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Proteomik yaklagimlari 2000 li yillarin bglarina kadar mikroorganizmalar ve hayvansal kaynakheklerde
agirlikh olarak kullanildi. Bu dénemde bitki protedatalismalari yok denecek kadar azdir. Bitkisel dokulardak
sert hicre ceperleri, karmik ve cok ceitli sekonder metabolitlerin vagi, fazla miktardaki pigmentler,
proteazlar, polifenoller, polisakkaritler,sasta ve lipitler total protein 6rneklerinin hazmaasi ve proteinlerin
ayrimi sirasinda pek ¢ok soruna neden etaru Ancak her bir sorunun Ustesinden gelmek Uzgreurilen
cabalar sayesinde bitki dinyasinda da proteomilayak kullanimi yayginlgmistir. Bu derlemede, 6rnek
hazirligindan protein tanimlamaya kadar tim basamaklareyisel gelimeleri de kapsayacajekilde ayrintili
olarak ele alinnyi ve konuyla ilgili aratiricilarin maksimum yararlanabilegiebir kaynak olgturulmaya
calisiimigtir.
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Approachs and Application Methods in Plant Proteomcs
Research

ABSTRACT

Proteomics approach was used mainly in the sanmfipiesicroorganisms and animal tissues until eafl§@s, the
period during which the plant proteomics studiesenscarcely available. Tough nature of cell membsan
existence of complex and diverse range of secondetabolites, high abundance of pigments, proteases
polyphenols, polysaccharides and lipids causedmbeuof problems for preparation and resolutiothefprotein
samples. However, proteomics approach in plantladebecome widespread with the help of continefiosts

in order to overcome these difficulties. This revies prepared comprehensively from the preparatibthe
samples to the identification of the proteins arairs to serve as a detailed source for the relsees interested

in plant proteomics, especially for young investiga.

Keywords Proteomics, plant proteomics, mass spectrometryR&GE, 2D-LC
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. GIRiS

Son yillarda genomik velevsel genomik yontemlerle bircok genin fonksiydanimlanmasina ganen
tam olarak aydinlatilamayan biyolojik sirecler igmgtirmacilar, bu sireclerde gaudan rol alan proteinler
Uzerine y@unlasmistir. Bu gelsmeler genomik sonrasi gda proteomik, transkriptomik, metabolomik ve
matematiksel modelleme sistemlerini de iceren sigigyolojisi yaklgimini dgurmustur.

Genomik, glevsel genomik ve transkriptomik yaklenlarla, belli bir biyolojik sirecle ikili farklh
ekspresyon yapan bircok gen tanimlanmasigenesm bunlarin fonksiyonel olup olma&dihalen acik dgldir.
Transkripsiyonel dgsimler, ¢asunlukla biyolojik siregleri yoneten proteinleri \&eyprotein seviyesindeki
degisimleri tam olarak yansitamamaktadir. Bunun dnenelilanlerinden biri, bir genin birden fazla protein
kodlayabilmesi, mRNA Urundnun transkripsiyon sonraedifikasyonlarla, farkl biyolojikglevlere sahip farkli
proteinlere dongebilmesidir Gekil.1). Bir diger énemli neden ise post translasyonel modifikalyone
proteinlerin kararigindaki farkliliklardir. Cgu durumda post translasyonel modifikasyonlar pninefionksiyonu
ile dogrudan ilgkilidir. Dolayisiyla proteomik yaklamlar, bir biyolojik sirecin molekiler mekanizmasin
aydinlatiimasinda gerge oldukga yakin sonuglar ortaya koymaktadir.

Genomik Transkriptomik Proteomik
Onbilgi Taslak Uriin

N | ==
4 Ny

Sekil 1. Genom, transkriptom ve proteom arasindagkiyie yonelik basit bir tasvir

ADDIe InC. Pages, SOrOm 10.0 e SRsgturuimugtur

Proteomik, proteinlerin yapilarini, fonksiyonlagitnirbirleri ile ve dger molekdllerle etkilgimlerini
geni bir skalada inceleyen bir bilim dalidir. Proteonméeimi, 1994'te Marc Wilkins'in “Proteom” terimini
tanimlamasini takiben 1996 da literatiirdeki yeaimistir [1].

Proteomik ¢akmalar, proteinlerin kompleks ve dinamik yapilarderiyle genomik ¢cajmalara oranla
daha zordur ve ancak bir biyolojik sistemde beilti kosul ve belli bir zaman dilimindeki mevcut proteiriler
analizine olanak tanimaktadir. Bununla birlikte loaim yasami boyunca karlastigl ¢esitli durum ve streslere
karsi gelistirmis oldugu karmaik metabolik ve diizenleyici reaksiyon yollarinintadgl bicimde incelenmesine
olanak vermektedir.

Proteomik cakmalarin baladigi 1995 yilindan bugiine kadarsith kitap ve yayimlarda 6zel sayilar
basiimaktadir. “Proteomics” dergisi spesifik olagaloteomik argtirmalarini kapsayan Wiley tarafindan 2001
yilinda basiimaya Bayan ilk bilimsel dergidir, ikinci sirada yer aldergi ise American Society for Biochemistry
and Molecular Biology tarafindan 2002 yilinda yalammaya bglanan “Molecular & Cellular Proteomics” tir.
Bugun itibari ile proteomik alanindaki ¢cghalarin yayinlangsn 19 dergi bulunmakta ve sayilari artmaya devam
etmektedir. Bununla birlikte kapsamli ve gtérek yuritilen projelerde, proteomik sonuclaridartayici veya
destekleyici katkilar sunmaktadir.
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Proteomik yaklgimlari 2000'li yillarin balarina kadar mikroorganizmalar ve hayvansal kaynakl
orneklerde girlikh olarak kullaniimgtir. Bu dénemde bitki proteomik cafnalari yok denecek kadar azdir.
Bitkisel dokulardaki sert hiicre ceperleri, kagmkave cok ¢eitli sekonder metabolitlerin vagi, fazla miktardaki
pigmentler, proteazlar, polifenoller, polisakkaeitl nsasta ve lipidler total protein érneklerinin hazmtaasi ve
proteinlerin ayrimi sirasinda pek ¢ok soruna nemeraktadir. Ancak her bir sorunun Ustesinden gelfiedre
surdirulen gcabalar sayesinde bitki diinyasinda a@pmik calgmalarin kullanimi yayginkaistir. Bugiine kadar
5610 (Google Scholar) "bitki proteomik" makalesiyalanmstir. ilk bitki proteomik makaleleri 2001 yilinda
Konishi ve ark. ve Imin ve ark. tarafindan Proteosite basilngtir [2,3]. Her iki ¢calsmada argtirmaya konu olan
bitkisel materyal geltiktir ki bu bitki ilk genomizsi ¢ikarilan tahildir. Konishi ve arkagari [2] tarafindan
gerceklgtirilmis olan bu calma bitki patojen etkilgmi ile ilgili arastirmayi kapsamaktadir.

