA
LSVAENSASGEGNLATAHTSTGPEESENEDDGYDVPKPPVP
AVLARRTLSDISNASSSFGWLSLDGDPTNFNEGSQVPERPP
KPFPRRINSERKASSYQQGGGATANPVATAPSPQLSSEIERL
MSQGYSYQDIQKALVIAHNNIEMAKNILREFVSISSPAHVAT//
|

snew|Q9Z6M3mate1JJA [103-dehydroquinate synthase (EC
4 [1JChlamydophila pneumonia
[I~MMSETIITTPHVVKLISNFFQKKLFSSISTAYPLVIITDVSVQ
QHLLGPILDHIKMLGYQVIVLTFPPGEPNKTWETFISLQYQLV
DQNISPKSSIIGIGGGTVLDMTGFLAATYCRGLPLYLIPTTITA
MVDTSIGGKNGINLRGIKNRLGTFYLPKEVWMCPQFLSTLPR



EEWYHGIAEAIKHGFIADAYLWEFLNSHSKMLFSSSQILHEFIK
RNCQIKAAIVAEDPYDRSLRKILNFGHSIAHAIETLAKGTVNHG
QAVSVGMMIETRISLAEGVMKTPQLIDQLERLLKRFNLPSTLK
DLQSIVPEHLHNSLYSPENIYTLGYDKKNLSQHELKMIMIEHL
GRAAPFNGTYCASPNMEILYDILWSECHVMRHC// [

Bu satirlarin alindigi veri tabaninda
(PeptideSearch EMBL/EBI [European Bioinformat-
ics Institute]’a ait “non-redundant protein database
[nrdb]” isimli veri tabaninda), bdyle 750.000’den
fazla sayida farkli diziye iligkin veri vardir
(559.618.375 bayt / FASTA formatindaki veri taba-
ninin blyukligld 700Mb). Ayrica bu veri tabani
kamuya acik olup Ucretsiz olarak indirilebilmekte-
dir. Asagida bazi veri tabani tarama programlari ve
edinilebilecekleri internet adresleri verilmistir.

1.Mascot http://www.matrixscience.com/
2.Masslynx http://www.waters.com/
3.MS-Tag/MS-Seq http://prospector.ucsf.edu/

4. PeptideSearch  http://www.narrador.embl-
heidelberg.de/GroupPages/Homepage.html

5.PepFrag http://prowl.rockefeller.edu/PROWL
6.ProbID http://projects.systemsbiology.net/probid
7.SEQUEST http://fields.scripps.edu/

http://www.thermo.com/
http://www.chem.agilent.com/
http://www.thegpm.org/TANDEM/index.html

8.SpectrumMill
9.X!Tandem

Post-Translasyonel Modifikasyonlar:

Post-translasyonel modifikasyonlar
(PTM’lar) proteinlerin hem etkilesimlerini hem de
gOrevlerini 6nemli dl¢ide etkileyen degisikliklerdir.
Bu nedenle tespitleri blylk dnem tagir. Ancak bu
zorlu bir istir. Ciinkd MS analizinde bu tir degisik-
likler, genelikle karmasik sinyaller Gretmeye egilim-
lidirler. Belirli bazi modifikasyonlarin 6zgul kutleleri
dolayisiyla tipki bir amino asit gibi belirlenmeleri
olasidir (bazi prostetik gruplar gibi), fakat cogu du-
rumda bdyle belirgin isaretler olusmaz.

Bir proteinin butln olasi izoformlarinin MS
analizi ile belirlenmesi mimkin olmayabilir. Bazen
tek bir amino asit degisikligi bile belirgin bir kutle
farki yaratmasi nedeniyle bir izoformu ortaya ko-
yabilir (izoldsin / 16sin durumu haricinde), fakat al-
ternatif splays veya protein processing gibi olaylar
icin bu kural islemez, ¢linkli bu durumda elimizde,
veri tabani ile drtismeyebilecek yeni bir amino asit
dizisi vardir. Bu tir PTM’larin tespiti icin hem veri
tabanlarinin gelismesine hem de karsilastirma ya-
zihmlari alaninda yeni ¢alismalar yapilmasina ge-
reksinim duyulmaktadir.

Fosforilasyon, glikozilasyon ve metilasyon
gibi PTM’larin tespiti ise gérece daha kolaydir. Bu-
nun igin dnce HPLC gibi klasik yontemlerle modifi-
kasyonun turu belirlenip sonradan bu modifikasyo-
nun MS yardimi ile haritalamasi yapilabilir (Se-
kil.44). Kimi PTM’lar MS kosullarina dayanikli olup
bunlarin analizi dogrudan dogruya tandem-MS ile

yapilabilir. Bunun igin kutleleri nedeniyle olusacak
kaymalar dikkate alinir (Tablo.3). Sekil.45'de kare
icinde gorilen spektrum, MS’de kirilgan oldugu
bilinen glikozilasyon tiri PTM’larin, CID tird bir
fragmentasyon tekniginin kullanildigi MS/MS ana-
lizi ile tespitini gOstermektedir. Burada muhtelif
heksoz birimlerinin kaybi ilgili PTM’'un tespitine im-
kan vermis, fakat iligkili oldugu peptit parcasindaki
konumu belirlenememigstir. Sekil.45’in genel grafigi
ise “ECD - Electron Capture Dissociation”
fragmentasyonu ile bir FTMS tiirG cihazda gergek-
lestirilen deneyin sonuglarini yansitmaktadir. ECD
teknigi halen bilinmeyen bir mekanizma ile ¢ok ki-
rilgan PTM’larin bile bagh kalmasini ve konumlan-
dirlmalarini  saglamaktadir. Buradaki grafikten
‘HexNAcHex;NeuNAc,’ seklindeki bir
glikozilasyonun ve toplamda bes fosforilasyon ile
Uct O- ve biri de N-bagli glikozilasyonun tespiti
muimkin olmustur.