Bitkilerde proteomik caymalar, ceitli bakis acilarini kapsamaktadir. Bunlar; a) yaprak protefthgibi
bir organizmanin total proteom profillemesi, b) Bidopsis kloroplast limeni proteom haritalamasy [oting
yaprak kini proteom haritalamasi [6], zorunlu bigfik mantarlar ve bitki arasinda besinsalerisini saglayan
organ olan haustoria organelinin proteom haritakniia,8] gibi hiicre alti proteom (subcellular pratgcs)
calismalari, c) tahillarda pas hastaliklarina neden Blaccinia triticina ile enfekte gday yaprak proteomu [9],
celtikte yaniklik hastafina neden olan Magnaporthe grisea ile enfektek¢pltbteomu [10] gibi biyotik ve
abiyotik stresi temel alan catnalar [11], ve d) bitki patojenlerinin ekstraselifgoteinlerinin tanimlanmasini
sglayan sekretom analizleridir ki bu grup gabialara 6rnek olarak Verticillium albo-atrum ve Magorthe
oryzae [4,12], sekretom analizleri ve Fusarium gnamum'un kagilastirmali sekretom analizleri [13] verilebilir.

Bitki proteomgginin ilk yillarinda, model bitkiler de -6zellikle rabidopsis ve Celtik gibi- gercektiilen
calismalarda genel olarak g#i bitki doku ve organlarinin proteom profillemegapiimistir. Bu calsmalar
dokulara 6zgu proteomik metotlarin gélilmesine de olanak gg&mistir. Bir sonraki adim hticre alti proteomik
calgmalaridir. Yontemsel kisitlar/zorluklar ve elde lediprotein miktarinin diiiklugti gibi nedenlerle butiin
organizmalarda hicre alti proteomik galalarinin sayisi son derece azdir, bitkiler dealskik¢ca kisithdir.
Bununla birlikte misirda mitokondriyal proteomik4]l kloroplast proteomik [15,16], hiicre duvari ¢Hiii
proteinlerini kapsayan proteomik gahasi [17], Arabidopsis bitkisinde izotopla etiketiee (ITRAQ) yontemi
kullanilarak endoplazmik retikulum, plazma membnakuol membrani ve golgi aparatlarinin proteonifimon
cikariimasi [18], kastor ya bitkisi (Ricinus communis) tohumlarinin ¢imlenme gelsme donemlerinde
endoplazmik retikulum proteomlarinin kdastirmali incelendii [19] calismalar bu alanda gercekteilmis
onemli 6rneklerdir. Son yillarda protegim bitki diinyasindaki en yaygin uygulama sahasotikyve abiyotik
stres toleransi ve molekiler mekanizmasidir [20,21]

Ozellikle biyotik stres toleransinda son derecdiatlan bitkinin salgi proteinleri (sekretom) saf yilda
oldukga ilgi duyulan bir alan olngtur. Ozellikle zorunlu biyotrof olan patojenlerikifleme, pas hastaliklarina
neden olan funguslar gibi) enfekte ettikleri bitld etkilesimlerinde sekretom profilleri bitki hiicre duvareil
plazma membrani arasinda bulunan ekstrasellilenisivizolasyonu, izole edilen sividaki proteinlerin
ekstraksiyonu ve proteomik tekniklerle tanimlanmdsi gerceklstiriimektedir. Cok yeni olan bu alanda
yayinlanan argirma sayisi olduk¢a azdir [21,22].

Bu yontem bazli derleme cgnasinda bitki proteorginin mevcut durumuna gkin ¢ok kisa bir gig
verilmistir, Derlemenin asil amaci bu alanda galk isteyen meslekttarimiza ve kariyerine yeni famakta
olan geng arkagrimiza, konu ile ilgili kullanilan teknikleri varaglari, 6rnek hazigindan itibaren detayl
sekilde vermektir. Dolayisiyla okuyucular yontem klldir akis ile karilasacaklardir.

IIl: BITKILERD KULLANILAN PROTEOMIK METOTLARI

Proteomik ¢cakmalarinda temel olarak jel bazli ve jelsiz protdog@klasimlari olmak Gizere iki yakiam
kullaniimaktadir. Jel bazh yaldanlarda, iki boyutlu jel elektroforezi (2D-PAGE, tw dimensional
polyacrylamide gel electrophoresis) ile kombindradi olan kitle spektrometresi (MS) analizlerini ve tak 2
boyutlu jel elektroforezi ile belli bir kala tabii tutulmy (ila¢c uygulamasi, hastalik, kuraklik, tuz vb.) rokest
ornezinin kontrol 6rngi ile ayni jelde 2D-PAGE ydntemi kullanilarak ayndsini sglayan DIGE (Differential
gel electrophoresis)[23] ile kombine MS analizleigermektedir. DIGE tekiginde kontrol ve test drnekleri farkl
floresan 6zellikteki Cyanin boyalarla (Cy2, Cy3,80yibi) etiketlendikten sonra her iki 6rnek kanlir ve klasik
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2D-PAGE de oldgu gibi sonraki glemlere devam edilir. Bir d@er teknik ise tek boyutlu jel elektroforezi ile
ayrimin sglanip sivi kromatografisi ile kombine edilgiS (LC-MS/MS) analizlerinin uygulangh 1D-gel/LC-
MS/MS yaklgimidir.

iki boyutlu jel elektroforezini temel alan proteonmykklasiminda bitki organ ve organellerinden amaca
uygun bir metot ile ekstrakte edilen protein @inkboyutta proteinlerin yikine gore 2.boyuttayg&lerine gore
ayrilan proteinlerin molekul @rliklarina goére ayrilmasini temel almaktadir. Blaaayrintili bir sekilde
bahsedeg#miz 2 boyutlu jel elektroforezi yontemi denattidia ve indirgeyici kgullarda gerceklgiriimektedir.
Ayrica proteinlerin 3 boyutlu yapilarini koruyarglerceklgtiriien 2D-PAGE yontemi de 6zellikle membran
proteinlerinin veya organel bazinda gercstitiden bitki proteomik cakmalarinda uygulanmaktadir. Bu amacla
kullanilan iki boyutlu elektroforez yonteminin ade 2D-BNPAGE (Two Dimensional blue native polidaride
gel electrophoresis) [24] dir.

A. Jel Bazli Yaklamlar

Bircok biyolojik molekil gibi proteinlerin ayrimired da elektroforez yontemi yaygin bicimde
kullanilmaktadir. Elektroforezin cama ilkesi; elektrik alan uygulangbir jelde elektrik enerjisinin bir yiikten
digerine giderken molekdllerin hareketinigcamasi ve molekullerin molekugalik ve boyut etkisi ile jelde kat
ettikleri molekdl @irhgl ve molekilde bulunan elektrik enerjisinin jelriden bir yukten gierine giderken kat
ettigi mesafe farkliliklarina dayanmaktadir [25]. Eleiforezde kat edilen mesafe, net yik ilezdn molekul
blyukligl ve ortamin viskozitesi ile ters orantilidir. Blefforezde destek ortam olarak agaroz wasta jelleri
kullanilmakla birlikte genellikle daha yiksek cozfiiiikte ayrim icin Poli Akrilamit jel (PAGE) tercih
edilmektedir.

Proteinlerin ayrilmasinda kullanilan sodyum dodsstilfat poliakrilamid jel elektrofezi (SDS-PAGE)
tekniginde denatire edici ve indirgeyici maddeler buluktadir. Bu maddeler sayesinde proteinlerin altblieri
birbirinden ayrilarak incelenir. Proteinlerin tekymutlu ayriminda kullanilan SDS-PAGE de belli bhoginin
safligi ve yapisi incelenirken bir yandan da az sayidaéeprden olgan kargimlarin ayrilmasi sdanmaktadir.
Ancak proteomik cagmalarda bir hiicreyi oltluran tim proteinlerden ajan bir karsim s6z konusu oldiundan
ayrim gici daha yiiksek yéntemlere gereksinim dugitadir.

SDS-PAGE yodntemi ile izoelektrik odaklamanin (IEBjjesimi olan 2D PAGE, kompleks protein
karisimlarinin ayriminda kullanilan énemli bir tekniktBu yontem ilk olarak 1975 yilinda O’ Farrel (1975
tarafindan tanimlanrgtir ve molekdiller birinci boyutta izoelektrik nokéuna (pl) gore ikinci boyutta ise molekil
agirliklarina gore ayrilmaktadirlar. Klasik elektrofzden farkl olarak IEFSgkil 2), proteinlerin bir pH
gradyentinde pl dgerlerine gore ayrilmasi prensibine dayanir. Bu gonte; pH gradyenti, dik molekil
agirlikh amfoterik maddelerin (amfolitler) yardimeylolusturulur. Bu molekuller, proteinler gibi bir pl derine
sahip olduklari icin uygun pH noktalarinda net éigkytkleri sifirdir.

&) Disik pH: ) ®
4t | Proein _
= L | I+ 1yl O _ [zoe gktrik
g2 8 g;): nokia: protein
o + o
T 6 ' yiik( (0,
z . k0 Elekiriksel
ooTr 4 alarda
Lol Viksek pH: | “OC har eket
ab | I | Pomn etrmez
NaR yiklU
ot 2
@ 2 =

Sekil 2. izoelektrik odaklama prensibingematik gosterimi

501



I BSEU Fen Bilimleri Dergisi BSEU Journal of Science
I. 7(1), 497-528, 2020 DOI: 10.35193/bseufbd.667838

BILECIK SEYH EDEBALI

UNIVERSITESI e-ISSN2458-7575 (http://dergipark.gov.tr/bseufbd)

IEF de elektroforez icin kullanilan tampon sistgraiine, anotta kuvvetli bir asit, katotta da kuvivieir
baz kullanilir. Jel ortamina da gergktkadar amfolit sollisyonu katilir. Sisteme akimileve amfolitler pl ya
gore jelde duzenlenirler. En asidik olan anodaparik olan da katoda gou ilerler. Bunun sonucu jel icinde
anottan katoda dpu artan, 2,5-11 arasinda bir pH gradyentsotuBu basamak, agaroz veya poliakrilamid jel
gibi biyuk porlu bir ortamda gercekteilir. Bir proteinin ¢ozunarligu pl noktasinda minimum ol@u ve protein
molekuli bu pH dgerinde net bir yik tamadg) icin elektrik alaninda hareket edemez. DolaysifF jeline
uygulanan 6rnekteki proteinler, jel Uzerinde neklgiinin sifir oldgu pH degerine kadar goc ederler ve bu
noktada hareketsiz kalirlag€kil 2). Son yillarda ¢gtli firmalar tarafindan istenilen pH argina sahip IEF
stripleri gelitirilmi stir ve ticari olarak satilmaktadir. IEF’in stripsgémi ile gerceklgiriimesi metodu Gorg ve
ark. tarafindan 1988 yilinda sunulgtwr [26].

Birinci boyut ayriminin proteinlerin pl gerine goére gercekjenesinden sonra Il. boyut ayringganasina
gecilir. 1. boyutta ayrim icin genellikle lineerya gradyengekilli bir poliakrilamid jel kullanilir ve proteirdr bu
yonde molekil girliklarina goére ayrilir. IEFsieminden sonra IEF tepsisinden c¢ikarilan IEF strip(jelleri) II.
boyut ayrim icin SDS i¢eren bir dengeleme tampdaumuamele edildikten sonra bir poliakrilamid gradyjel
ile temas haline getirilir ve elektroforegemi balatilir. pl noktalarina gére IEF Gizerinde belli ptdktalarinda
toplanan proteinler Il. boyuttaki ayrimda molekilyikliklerine gore ayriimaktadi§ékil 3).

—_
< IEF
Jel Ornek yeri 25 mm

mm mm

Sekil 3. 2D-PAGE’de proteinlerin iki boyutlu ayrigemasi [27]

Islemin sonunda jel boyanarak ayrilan proteinler gérihale getirilir. En ¢ok kullanilan boyar madde
“Coomassie blue (CBB)” dur. Daha duyarl bir boyateknigi ise gimg boyamadir. Coomassie boyamayla
genellikle 25-50ng civarinda proteinlerin gorintiteesi sglanirken, gimg boyama 5ng seviyesindeki
protveinlerin tespitine izin veren daha hassasdhiniktir. fyi bir ayrim ve boyamanin ardindan tek bir jeldeaen
1000 farkh proteinin goéruntiusu elde edilebilmekte bdylelikle 2 ayn jelde farkli protein drnekletespit
edilebilmektedir. Jel géruntulendikten sonra fivedi ¢ekilebilir, ya da densitometre ile taranaaalaliz edilebilir.
CBB ve gimg boyama gibi spotlarin gozle gorulebfidiboyama tekniklerinin kullanimi durumunda bazi
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firmalara ait cok yiksek ¢ézinirlukli 2 boyutlutigtayicilar kullanilarak yine bu firmalara ait PDé€3t, Melanie,
Dymension veya Delta 2D gibi yazilimlarn kullandér jellerdeki spotlar analiz edilir. Floresan boyam
tekniklerinin kullanilmasi durumunda ise floresadrigntileme 06zelfine sahip goruntileme sistemleri

kullaniimalidir.

1)Yontem:Calismada kullanilacak olan bitki 6rnekleri; kontrol abiyotik/biyotik stres gibi uygulama
yapilms test materyalinden ojur. Bitkiler, uygun keullarda yetjtirildikten sonra belli zaman araliklarinda
uygun dokulardan drnek alinir ve hemen sivi azatisgnde dondurularak, catna gerceklgtirilene kadar -88C
derin dondurucuda depo edilir.

Total Protein Orneklerinin Hazirlanmasi:

Ister hayvansal materyal ister hiicre hatlari, mikiganizmalar isterse bitki materyali igin proteomik
calismasi planlanmiolsun bu ¢abmalarin en kritik adimi érnek hazglhadimidir. Clnki protein érgiedogru
hazirlanmaz ise bitiun ghir adimlardan alinacak sonuclarin givendirBorgulanir.Her drnek tipi icin uygun
protein ekstraksiyon yontemi ¢ghalara bganmadan 6nce optimize edilmelidir. Her 6rnek g kullanilacak
yontemler amaca ve fangigc materyal miktarina Bl olarak dgisebilmekle birlikte hayvansal sivi ve doku
ornekleri ve hiicre hat drnekleri igin standart winkermevcuttur. Oysa bitkiler icin durum farklidir, tive doku
tipine bal olarak farkl ydntemler kullaniimaktadir.