Nicel Proteomik ve Kiitle Spektrometrisi:

MS analizi, 6zellikle cok az miktarlardaki
proteinlere uygulanabildigi icin son derece distk
derisimdeki proteinlerin tespitinde énemli basarilar
saglayan bir tekniktir. Bazi durumlarda, klasik yon-
temlerle tespit edilme sininnin altindaki proteinler
bile belirgin bir MS spektrumu vermeleri nedeniyle
heniuz izole edilmeden dOnce tanimlanirlar. Bu,
proteomigin hedefleri agisindan gok buyuk bir ge-
lismedir. Fakat pek ¢ok proteinin iglevi cogu za-
man derigimine baghdir ve bu da sadece nitel de-
gil ayni zamanda nicel bir analizi de gerekli kilar.
iste bu nicel analizlerin kiitle spektrometresi kulla-
nilarak yapilabilmesi igin bazi yontemler gelistiril-
mistir.

MS spektrumundaki pikin siddeti dogrudan
dogruya detektdre ulasan iyon miktarina baglh olsa
da bu miktar, o proteinin kaynaktaki miktari ile
dogrusal iligkili degildir. Bunun nedeni s6z konusu
proteinin ornegin diger bir proteine nazaran daha
az olan ¢6zunurligune bagh olarak daha az tripsin
etkinligi altinda kalmasindan veya digerlerinden
daha farkli bir iyonizasyon etkinligine sahip olma-
sindan kaynaklanabilir (iyonizasyon etkinligi; ¢6-
zeltideki peptitlerin, gaz fazinda iyonlara dénusti-
rilebilen kesri ile tanimlanir). Neyse ki, tim bu pa-
rametreler hesaplanabilir niteliktedir ve bdylece
spektrumdaki veriden proteinlerin goreli miktarlari-
na belirli bir hata oraniyla olsa da ulasmak mim-
kiin olabilmektedir. Dogaldir ki bir ‘mutlak miktar
belirleme’ deneyinin en akilci yolu bir ‘i¢ standart’
(‘internal standard’) molekdl kullanmaktir. Bu
amagla, enzim kesimi sonucu olugsmasi beklenen
peptitlere benzer bigcimde olan ve miktari bilinen
bir peptit kullanilir. Ancak miktari tam olarak bili-
nen bu peptidin, deneysel peptitlere ait spektrumla
girisim yapmayan buna ragmen kolayca da tespit
edilebilecek bir spektrum olusturabilmesi igin her



tir peptitden biraz farkh bir kitleye sahip olmasi
gerekir. iste bu amagla farkli kiitleli kararli izotoplar
kullanihr (mesela i¢ standardin icerdigi karbonlar,
en azindan bazi amino asitler igin, °C seklinde ta-
sarlanir). Kaginilmasi gereken uygulamalardan bi-
ri, i¢ standart olarak de-metile (-14) veya hidroksile
(+16) analoglarin kullaniimasidir. Zira bunlar, ata-
sal bilesiklerin dogal olarak bulunan metabolitleri
arasinda, kitle kaymasi gézlenmesine sebep ola-
bilecek en yaygin tirlerdir. Sonugta i¢ standart’a
iliskin pik, dogal olarak bulunan bu metabolitler ile
girisim yaparak ¢ok daha siddetli gérinebilir.

Cogu zaman, proteomik calismalarinda
goreli miktar tayini, mutlak miktar tayininden daha
dnemli olur. Ornegdin farkli kosullar altinda, ilgileni-
len belirli proteinlerin miktarlarinda nasil bir degi-
sim meydana gelmektedir? Hicreler degisen gev-
resel kosullara veya gesitli kimyasallara nasil tepki
vermektedir? Tum bunlar son derece hayati soru-
lardir ve ¢dzumleri goreli miktar tayini gerektirmek-
tedir. Asagida siralandigi gibi bu amagla kullanilan
belli bagh U¢ yaklagim vardir ($ekil.35). Bunlarin
hepsi kararli izotoplarin kullanimina dayanir
("Ho?H, "CoC, NN ve °0-"0 degisim-
leri). Sonugta ayni peptidin farkli kaynaklarina ait
oldugu bilinen piklerin siddetleri arasinda yapilan
bir oranlama, ilgili proteinin kaynaklar arasindaki
goreli oranini yansitir.