Bitki Orneklerinden Protein Ekstraksiyonu

Bitki materyalinden protein ekstraksiyongleminde tek ve standart bir ydntem maalesef
bulunmamaktadir. Bunun nedenlgui sekilde 6zetlenebilir: 1. Bitkiler hayvansal orgamizlardan farkli olarak
hiicre duvarina sahiplerdir. 2. Proteazlar agisindan derece zengin canlilardir. 3. Fenolik kikder
polisakkaridler acisindan son derece zengindiderBitkinin farkli dokularina gore ggen yuksek bollukta
proteinlere sahiptirler orn bitkinin  yesil  kisimlariyla calgildiginda elde edilen total proteinlerin
yaklasik 9%50'sini fotosentezde rol alan RuBisCo (Rubilmiosfat karboksilaz) okturur. Bu durum dgiik
anlatim dizeyine sahip proteinlerin ve RuBisCo diedes pl noktasina sahip olan proteinleri maskeler,
goruntilenmesini ve tanimlanmasini engeller. Agekilde kok o6rnekleri ile cajilacaksa farkli depo
proteinlerinin zenginfii benzer sorunlara neden olmaktadir. Dolayisi ileek hazirlginda kullanilan gerek
mekanik gerekse kimyasal metotlarin bu problemiamimum seviyeye cekecekekilde dizayn edilmesi
gerekmektedir. Bitki proteomik ¢aimalarinda butiin bu problemleri maksimum diizeyd&abaretmek amaci ile
temel olarak iki protein ekstraksiyon yontemi kallanaktadir. Bu yéntemler:

» TCA/Aseton Coktirme yontemi.
» Fenol-SDS/Metanol Coktirme yontemi

Her iki yontemde de bazi kontaminantlarin giderginécin diger bazi kimyasallarin kullanimi
gerekmektedir. Bunlardan polivinilpolipirolidon (), proteaz inhibitorleri, tiyolre, ve si# noniyonik
deterjanlar siklikla bitki 6rneklerinden proteinstlaksiyonunda kullanilan maddelerdir.

Bitki doku ve organellerinden total protein ekssiglonunda en arili sonuclarin alingi ve tarafimizca yapilan
proteomik caymalarda da kullanilan TCA/Aseton ile ¢oktirme vadleSDS/Metanol yontemi ile ekstraksiyon
yontemleri detayl olaraksagida verilmitir. Bu yontem temel [9] alinarak uygulanmaktadir.

TCA/Aseton Cokturme yontefai

Bu yontem bitki dokulardan protein ekstraksiyonunickullanilabilir ve klem s@ukta (0-+4C) de
gerceklgtirilmelidir. Yontemin uygulany sirasinda kullanilan sollisyon ve kimyasajtayledir;

TCA/aseton coézeltisi: Smk aseton icerisinde % 0,07 (w/v) 1,4-Ditiyotreit®TT) ve % 10 (w/v) TCA
¢ozundurilerek hazirlanir ve kullanilincaya ka@4PC de saklanir.

Yikama c¢ézeltisi: % 0,07 (w/v) DTT iceren@dk aseton c¢ozeltisi .
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IEF cbzeltisi: 7M Ure, 2M tiyolre, % 4 (w/v) CHARS-[(3-Kolamidopropil) dimetilamonyo]-1-propansiifat),
20mM DTT, % 1 (w/v) amfolit pH 3-10.

Amaca uygun kgullarda yettirilmis bitki materyali (yaprak, sap, kok vb) hasat ediidiimez hemen
sivi azota alinarak dondurulurgé drrnek hemen kullaniimayacaksa®@@le saklanir. Uygun ebatlardaki steril
havan ve havan kollari, gigik bilyiikliiklerde spatiiller -2€'de kullanilana kadar depolaniglem esnasinda bu
spatuller sivi azot ortaminda tutulur.

Ekstraksiyondan 6énce calacak alan énce normagkilde temizlendikten sonra %70 alkol ile silinir.
20°C de ki havan-havan kolu cikarilarak sivi azotsibgutulur ve icinde sivi azot var iken minimum 1g bitk
materyali havan icerisine konarak kontaminasyonuesa protein kararlignin korunmasi icin gerekli proteaz
inhibitorleri gibi maddeler de eklenerek havan igiedeki bitki materyali, sik sik azot ilavesi ykpak, havan
kolu yardimiyla 25-30 dakika orgm erimesine izin vermeden cok ince toz halinerdet{havan icerisindeki
ornek beyaza yakin renk agtinda @litme slemi tamamlanng demektir).

Ogutme klemi tamamlanir tamamlanmaz havan iger8-10mL (1g bitki materyali igin) sk
TCA/Aseton ¢ozeltisi iceren santrif(ij tipune aladahizli birsekilde sgukta 1 dakika boyunca vortekslenir.

Elde edilen drnek stspansiyonu %20de ¢okmeye birakilir. -2Q deki inkiibasyon sirasinda her 15
dakikada bir 6rnek 30 saniygddetlice vortekslenir ve tekrar -Z0'ye birakilir. Bu glem 6-8 saat boyunca
tekrarlanir ve drnekler gece boyu 220se birakilir. Ertesi giin ¢gékmeye birakilan 6reekl2.000xg de 20 dakika
4°C de santrifiijlenir. Stpernatant atilir ve bitkitergalindeki total proteini iceren ¢okelti (pelletpmL s@uk
yikama ¢o6zeltisi eklenerek ve 30 saniye vorteksldad sonra -28C de 10 dakika inkiibe edilir ve yukaridaki
gibi santrif(jj edilir. Stpernatant atilir, bglem 6-8 defa tekrarlanir (buradaki kriter siipernataberrak olmasi
yani klorofil ve benzeri bitki pigmentlerinin miimkioldusunca uzaklgtiriimasidir). Elde edilen Pellet "Acetone-
powdered" protein olarak isimlendiriimektedir. Arha elde edilen pellet sadece proteinden ibargildieayni
zamanda der hicresel kalintilari da icermektedir. Pellettigaz ortaminda kurutulur (bgamada tam kurutma
Onerilmez).

Kuru pellette bulunan protein icgrilEF ¢ozeltisi (7M Ure, 2M tiyoure, % 4 (w/v) CHA20mM
DTT, % 1 (w/v) amfolit pH 3-10) ile cozunir haletgilir. Bu islem yaklgik 3-4 saat kadar ¢cozinigteme
¢cOzeltisinde orbital kagtirici tGzerinde 250RPM de oda sicgkhda inkiibasyonu gerektirmektedir. Bgiem
sirasinda 6rnek 3-4 defa buz lizerinde ultrasomlydda 1 er dakikalik periyotlar halinde tutulimkiibasyondan
sonra 6rnek 30.000xg de ZDde 30 dakika santriftijlenir (20 nin altindaki sicakliklarda tre kristallenir). Bu
asamada sipernatant hacmine uygun steril bir tlipariakkt Protein ekstraksiyonu sirasinda ayiramagiaguk
nikleotid parcalarini uzakiarmak icin 100.000xg 1 saat ZD de santrif(jj edilir. Uzakkuirilamayan niikleotid
parcalari, 2D-PAGE te IEKIEmI sirasinda orrign jele girmesini engelleyerek IEEl@éminin baarisini digrdr.
Bu islemle protein 6rng berrak bir hale gelir (Ultra santrifije ylan imkani varsa bu adimin atlanmamasi 6nerilir
¢linkii bu adim elde edilecek proteinin kalitesi agisini arttirmaktadir).