1.Enzim Reaksiyonu Araciligiyla Kararli
Izotoplar ile isaretleme: Bu teknikte bir biri ile ki-
yaslanmak istenen iki farkl hiicre populasyondan
alinan proteinlerden biri normal ortamda tripsin ile
kesilirken, digeri agir sulu ortamda kesilir. Ardin-
dan iki 6rnek karistirilarak birlikte MS analizine yol-
lanirlar. Hidroliz esnasinda peptide aktarilan agir
izotoplar nedeniyle olusan 6zdes peptit serilerin-
den her biri iki farkl spektrum Uretecektir. Bu iki-
serli spektrumlardaki piklerin bir birleri ile oranlari
ilgili proteinlerin geldikleri kaynaklardaki goreli
oranlarini yansitacaktir. Fakat bu yontemin en cid-
di sorunu, olabilecek en agir (ve radyoaktif olma-
yan) suyun kullanilmasi durumunda bile (*H,0'®)
iki 0zdes peptit arasindaki mesafenin en c¢ok
4Da’la sinirli olmasidir. Bunun sorun olusunun se-
bebi sudur; her bir peptit, spektrum Uzerinde yuka-
rida anlatildigi gibi bir izotopik pikler kiimesi sek-
linde bulunur. Bu dogal ve ise yarayan durum, bu-
rada ilgili pikler kimelerinin i¢ ice gegcmesine ne-
den olarak sorun yaratabilmektedir. Bu nedenle,
bu tip calismalarda genel olarak isaretli peptit ile
dogal peptit arasinda en azindan 3 kutle/yuk birimi
kadar bir farkin olmasi istenir. Bu ydntemde ise
H,O'"li su kullaniimasi durumunda, her peptidin
karboksi terminaline 2Da’luk bir fazladan kutle ak-
tarilmis olur ki, +2 yUkli bir peptit i¢in bile MS
spektrumunda 1m/z birimi kadar fark olusturulabil-
digi icin izotopik pikler kiimelerinin i¢ ice girmesi
kaginilmaz olur. iki bagindan da kesilmis peptitlere,

hem amino terminaline iki adet °H (Déteryum) (biri
amino grubunu -NH;" seklinde bir yapiya tasiya-
cak 2H" cekirdegi) ile hem de karboksi terminaline
80 ile toplamda 4Da kiitle kazandirilmasi durumu
bile gogu zaman yetersiz kalabilmektedir.

2.ICAT _ (Isotope-Coded Affinity Tagq)
Izotopik Isaretli Kimyasal Etiket ile Isaretleme: Ba-
zen ‘hasat sonrasi isaretleme’ (‘post-harvest label-
ling’) olarak da adlandirilir. Bu amagla sik¢a kulla-
nilan tekniklerden biri, bir biotin grubu ile bir sistein
amino asidinin iki farkli kaynaga ait protein érnek-
leri icin fakli izotoplarla isaretli birer kdpri (‘linker’)
molekl ile baglanmasidir ($ekil.36). Kimyasal ola-
rak birlestirilen bu etiketlerin kutleleri tasarlanip
istenilen m/z orani farklari elde edilebilir. Fakat bu
teknigin de bazi sinirlamalari vardir. Ornegin
sistein icermeyen peptitler bu sekilde isaretlene-
mezler. Dahasi kimyasal isaretleme zaman alici
ve hassasiyet isteyen bir calisma gerektirdigi icin
pek tercih edilmez. Yine de SILAC uygulamasinin
yapilamadigi insan biyopsilerinde kullanim igin son
derece dnemli bir tekniktir.

3.SILAC (Stable-Isotope Labeling in cell
Culture) Hiicre kiiltiiriinde Kararli izotoplar ile isa-
retleme: Bu amagla kullanilan tekniklerin iginde
belki de en glglusu SILACtir. Bu yéntem ilk olarak
iki farkli ekip (Langen ve meslektaslari ile Chait ve
calisma arkadaslari) tarafindan tanitilmigtir. Yén-
tem, temelde hicre kilttrlerini besi ortamlarina
katilan farkli kitleli izotoplar ile metabolik olarak
isaretlemeye dayanir. Bdylece higbir kimyasal re-
aksiyon basamagi icermeyen ve istenilen m/z ora-
ni farklarina sahip spektrumlar Uretecek izotopik
isaretli peptitler elde edilmis olunur. Bu amagla,
genel olarak segilen bir veya iki amino asit igin '-C
veya N ile isaretli turleri, segilen hiicre hattinin
besi yerine katilir ve tam olarak proteinlerin yapi-
sina katildiklarinda izolasyona gegilir.

Bu yontemlerin hepsinde iki farkh kaynak-
tan gelen drnekler karistirilarak MS analizine yon-
lendirilir. Boylece spektrumlardaki siddetler arasi
kiyaslama ayni deneye ait grafik(ler) tzerinde ya-
pihr (Sekil.35 ve 36’daki grafikler). Tium bu uygu-
lamalarin saglikh sonug Uretebilmesi igin temel ve
vazgegilmez olan iki konu vardir. Bunlar, %100
isaretleme ve kaynak hicre hatlari arasi 6zdesligin
korunmasidir. Soyle ki, eger isaretleme yontemle-
rinden her hangi biri %100’den farkh bir isaretleme
oranina sahip olursa, isaretlenmeyen ve dolayisiy-
la diger kaynaktan gelen peptitlerin piki icinde on-
larin siddetlerini artiran bu peptitler yeni bir belir-
sizlik yaratacaklardir. Yine hicre hatlari arasi kont-
rol kaybedilirse, belirli bir proteinin, érnegin 2 nu-
marali hicre hattinda gergekten daha ¢ok mu ifa-
de edildigini, yoksa bunun sadece bu hicrelerden
daha ¢ok protein izole edilmis olmasindan mi kay-
naklandigini anlama imkani kalmaz. Bu hataya