Elde edilen protein derin dondurucuya kaldiriimadénce kantitatif olarak protein miktari tayin
edilmelidir. Protein tayini icin bikinkoninik asiydntemi, Lowry yodntemi, Bradford ydntemlerinden ibir
kullanilabilir. Ancak protein ¢ézinutggrmek icin kullanilan IEF ¢6zeltisindeki kimyasaith en yiksek toleransi
gOsteren Bradford yontemidir. Protein tayigleminde hem standartlar hem de 6rnekler en az Parek
calisiimahdir.

Fenol-SDS Metod[27]

Bu yéntem bitki ve mantar dokularindan protein elstiyonu icin kullanilabilir. Yéntemin uygulagi
sirasinda kullanilan solisyon ve kimyasajtayledir;

SDS Tamponu: %30 (w/v) sukroz, %2(w/v) SDS (Sodypodesil Sulfat, 0,1M Tris.HCI pH8,0 ve 1mM PMSF
(Fenil Metil Salfonil Flordr).

Fenol Solisyonu: Tris ile doyurulm@Sigma, USA)
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Amonyum asetat/metanol ¢ozeltisi: 0,1M amonyum asetutlak metanol icerisinde hazirlanir ve -200C de
saklanir.

Protein Cozunurigirme Tamponu: (7M ure (Sigma, USA), 2M tiyoured®ia, USA), %4(w/v) CHAPS (3-[(3-
Kolamidopropil) dimetilamino]-1-propansilfonat) ¢Bna, USA), 30mM DTT (Merck, USABitki materyali
tartilarak sivi azot yardimi ile havanda yaltal saat cok ince toz haline getirilir. Ezngkeimini takiben c¢ok ince
toz haline getirilen bitki dokusugaliginin 3 kati sguk SDS-Tamponu i¢eren tip igerisine aliaha sonra bu
karisim ultrasonik banyoda 6 defa 15 saniye buz icatisiisonikasyonsiemine tabi tutulur. Sonikasyon
sonrasinda elde edilen 6rnek siispansiyonu Uzeagtenigic SDS-tamponungitehacimde Tris ile doyurulmu
Fenol Soliisyonu eklenerek %de 10 dakika vortekslenir. Vortekgéminden sonra ¢ozelti santrifijj tiplerine
alinarak 8.000 xgde 10 dakika%Ade santrifiij yapilir. Santrifilj sonrasinda pratégeren en ustteki fenolik faz
ayri bir temiz tipe alinarak alttaki pellet (kafgza tekrar ayni miktar fenol katilarak ekstraksiyiglemi
tekrarlanir, elde edilen fenolik fazlar bigtiilir. Bu toplanan fenolik fazin Gizerine toplana¢mi kadar SDS-
tampon eklenerek 3-10 dakikagstta karstirilir. 8.000xg’'de 10 dakika P€’de santriftij yapilir, siipernatant
temiz bir santrif(j tipine alinarak hacminin 3 katdar sguk 0,1M amonyum asetat/metanol ¢cozeltisi eklenerek
bir gece boyunca (16-18 saat) @@le cokmeye birakilir. Bir sonraki gin %0den cikartilan ornekler
10.000xg’de 30 dakika #&’'de santriflj yapilir ve busiem 6 defa tekrarlanir. 6. santriflljden sonra stigemnt
kismi atilr ve pellet kismi alinarak % 0,07 (WD) T (1,4-Ditiyotreitol) (Merck, USA) iceren asetde muamele
edilerek 10.000xg de 30 dakika®Ade santriftij yapilir. Stipernatant kismi atilirelde edilen saf proteinlerin
bulundigu pellet kismi azot gazi altinda kurumaya birakHide edilen protein, ¢ézunugterme tamponu ile
stispanse edilir ve pipet ile al-ver yaparafsdada 1 saat boyunca maksimum ¢ozungiilélde etmek icin yagaa
karstirilir. Proteinlerin ¢coztnmesini arttirmak icirk6z 15saniyesosukta sonike edilir ve 30.000xg’de 30 dakika
+4°C'de santrifiijlenir. Protein iceren siipernatant iterbir tiipe alinir. Orneklerden elde edilen protein
konsantrasyonu Bradford Reaktifi veya yukarida adaydgimiz metotlardan biri ile tayin edilir. Elde edilen
protein viallere bolunerek -8C de saklanir.

Proteinlerin/ki Boyutlu Ayrimi
IEF Islemi (1. Boyut)

IEF isleminde kullanilan jel gubuklari plastik bir yluzeye-polimerize edilmi olan akrilamid bazli
jellerdir ve 0,5mm kalinfiinda kuru halde ticari olarak temin edilmekteditri@er kullanilacg ana kadar -
2(°C'de depolanmalidir (bu stripler -Zden cikarlir ¢ikarilmaz 10 dakika icerisinde lknliimahdir) ve
kullaniilmadan 6nce rehidrasyon yapiimalidir. Retadgon glemi sonucunda jel kalirgi orjinal kalinligi olan
3mm ye ularr.

Rehidrasyonsiemi, jel cubuklari 7M Ure, 2M tiyotre, 20mM DTT,24HAPS ve %1 amfolit iceren
¢Ozelti icerisinde 10-12 saat +ZDde inkibasyonu ile gercekkbirilir. Rehidrasyon glemi 6rnekli veya 6rneksiz
olarak ve aktif veya pasif olarak uygulanir. Jebgkiar rehidrasyon ¢ozeltisinde ¢oziunmprotein Orngi
rehidrasyon tepsisi icerisindeki kuyulara ystilderek tzeri mineral ygla kaplanir ve inkiibasyorglémi
uygulanir. EBer islem sirasinda diik voltaj (50V) da uygulanirsa byléme 6rnekli aktif rehidrasyon denir.
Uygulanmaz ise 6rnekli pasif rehidrasyon denir. @etarak 6rnekli pasif rehidrasyonu énerilmektedir

Rehidrasyonsiemini takiben IEF izoelektrik odaklama (IPGph@®B Healthcare) cihazinda bulunan
odaklama tepsisinin kuyularina rehidrate edilercjgduklar yerlgtirilir ve cubuklarin + ve — uglarina 150uL saf
su ile islatiimg elektrod ka&itlar yerlestirilir. Mineral yag (Merck, USA) jelli ve jelsiz bitiin kuyulara ekleni
(toplam 108mL) ve elektroforezléemi balatilir. IEF kasullar Tablo 1.de verilmitir.
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Tablo 1. IEF Kosullar*

Step V] sure Vh

1 Step 100 00:30

2 Step 250 250 Vh

3 Grad 500 500 Vh

4 Grad 1000 1500 Vh

5 Grad 10000 22000 Vh

6 Step 10000 50000 Vh

7 Step 100 10:00 HH:mm

*Bu kosullar, 4-7 pH gradyentine sahip 24cm lik IPG jebagllari icin optimizedir, her érnek ve kullanilai mradyenti ve jel cubiu
uzunluyzu icin optimize edilmelidir.

SDS-PAGE (2. Boyut)

Dengeleme Cozeltisi 1:50mM Tris.HCI pH 8,8, 6M & 30 (v/v) gliserol, %2 (w/v) SDS ve % 1 (w/v) DTT

Dengeleme Cézeltisi Il: 50mM Tris.HCI pH 8,8, 6Meiib 30 (v/v) gliserol, %2 (w/v) SDS ve % 2,5 IAA/Y).

Akrilamid Monomer Cozeltisi: %29,2 Akrilamid (w/v)%0,8 (w/v) bisakrilamid icerecek (%30(T3ekilde
hazirlanir

Tris.HCI: 1,5M pH 8,8

SDS Cozeltisi: %20 (w/v)

Amonyum peroksido silfat (APS): %10 (w/v)

N,N,N',N’-Tetramethyl etilendiamin (TEMED)

TGS (Tris Glisin SDS) Tamponu: 192mM glisin, 25mii$t% 0,1 (w/v) SDS

% 0,5(w/v) Agaroz c¢ozeltisi: 0,59 glik erime noktall agaroz 1XTGS icinde kaynatilarékigir ve sicakfi
70°C de sabit tutulur.

Izoelektrik odaklamasiemi sonunda IPG jel cubuklari ikinci boyut jeliaol SDS-PAGE'e yilklenmeye
uygun hale getiriimek tzere sirasi ile indirgenraalkilasyon ajanlari iceren dengeleme tampongarde 205er
dakika 150rpm’de calkalamal inkiibatérde muameiére®engeleme sleminden sonra jel cubuklari 30 saniye
SDS-PAGE yuritme tamponu (TGS) ile muamele edilé¥k0-%20) SDS-PAGE’e yiklenir. IPG jel cubuklari
SDS-PAGE’e agoroz ¢ézeltisinden 3-4mL eklenmektsiessabitlenir. Elektroforeziemi ilk 1 saatte 20mAljel
sonra bromfenol blue izi kaseti terk edene kadam#@jel olacaksekilde gerceklgtirilir. Gradyent jel ¢cozeltisi
hazirlama kegullari Tablo 2'de verildii gibidir. Tarafimizca yapilan ¢amalarda en iyisonug gradyent jel
kullanarak elde edilmgiir. Bu alanda ¢agmaya yeni bglayanlar igin %15 akrilamid konsantrasyonlu bir ijel
baslanmasi o©nerilir. Boylece orgm protein profili hakkinda bilgi elde edilerek bungdre daha diak
konsantrasyonlu veya yiksek konsantrasyonlu jedieih edebilir. Gradyent jel dokmek igin gradyehisturucu
ve peristaltik pompaya sahip olunmalidir.
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Tablo 2. Gradyent Jel Cozeltisi Hazirlgm

%10 Konsantrasyon (az ygun jel %20 Konsantrasyon (¢ok ygun jel

Kullanilan Maddeler karrsimi) 275mL karisimi) 275mL
Akrilamid-Bisakrilamid 92mL 183mL
1,5mM Tris.HCI pH 8,8 69mL 69mL

Milliq Su 110mL 1,2mL

%20 SDS 1,38mL 1,38mL

Gliserol _ 19mL
%10 APS (10/100 w/v) 2,75mL 1,4mL

%2100 TEMED 47uL 8uL

*Tabloda verilen hacimler 20x25x0,15cm’lik jel kdsgt(24cm’lik IPG jel cubuklar) icindir.

Jel Goruntilemdslemi

Protein miktarina b olarak yaygin olarak kullanilan yontemler ComasBrilliant Blue, Gum§g
Boyama teknikleri, floresan boyalar kullanilabiBBu teknikler arasinda hassasiyeti en yiksek @knik floresan
boyama teknikleridir ki standart 10X10X0,15cm’lik BDS-PAGE icin yaklgik 5ug protein miktari ile bégamak
yeterlidir fakat bu boyalar pahaldir ayrica gériihéle getirmek icin de 6zel goriintileme araclageeeksinim
vardir. Gimig boyama ydnteminin hassasiyeti glgmboyama protokoliine Bh olarak 0,25ng’a kadar
disebilmektedir. 2D-PAGE analizlerinde gigiioyama ile sonug alabilmek icin IPG jel cubuklaryiiklenmesi
gereken optimum protein miktari 200ug’dir fakat 1@0le de jelde protein spotlari gortlebilir.

Gumis boyama tekrdii her ne kadar hassasiyeti yuksek @uducin tercih edilebilir gériinse de gugi
boyama kitlerinin raf émurlerinin kis@h ve daha da dnemlisi proteinlerin yani sira nutitherin de boyanma ve
sanki protein spotu gibi gerlendirilebilme riski yontemin dezavantajlariddu nedenle CBB boyama telgni
Onerilmektedir. Bu boyama yonteminde 2 teknik kullaaktadir;

1. Asetikasit-metanol ¢6zicl sisteminde ¢ozin@BB R250’nin kullanildgl yontem: standart SDS-
PAGE analizlerinin yapilgh laboratuvarlarda rutinde kullaniimaktadir. Haggats gimis boyamadan diiiiktir
fakat hizl bir ydntemdir, maksimum 2-3 saat icewdde sonu¢ gozlenebilir.

2. Kollaidal CBB tekngi: bu yontemin hassasiyeti neredeyse ggifmiyama hassasiyetine yakindir. Bu
teknikte koloidal boya gitli sekillerde hazirlanabilir. Yaygin kullanilani Neuhek ark. tarafindan gslirilen
[28] CBB G250'nin kullanildg amonyum sulfat/fosforik asit ¢ozlicu sitemininlaalldig yontemdir. Bu yontem
boya ¢ikarilma sireclerinde pHgmnli bir islemdir ve 4 farkh ¢ozelti kullanilir. Goruntilemgemi 2 giinde
tamamlanir. Hassasiyeti arttirmak icin 3 kez tdkranasi 6nerilir. Tarafimizca yapilan BTH (Benzattiazole)
stresinde bgday da proteom farklifanasinin tanimlangi [11] calsmada bu yontem kullanilgtir (Sekil 4). Yine
tarafimizca yapilan ve henliz yayinlanma surecirtde arpada killeme hastainda gerceklgirilen proteomik
calsmada ve halihazirda yiratulen gahalarimizda da ise TCA icerisinde CBB R250 boyasgizilerek
hazirlandgl koloidal boyama tekniklerini kullaniimaktadir.
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Sekil 4. BTH stresine maruz birakilgmbugday proteom ¢agmasinda kontrol bitkilerine ait 1. boyut jel gotiiist [11].

Kollaidal Coomassie Blue Yonteminin hassasiyetieyigimi§ boyama kadar iyi olan bir boyama
teknigidir, MS analizleri ile uyumludur ayrica fosforiksia icermedginden fosforilasyon modifikasyonlari
zenginlgtirme yapilmanmy érneklerde bile kullanilabilir. Fakat fosforik agieren CBB boyamalarinda bulunan
fosforilasyon modifikasyonlari boyadan kaynaklahedssinden sonuca daha dikkatli yakienali ve muhakkak
valide edilmelidir. Boyama ve boya gidermgéeimlerinden sonra jellerin dijital ortama aktarisngani jel spot
analizi yapiimahdir.