dismemek icin izolasyon kaynaklari hassas bicim-
de es tutulur ve izolatlar her basamakta ayni islem-
leri gorir. Sonugta ortaya konulan farkhliklarin ge-
netik ifade ve degredasyon hizi gibi etkenlerce be-
lirrenen gergek goreli orani yansitmasi hedeflenir.
Bu amagla tim bu deneyler isaretlemelerin ters
cevrilmesi ile tekrarlanabilir.

Ozellikle saglik alaninda miktar tayini gok
Onemlidir. Clnkd proteinler gogu hiicresel faaliyet
icin etkin bilesenlerdir ve mRNA populasyonlarina
iliskin miktar bilgisi ¢ogunlukla protein miktarini
yansitmaktan uzaktir. Bu nedenle cDNA gipleri ile
yapilan mRNA analizi tabanli ¢galismalar, giin geg-
tikce genetik ifade dizeyini ortaya koyan birer
marker olarak algilanip, hastalik ve hastanin du-
rumuna iligkin veriler icin MS analizine basvurma
stratejisi yerlesmektedir.

Protein — Protein Etkilesimleri:

MS’in en heyecan verici sonuglar ortaya
koydugu alanlardan biri de Proteinler arasi etkile-
simlerin tespitidir. Bu amagla, antikorlar ile ¢okti-
rilmus ve pek cok protein iceren karmasik yapila-
rin analizinden, protein etkilesim aglarinin tespitine
ve organellerin protein igeriklerinin tanimlanmasina
kadar genis bir alanda MS analizinden yararlanil-
maktadir. Ornegin bir proteinin fosforilasyonu han-
gi proteinlerle ne gibi etkilesimler yaratmaktadir?
Bu amacla, yukarida anlatildidi gibi metabolik ola-
rak isaretli, fakat bu sefer 6zdes (yani farkhlagsmis
bir gen ifadesi veya protein degredasyon hizi bek-
lenmeyen) ve fakl izotoplarla isaretli hicre hatla-
rindan alinan 6zitler, daha énceden ilgilenilen pro-
teinin biri fosforile digeri ise fosforile olmayan for-
munun bulundugu iki kolona uygulanir. Bu kolon-
lardan geri kazanilan proteinlerin MS analizleri ki-
yaslandidinda hemen tamamen 6zdes pikler gbz-
lenir. Yalnizca ilgili proteinin fosforillenmesi ile etki-
lesme potansiyeli ciddi bicimde degisen prote-
in(ler) farkh siddette pikler vererek tanimlanirlar.
Bu tanimlama kolaydir, ¢iinkl kolonlardan kazani-
lan proteinler MS analizine birlikte verilmelerine
ragmen &rnegin fosforile proteinin bulundugu kolo-
na sadece "°C'li hiicre 6z(tii katilir. Boylece kolon-
lardan birine daha yiksek veya dusiUk bir ilgi ile
baglanan bir proteine iliskin izotopik piklerin siddet-
leri arasinda bir fark alacaktir.

Proteinler arasi etkilesimlerin tespiti, 6zel-
likle multiprotein kompleksleri tarafindan gercek-
lestirildigi bilinen hucresel etkinliklerin anlasiima-
sinda hayati bir 6neme sahiptir. Ancak bu tip kar-
masik yapilarin izolasyonu ve analizi son derece
zordur. Bu zorluklari giderebilmek igin geligtirilen
en son yaklasimlardan biri de ‘TAP etiketidir (TAP
tag — Tandem Affinity Purification). Bu yontemle az
miktardaki hiicreden, dogal yapisina uygun bigim-
de ve hizla protein kompleksi saflastirmasi yapila-