Jel Spot Analizi

iki boyutlu jeller ayrgtirilan proteinlere ait spotlarin dijital ortamatakimasinda yiiksek ¢ozinurliikli
Ozel jel tarayicilar kullaniimalidir. Bu tarayial@iorad, GE Healthcare, SynGene gibi firmalardamih
edilebilir. Piyasada lylia tarayicilara ukalabilirse de isimlerini saydiklarimiz en givendianda en ¢ok kullanimi
tercih edilenlerdir. Ayrica jel spot analizlerir(image analysis) gercektirebilecesi 2D-PAGE analizine spesifik
yazilimlarin kullaniimasi 6zellikle kaitastirilmal proteomik ¢akmalarda énemlidir. Bununla birlikte proteom
haritalarinin ¢ikariimasinda da gereklidir. Clnkiolojik érneklerle calilirken mutlaka en az 3 biyolojik tekrarin
ve her biyolojik tekrar icin de 3 analitik tekraryapilmasi gerekir. Analitik tekrarin yapiima neddaneysel-
(pipetleme, kimyasal malzeme degigklik gibi) strecte meydana gelebilecek hata vegeyasyonlari bertaraf
etmek iken, biyolojik tekrarlar ise canlinin kernidigen kaynaklanan varyasyonlari g6z éniinde bulwatdbimek
icin gereklidir. Jel spot analizi icin Delta 2D €éBodon), PDQuest (Biorad), imagemaster 2D platiniMlani
(GE healthcare) ve Dymension 2 (Syngene) yaziliglaygin kullanilan ve glvenilir yazilimlardir. Bazilimlar
arasinda Delta 2D, Melanie, PDQuest ve Dymensigaz2imlari tarafimizca kullaniimolup en kullanici dostu
ve anlgiimasi kolay olanin Delta 2D olgu gozlenmgdir. Ayni derecede rahat kullanilanlardan bigediyazilim
ise Dymension yazilimidir.

Dolayisi ile ger tasarlanan deney, A kimyasali/maddesi/organizif@smuamele edilmgi bir bitki
ornezinin kontrol bitkisi ile kasgilastirmasina dayaniyor ve deney 3 biyolojik tekratirak yapihyor ise ¢cajma
sonunda dgerlendirmeye alinan kontrole ait 9 jel ve muamelinas bitkiye ait 9 jel olacaktir. Bu durumda,;

1. Jel goruntilerinin tarayict yardimi ile dijitedi edilmesini takiben dnce kontrol jelleri sisteyilenir
sonra muamele edilmbrneklere ait jeller sisteme yiklenir veya tersi.
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2. Yikleme glemi bittikten sonra normalizasyoglémi gercekletirilir. Bu islem ¢cok dnemlidir ¢linki
boyanma dolayisi ile jel arka planlaringitlenmesi gerekir aksi taktirde spotlarin % haciimeya ygunluklar
her bir jelde farklilik taryacaktir dolayisi ile de kantitatif bir ¢gina ve sonuc elde edilemeyecektir.

3. Normalizasyonsleminden sonra kontrol ve muamele edgeist grubundaki ortak spot sayisI program
tarafindan ayri ayri sayilir. Jeller birbirleri ikasilastirihr. Bu kasgilastirma sonucunda, programda spot
yogunlugunu mu yoksa hacminin mi baz alinarak analiz yapiain belirtiimesi icin sonuglar % hacim veya
spot ygunlugu olarak verilir. Yazilimlar g¢gtli istatistik programlar icermekle birlikte agrmacinin, amacina
uygun istatistiksel analizleri kendisinin yapmaseiilir.

Gorintileme dlemleri sonrasinda, jel goérintilerinde jel ve spoalizlerine ait bir 6rnel§ekil 5'de
sunulmutur.

Kullanilan proteomik yakkama gore dgismekle birlikte genel olarak kafastirmali proteomik

calismalarda, en az 1,5 kat ekspresyonséatalsl esik deger olarak kabul edilmektedir, bu gkr ve Ustl anlamli
olarak kabul edilmektedir.
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Sekil 5. Bes Biyolojik tekrar kullanilarak gercekdérilmis bir calsmamizin (Arpadagbenek leke hast&l etmeni proteom haritalamasi) imaj
analizi gekilden de anlkalacasl Uzere her bir biyolojik tekrar icin 3 analitikder yapilmstir, kullanilan imaj analiz sistemi Syngene firnasi
dir 2D-PAGE analiz yazilimi ise yine ayni firmayaaan Dymension 2 yazilimidir).

B.Jelsiz Yaklamlar:

Bir proteomun ayrilmasinda 2D-PAGE yonteminin kmitainda, kisith ¢o6zinurlik, hidrofobik
proteinlerin kaybi ve diiik tekrarlanabilirlik en 6nemli sorunlardandir. @ysir proteomda bulunan proteinlerin
onemli bir kismi hidrofobiktir. Bu nedenle bir hédeki genlerin anlatimini g¢ou bicimde ortaya koymak icin bu
proteinlerin analizlerine ihtiyag vardir ve ¢ok dahlicli analitik tekniklere gereksinim ofgluortaya ¢ikmytir.
Jelsiz yaklaimlar arasinda son yillarda tiim érnek tipleri i§imotgun proteomik yak§amlarin kullanimi artngtir.
Diger taraftan 2D-PAGE tekginin tum proteomik laboratuvarlarinca yaygin olataklanildigi dénemlerde
tanimlanabilen protein profilini gegletmek ve hassasiyeti arttirmak amaci ile dolajasAD-PAGE tekniine
alternatif olarak gegtirilen iki boyutlu sivi kromatografi (2D-LC, twoighensional liquid chromatography)
teknikleri bu proteinlerin de analizine olanak @k nitelikte tasarlanmglardir. Sivi kromatografinin proteoge
yaklasim amaci protein kagimlarini yiksek c¢ozunurlikte fraksiyonlara ayiraranal jel haritalarinda
goruntulemek ve protein miktar farkhliklarini oygakoymaktir, sanal jel haritalagekil 6’da sunulmstur. [29].
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“Yuksek performansh sivi kromatografisi” (HPLC) ssas ayrim ggamak tizere kisa difiizyon yoluna
ve hizlandirilmy hareketli faza sahiptirilk modern HPLC cihazi 1965 yilinda Yale Universitede Csaba
Horvath tarafindan galirilmi stir. Bu sistemde zamanla apolar sabit fazlarinalarghareketli fazlarin kullanilgh
ters faz kromatografisi 6n plana ¢ikgtm. Horvath ters faz kromatografisi teorisini graskoyarken Kirkland silika
partikillerine uzun zincirli hidrokarbon vegdir bir grup organik molekilleri kovalent pde baslayarak bgh
sabit fazlarin gegimine éncilik etmtir.