bilmektedir. TAP etiketi, icerigi bilinmeyen
heteromerik kompleksler icin asiri ifade ettirmeye
dayali yontemler (over expression) uygulanama-
yacagl ve hatta uygulansa bile farkli molar deri-
simler nedeniyle fizyolojik olarak aktif olmayan
komplekslerin olusmasina yol agabilecegi gibi so-
runlarin asilimasi igin gelistiriimis farkli bir strateji-
dir. Temel olarak maya (Saccharomyces
cerevisiae) igin gelistiriimis olan teknigin farkli can-
lllara ait hicrelere de uygulanmasi mumkindur
(aslina bakilirsa ‘TAP etiketi’ mayalarda kullanilan
protein etkilesim analizi yontemi ‘yeast two hybrid
system’'in MS analizi igin modifiye edilmis bir tire-
vidir). Bu yontemde hedef proteine iligkin dizi bir
vektor Uzerinde etiket gorevi yapacak olan bagka
bazi proteinlere ait diziler ile birlestirilip konak hiic-
rede kendi dogal ifade diizeyine uygun olarak Ure-
tilmesi saglanir (bu amagcla yaygin olarak plazmit
vektorler kullaniimaktadir). MS’in ~100fmol gibi
¢cok disuk miktarlardaki proteinleri analiz edip ta-
nimlayabilmesi nedeniyle bu is ¢ok dUgUk ifade
diizeylerinde bile yapilabilir (femto- 10 '°). Yénte-
min Kilit noktasi hibrit proteine eklenen etiketlerin
niteliginde yatar. Bunlar secilen kolon materyaline
kuvvetle baglanacak ancak hedef proteinin 6zguil
etkilesim bigimlerine mimkin olan en alt dizeyde
etkide bulunacak olan proteinlerden segilir. Etiket
iki bolimden olusur ve ‘tandem’ ifadesinin de be-
lirttigi gibi ardi ardina iki affinite kolonu saflastir-
masi yapilir. Bunun igin ilk kolona baglanan ma-
teryaller, baglanmayanlar yikandiktan sonra, etike-
tin kolona tutunan kismina yakin bir bdlgesinden
daha d6nceden tasarlanmig 6zgul bir dizisine etki-
yen bir enzim araciligiyla hicresel kosullarda kesi-
lerek alinir. Bu islem esnasinda kosullarla oynama
gerektirmeyen bir enzim kesiminin kullaniimasi,
kompleksin dagilmasini veya alakasiz proteinlerle
yeni etkilesimler kurmasini engeller. Etiketin ikinci
kolona tutunan kismi ise, ilk kolondan kazanim
esnasinda gelen bulagmalar ve kesimde kullanilan
enzimin yikanmasinin ardindan, kendine 6zgu her
hangi bir yontemle kolondan ayristirilip kompleks
bilesenleri izole edilebilir. Bu sekilde yapilan analiz
icin tasarlanan farkh etiketler vardir. Bunlarin her
birinin kolona baglanma, geri kazanim ve hedef
proteinin etkilesimlerini etkileme dizeyleri agisin-
dan farkhhklari vardir. Bu nedenle tekrarlanan ve
hata oranlari test edilen deneyler ile gok daha ke-
sin sonuglara ulasmak mimkin olabilmektedir. Bu
teknigin kullaniimasiyla, mRNA igslemede gorev
alan ve kaynak canli olan mayanin tim genom
analizi uzunca bir zaman 6nce bitmis olmasina
ragmen tespit edilememis olup insan dahil ileri or-
ganizasyonlu canlilarda homologlari bulunan yeni
bir  snRNP  bulunmustur. Bu, maya U1
sNRNP’Unln bir alt birimi olan ve
Snu30p/YDL087C diye adlandirilan bir proteindir.
Yontemin isleyisi icin sekil.37 ve ayrintili protokol-
leri ile son gelismeler icin de
http://www.emblheidelberg.de/Externallnfo/seraphi




n/TAP.html adresli internet sitesi incelenebilir. Se-
kil.37°de A’dan E’ye kadar basamaklarda sirasiyla
vektorlerin tasarimi, TAP etiketinin amino asit kom-
pozisyonu, farkli TAP etiketleri, etiketin ifade son-
rasi kompleks olusturmasi ve ardisik kolon saflas-
tirmasi basamaklari sematize edilmistir.

Bir diger etkilesim analizi, pek ¢ok alt bi-
rimden olusan proteinlerin incelenmesidir. MS ana-
lizi burada da biylk vaatler sunmaktadir. Molekil-
lerin 3boyutlu yapisindan tutun da g¢aplarina ve
hatta alt birimlerinin birbirleri arasinda kurdugdu ilis-
kilerin niteligine kadar pek ¢ok bilgiyi MS analizi ile
edinmek mimkandar (Sekil.38 ve 39).

Proteinler arasi etkilesimler genellikle dog-
rudan dogruya birliktelik kurulmasi yoluyla olmaz.
Pek cok protein bir ag icerisinde karsilikh etkile-
simler gdstererek caligir. Bu tip etkinliklerin tespiti
ve analizi i¢in dncelikle agi olusturan proteinlerin
tanimlanmasi gerekir. Bu amagla MS analizine
bagvurmak akilci  bir ¢dzimdir.  Ornegin
organellerin igeriklerinin belirlenmesi MS analizinin
onemli uygulamalarindandir. Fakat bu konudaki
temel problem, pek ¢ok organelin sadece kendisi-
nin icerdigi proteinlerle izole edilmesinin ¢ok da
mumkin olmayisidir. Ancak yapilan calismalar
gostermigtir ki, bulasma yoluyla gelen proteinler
MS analizinde degisken bir profil sergilerken,
organele has proteinler daha sabit bir dizey sergi-
lemektedirler. Boylece g¢ekirdekgik gibi organellerin
bile tanimlanmalari bagariyla gerceklestirilmistir
(Sekil.40). Konu hakkinda ayrintilara “Cekirdekgik
Protein Veritabani” (“Nucleolar Protein Database”)
isimli internet sitesinin asagidaki adresinden ulasi-
labilir
http://www.dundee.ac.uk/lifesciences/lamonddatab
ase/.

Gelecek ve insanin Rolii:

P-MS’in kullanim alanlari genistir. Bu ne-
denle gelecekte buginden de c¢ok kullanilacak bir
teknik olduguna stiphe yok. Ornegin ilging bir ca-
lismada MS parmak izi analizinden, bir ekosistem
c¢alismasinda yararlaniimistir (A proteomic finger-
print of dissolved organic carbon and of soil parti-
cles. Waltraud X. Schulze, Gerd Gleixner, Klaus
Kaiser, Georg Guggenberger, Matthias Mann,
Ernst-Detlef Schulze. Oecologia (2005) 142: 335-
343). Bu cgalismada gol topradindaki proteinlerin
%88'’inin ve igne yaprakli orman topragindaki pro-
teinlerin ise %50°den azinin bakteriyel kdkenli ol-
dugu tespit edilmistir. Bdylece makro boyutta
epeyce bilinen karbon dénglsunln, kaynagi olan
reaksiyonlarin incelenmesi ile mikro boyutta da
aydinlatiimasinin 6nu agiimistir.

Bu tip u¢ uygulamalar bir tarafa birakir-
sak, ozellikle saglik alanindaki uygulamalar hizla
artmaktadir. MALDI gibi bir dakikadan az zamanda
uygulanabilen teknikler bu alanda ciddi olanaklar
sunmaktadir. Yine de pek ¢ok arastirmaci 2D-
PAGE uygulamasindan kaginmak i¢in MALDI-MS
analizine sicak bakmamaktadir. Ozellikle jeller
Uzerindeki spotlarin enzimatik olarak islenmesi ve
MALDI-MS analizine yodnlendiriimesi zor bir istir
(Sekil.46). Dahasi, bu zorluga ragmen deneyin
tekrar edilebilirligi ve sadece belirli bir protein Gze-
rinde uygulamanin yarattigi secici avantajlar bazi
durumlarda MALDI-MS uygulamasini zorunlu kil-
maktadir. Bu amagla karmasik protein karigimlari
icin HPLC analizini off-line olarak MS analizine
yonlendirme yoluna gidilmistir. Bu is, ayristiriimis
orneklerin LC ¢ikisinda metal plakalar tzerine tes-
pit edilip daha sonra MALDI teknidi ile MS analizi-
ne yonlendiriimesi yoluyla yapilir. Off-line birleg-
tirme, teknik olarak zor olsa da tekrarlayan deney-
lere ve istenilen her érnek Gzerinde ayrintili analiz-
lerin yapilabilmesine olanak vermektedir.

Bir diger tibbi uygulama ise “SELDI — yii-
zey artirimli lazer iyonizasyonu (surface enhanced
laser desorption/ionization)” araciigiyla gercekles-
tirilmektedir. Ayrica kan gibi bir vicut sivisinin ion-
exchange veya hidrofobisite gibi bir 6zelligi olan
bir yizeye yerlestiriimesi ve MALDI analizine yon-
lendiriimesi ile elde edilen protein ve peptit
paternlerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi
ile pek ¢ok hastaligi ve safhasini belirleyen stan-
dart degerlerin tespiti, umut vaat eden bir calisma
alanidir.

Veri tabani kargilagtirma yazilimlari da ge-
lismekte olan bir alandir. Ancak pek ¢ok uzmanin
fikir birliginde oldugu konu ileride de buguin oldugu
gibi gelismis yazilimlarla beraber yetismis uzman-
larin da her zaman 6nemli olacagidir. Ancak za-
man iginde insana disen is yUkinin azalacagi
ongorilmektedir.
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iliablokl Y sekiindeki
Amino asit ~"N-C-C-~ yapinin
ve kodu HH kutlesi
Glisin/Gly/G 57,021464 /57,05
Alanin/Ala/A 71,037114 /71,08
Serin/Ser/S 87,032029/87,08
Prolin/Pro/P 97,052764 /9712
Valin/Val/V 99,068414 /99,07
Treonin/Thr/T 101,04768 /101,1
Sistein/Cys/C 103,00919/ 103,1
Losin/Leu/L 113,08406 / 113,2
Izolosin/lle/! 113,08406 / 113,2

Asparajin/Asn/N

114,04293 / 114,1

Aspartat/Asp/D  [115,02694 /1151
Glutamin/GIn/Q [128,05858 / 128,1
Lizin/Lys/K 128,09496 /1282
CGlutamat/GIu/E  [129,04259 /1291
Metiyonin/Met/M [131,04048 / 131,2
Histidin/His/H 137,05891 /137 1

Fenilalanin/Phe/F

147,06841 /1472

Arjinin/Arg/R

156,10111/156,2

Tirozin/Tyr/Y

163,06333 /163,2

Triptofan/TrpMWV

186,07931/186,2

6.) “A surfeit of ‘-omics™, Walter Black-
stock, (Editorial), DDT: TARGETS Vol. 3, No. 4
August 2004 (drug discovery today)

7.) ‘“Ildentifying proteins and post-
translational modifications by mass spectrometry”,
Bernhard Ktister and Matthias Mann, Current
Opinion in Structural Biology 1998, 8: 393-400

8.) “Rapid ‘de Novo' Peptide Sequencing
by a Combination of Nanoelectrospray, Isotopic
Labeling and a Quadrupole/Time-of-flight Mass
Spectrometer”, Andrej Shevchenko, Igor Cher-
nushevich, Werner Ens, Kenneth G. Standing,
Bruce Thomson, Matthias Wilm and Matthias
Mann, RAPID COMMUNICATIONS IN MASS
SPECTROMETRY, VOL. 11, 1015-1024 (1997)

NOT: Alt basliklarla ilgili konularin referans
yayinlarina ders sorumlusundan ulasilabilir.

Hazirlayan:

Safak MERT

“Genomik ve Proteomik” dersi 6devi (ders sorumlusu: Dr. Hatice BALKAN MERGEN)

11 Ekim 2005



Tablo 3: Bazi yaygin ve onemli post-traslasyonel modifikasyonlar

PTM tari AKiitle® (Da) Kararlihk? islev
Fosforilasyon ; e =
PTyr O i kontrol haberlegme
pSer, pThr +80 +++ '
: Protein kararlihgi, N terminalinin kapatilmasi,
hsatiasyon e stk protein DNA etkilesimlerinin diizenlenmesi
(histonlar)
Metilagsyon +14 +++ Gen ifadesinin diizenlenmesi
Acilasyon,
yag asidi modifikasyonu L. L
Farnesyl +204 +++ Hedeflenmis sinyallerin hiicresel
Myristoyl +210 +++  konumlandinimasi, membran yapisinin
Palmitoyl +238 +++  olusumu, protein etkilesimleri icin aracilik
Glikozilasyon Proteinlerin salgilanmasi, hiicre-hiicre
N-bagl >800 +H++ haberlesmesi ve algilamasi, O-GlcNAc
O-bagli 203, =800 +/++ icin geri dénusli diizenleyici
GPI capasi >1.000 ++ Glikozilfosfatidilinositol (GPI) capasi. Enzim ve
reseptérlerin membrana sabitlenmesi, 6zellikle
plazma membraninin dis kisimi icin
Hidroksiprolin +16 +++ Protein kararliligi ve protein-ligand etkilesimleri
Sulfolama (sTyr) +80 + Protein-protein ve reseptér-ligand etkilesimleri
S Molekill ici ve molekiiller arasi capraz
Disiilfit bagi olusumu -2 ++ baglar, protein kararliligi
Deaminasyon +1 4+ Protein-protein ve protein-ligand etkilesimleri
icin muhtemel reglilatér, yaygin bir artifact
Piroglutamik asit -17 +++ Protein kararlihgi, N terminalinin kapatiimasi
L ~1.000 et imha sinyali. Tripsin muamelesinden sonra,
Ubiquitinasyon ' ubiquitinasyon bélgesi Gly-Gly dipeptidi ile
modlifiye olur.
Tirozin nitrasyonu +45 +H++  [nflamasyonda oksidatif tahrip

a.Daha genis kapsamh bir PTM Akiitle degerleri tablosu icin
http :/Amww .abrf.orglindex.cfm/dm.home adresine basgvurulabilir.
b.Kararllik: + tandem MS'de kinlgan, ++ gérece kararli, +++ kararl

Matriks

HCCA (4-hydroxy-a-
cyanocinnamic acid)

Peptit/Protein Karbonhidrat Niikleik asit

+H+

Smapinic acid (3,5-

dimethoxy-4-

R

hydroxycinnamic acid)

DHB (2,5-

dihydroxybenzoic acid)

THAP (2.4.6-

trihydroxyacetophenone)

|

3-hydroxy-picolinic acid

Ferulic acid (4-hydroxy-

3-methoxycmnamic

acid)

ok

*337 nm veya 355 nm UV Lazeri ile kullanilirlar

Tablo 2




Mw
(kDa)
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1000¢}

S. cerevisiae

o
@)
|

Peptidin uyustugu proteinlerin sayisi

| | 2%
1000 2000 3000 4000

Peptit kiitlesi [Da]

5000

Tek bir triptik peptitin enformasyon igerigi, canlidan canliya degisir. Daha
cok acik okuma gercevesine (ORF) sahip tiirler icin dogaldir ki, her bir
peptidin farkli proteinlerle uyusma sayisi artar. Ug 8rnek tiir igin gizilen
yukaridaki grafikte maya'ya iligkin veriler gergek uyusma sayisini gésteren
noktalar halinde ifade edilmis, diger tiirler i¢in ise basitlestiriimis bir ¢izgi
ile belirtilmistir. Escherichia coli igin ~4000 ORF, Homo sapiens igin
~100.000 ORF ve Saccharomyces cerevisiae igin ~6000 ORF degerleri
kullanilmigtir. Dogaldir ki insan i¢in kullanilan bu sayi gercek sayidan ¢ok

fazladir. Sekil 41




Insan nikleolus'u

Digerleri %12

Yeni %32

Dead box prot. %5
RNA-modifiye edici [~
enzimler ve ilgili
proteinler %38 ‘

Diger translasyon \
faktorleri %3
Ribozomal Nukleotid-baglanma ve
proteinler %13 pikleik asit-baglanma
insan hiicre cekirdeginde proteinleri %21

bulunan 400'l askin proteinin _
islevsel dadilim Sekil 40
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H. pylori cagimizin en yaygin patojenlerinden biridir. Yukaridaki grafiklerde farklh kosullar altinda yapilan
MS analizleri ile efektivitesinin dnemli kaynaklarindan biri olan H. pylori Greazinin alt birimlerinin birlesim
yapisi hakkinda ayrintil bilgi elde edilmistir. pH 6.7'de 200mM asetat ¢ézeltisi icinde gerceklestirilen ilk
deney oda sicakliginda yapilmis ve (a) grafigi elde edilmistir. ikinci deney ise +4 C'de gergeklestirilmis
ve (b) grafigi elde edilmistir. Bu sayede gérilmustir ki, o 1, 1, seklinde 24 alt birimden olusan 1\MDa'dan
agir enzim, aslindan daha siki bagdll o 5B 5 seklindeki yapilarin olusturdugu bir tetramer bigiminde bir

davranis sergilemektedir. $eki| 39
Elektrosprey - Sekil 38 Sari1 benekli pring viriisi
& o .. . ® . (Rice yellow mottle virus) g
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¥ 10 Cap/nm 40

Yiik indirgenmesi lyon hareketlilik analizi Tespit

Elektrosprey kaynaginin drettigi ivonlarin atmosferik kosullar altinda hareketliliklerinin
incelenmesi ile dérdincil yapilar ortaya konulur. Hava strtiinmesinin yarattidi bu
etkinin incelenmesi molekulln ylzey alani ve dolayisiyla ¢apl hakkinda bilgi verir.




Plazmit Marker  TAP Tiirii
pBS1479 K. TRP1 Citerminal ~ "#%%
pBS1539 K.I. URA3 C-erminal
pBS1761 K.I. TRP1 N-terminal

pBS1539 (AmpR)

4.58 Kb
K.LURAS

pBS1479 (AmpR)
4.43 Kb

ARG
&Q\“\ \\\\
&

ProtA %C8P
K.ILTRP1 TRA *t'

cal 2.21
Notl 2.81 Sacl 2.34
Xbal 2.80
Notl 2.81 Smal 2.79
Smal 2.79 col 2.21 Pstl 2.78
EcoRV 2.77 Hindlll 2.76
Hindlll 2.76
Kalmodulin Baglanma Peptidi  ara bélge

TEV Kesim bélgesi @
SMEKRRWKKNFIAVSAANRFKKISSSGALDYDIPTTASENLYFQGELKTAALAQHDEA

ara bélge
1gG baglanma bdlgesi
VDNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNAFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK

IgG baglanma bolgesi
VDNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNAFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNGAQAPK
VDANSAGKST

Kalmodulin baglanma peptidi
iliskili

proteinler

SO eder  TEV Proteaz
Bulasmalar protein coim bolgest

ProtA

ilk afinite
kolonu

IgG yataklan

TEV proteaz

00 kesimi
o

ikinci afinite
kolonu (Ca*2)

Kalmodulin
yataklarn

EGTA ile dodal

bicimde eliisyon $ekl| 37




Hicre hatti 1 Hilcre hatt 2

Normal hlcre kaltard Normal hicre kaltdrd
Proteinlerin
saflastiriimasi
O O
Proteinlerin
isaretlenmesi
QS“TO 1 STO
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Y (Linker)

Proteinlerin karistirilip sindiriimesi

isaretli peptitlere
LC-tandem-MS uygulamasi

-
-
-

J Ozdes pikler arasi
orandan goéreli
miktar tayini

ﬂ yapilmasi
T Sekil 36
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ICAT - izotopik Isaretli
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Tandem-MS (MS2) spektrumu Teorik spektrum
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Kismi dizi (amino _
asit etiketi) Sekil 32/a
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: Gaz girisi

(He) Carpisma
Hiicresi
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| e———
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Fourier Dénlisimii Spektrumu
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Fourier transform
ion cyclotron Super iletkenler

resonance mass araciligiyla olusturulan
cok guclu manyetik
spectrometer (FT-MS) alan ve manyetik

rezonans detektéri

Iyon kapani |J r01
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Sekil 22

iyon Aynasi
(Reflektor)

TOF

8
TOF'un Ana Odasi
-4 kV
2x10°1 Torr RO Ls

360 L/s S50L/s 2.5Torr

Quadrupole-TOF trd bir kiitle spektrometresinin sematik gésterimi (QqTOF)

1.-elektrosprey kaynagl, 2 -carpisma htcresi, 3.-odaklama 1zgarasi ve DC-quadrupole
4 ~yarik 2X8mm, 5.-iyon depolama modlatérd, 6.-ivmelendirici kolon, 7.-saptirici plakalar,
8.-dogrusal bélge (ucus bélgesi), 9.-detektdr.




Carpisma hicresi Sekil 21
Q; \qz Q;

) I
R Y

Uclii quadrupole veya dogrusal iyon kapani

TOF-TOF Sekil 20
II: i
'—\' I i
— TOF 11T
1 \ 2
CGarpisma hiicresi
Atimh lazer Sekil 19
7 Detek‘tgr\ TF
_ iy
HHIH/
Ornek tabakasi TOF =

Reflektor




Olusturulan elektron
saganadi

Kolayca elektron
salabilecek bir

metalle kaph
- elektrotlar
Elde edilen
sinyallere
|I|$P_un. +
verilerin +
analizi

Sekil 18

Pozitif yakld analit molekilleri
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Kullanimdan once nanoelektrosprey ignesi (acikhg nm boyutlannda)
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Kullanimdan sonra nanoelektrosprey ignesi (a¢iklik boyutu 1 - 2 zm)
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