Bugin HPLC tekrii en ¢ok kullanilan analitik tekniklerindendir. $gillarda yeni nesil teknolojiler
arasinda yerini alan ve HPLC tegimin fraksiyonlama sistemi ile kombine edilmesi d&sturulmus 2D-LC
sistemi proteomik ¢ajmalar igin yuksek ¢ozunurlikte protein ayrimglaanak tzere geftirilmistir. 2D-LC
ayirma teknginde, proteinler birinci boyutta “chromatofocusit@F) ile pl noktalarina gore, ikinci boyutta ise
yuksek performans ters faz kromatografi (high pennce reversed phase column, HPRP) ile hidrotebisi
Ozelliklerine gore aystirilarak franksiyonlanmaktadir. Sistemin bigeii 6nemli 6zellki 2D-LC fraksiyonlarinda
ayrilan proteinlerin tespiti ve érnekler arasindakkliliklarin belirlenmesi icin gejimis bilgisayar programlarinin
da sisteme dahil edilmesidir. Proteom analizlein igsarlanan bu sisteminggir bir avantaji da ham protein
Ozdutlerinin birka¢ adimda safarildiktan sonra analiz edilmesidir. Boylece pmotprofillerinin kagilastiriimasi
sonucu elde edilen verilerin, 2D-PAGE ydnteminentaalaha tekrarlanabilir ve giivenilir olmasinglsa. Bagka
bir deyile iki boyutlu jel sistemlerinin yerine 2D-LC telberinin kullanimi ¢cok sayida total protein 6gi@n
daha hizli, guvenilir ve gugli bicimde ayrimina &nksglar. Sistemin bir dier dnemli 6zellgi ise bir
hiicre/organizmaya ait proteomun énemli bir kisnolosturan hidrofobik yapidaki ve pek go da dizenleyici
protein olan dglik anlatiml proteinlerin, suda ¢ézinemgdcin 2D-PAGE de kaybolmasina kan 2D-LC
yontemi ile ayriminin gercelggrilebilmesidir [30].

Bu derleme kapsaminda yontemsel ayrintilar, tarafiankullanilan ve bir 2D-LC olan “ProteomelLab
PF2D sistemi” (Protein fractination two dimensigria¢ckman Coulter, ABD) ‘ne dayali olarak anlatalkiter.

1)Yoéntem:

Total Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Bitkinin 6zellikle yssil aksamlari ile yapilacak proteomik gahalarda RuBisCo proteinini uzaktaan
Mg/NP40 yontemi etkin bicimde kullaniimaktadir [38u yontemde PEG (Polietilen glikol ) 4000'in %li%’
konsantrasyonu ile RuBisCo proteinleri ¢okturilebélyiik oranda elimine edilmektedir. “1.1 ve 1.2%lddar
altinda anlatilan der total protein izolasyon ydntemlerini de kullarkmaimkindir. Ancak sonsama da
proteinlerin ¢cozundurilmesi igin kullanilan IEF edtisi yerine gagida detaylari verilen ve PF2D sistemine uygun
“Cozundurme Solisyonu” nun kullanimi zorunludur. /MB40 ydnteminin detaylari ve kullanilan ¢ozeltiler
sOyledir;

PVPP (Polivinil polipirrolidon) ; 0,1g PVPP (1g dokcin)

Liziz Tamponu; 0.5M TrisHCI pH 8,3 (Roche 12201%)2 Igepal (NP40) (Sigma 17771), 20mM MgCBigma
M8266), % 2 Beta-Merkaptoetanol, (Applichem A110B)M Fenil metil sulfonil florir (PMSF) (Sigma P7&2
olacak sekilde tim bilgenler tartilip tek tek 50mL cift distile suda ¢o6diinildii ve son hacmi 100mL ye
tamamlanir.

%50 PEG4000 ; 50g PEG4000 (Sigma 95904) 100mldigfile suda ¢ézunduralir.

ProteaAnhibitér Karsimi (Sigma P9599); 1mL cift distile suda ¢6ziindiiriilLg doku i¢in 50uL kullanild.

Coziindirme Soliisyonu; 7,5M Ure (Sigma U0631), 2Exbiire (Sigma T7875), %12,5 Gliserol (Sigma 6279),
62,5mM Tris.HCI pH 7,8, 6,25mM Tris (2 karboksidfilsfin) (TCEP) (Sigma C4706), %12,5 Oktil Beta —D-
glukopironosid (OG) (Sigma 08001).
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Bu ydntem ile 1g yaprak dokusu 0.1g PVPP ilaveeedl, sguk havanda snazot kullanilarak iyice toz
haline gelene kadar parcalaniioz haline getirilmg olan yaprak dokularinin tizerine 10mL liziz tampdlawe
edilir ve 10-20 dakika buzda bekletilir. Daha soB@00rpm de +4°C de 15 dakika santirflij edileretgin
olmayan huicre artiklarinin gokmesgkmir ve Ust faz yeni tiipe alinir. Uzerine son konsasyonu %15 olacak
sekilde %50’lik PEG4000 den ilave edilir ve 30 dakituzda bekletilir. Bu siirecte 10 dakika aralilddmlsa kisa
vortekslenir. Stire sonunda 12.000 rpm de +4°C ddakika santirfij edilerek RuBisCo proteinlerinigkgnesi
saglanir. Ust kisim yeni tiipe alinir ve tizerine proliiin gokmesi igin 4 hacim gak aseton ilave edilerek -20°C
de gece boyu birakilir. Ertesi giin 14.000rpm deCtdié 10 dakika santriftij edilir ve Ust sivi atiRrotein ¢okeltisi
pigmentlerden temizlenmek Gzere 5-6 kegudoaseton ile yikanir. Bunun icin pellet GizerinenlOsosuk aseton
ilave edilip vortekslenir ve en az 1 saat -20°C Wleakildiktan sonra 6000 rpm’de +4°C de 10 dakika
santrifijlenerek Ust sivi atilir. Bglém st sivi renksiziene kadar devam ettirilir. Son yikamadan sonragprot
cOkeltisi aseton kokusu gidene kadar oda sigalda kurutulur. Pellet kuruduktan sonra 2mL c¢oziintii
soliisyonu ve 50uL proteaz inhibitdr kami ilave edilerek ¢ézindurdlir. Cézinmeyi arttiknizere 7W da 5
kez 5 saniye sonikasyon uygulanir. Daha sonra 8@@€@e 30 dakika ardindan da 100.000xg de 1 sa#ifsia
edilerek protein olmayan molekiiller uzagtlalir. izole edilen proteinlerin Bradford yontemiyle miktayini
yapilir ve daha sonra 2 boyutlu ayrim yapilincagdat —80C de muhafaza edilir.

Proteinlerin/ki Boyutlu Ayrimi

izole edilen proteinlerin iki boyutlu ayriminaskin yontemler ve detaylari tarafimizca kullanildRC
sistemi (PF2D, Beckman Coulter)’'ne uygun olarakaahhistir. Ancak farkli cihazlarda farkli detaylar
gerekmekle birlikte temel prensip itibariyle benzghmlar kullaniimaktadir. Proteinlerin 2 boyuiyrimina
baslanmadan 6nce sistemin diizgiin bicimdeseaaiimesi icin gerekli olan hazirliksamalan Gretici firmanin
onerdgi bicimde gerceklgtiriimelidir.

PF2D sistemi, proteinlerin farkh 6zelliklerini teshalarak ayirim yapan iki modulden ghuaktadir; I.
Boyut ayirim moduli, proteinleri izoelektrik noldaina (pl) gore ayiran “High Performance Chromatafing
Fractionation” (HPCF) kolonu ¢a. Bu modiilde pH gradyenti (8.5-4.0) giurularak proteinler pl noktalarina
gore ayrilmaktadir

Birinci Boyut Ayrim;
Kullanilan sollisyonlar;

Baslangic Tamponu (BTBM Ure, 25mM Bis-Tris (Sigma 14879) ve %@, ultra saf suda ¢6zul{pH 8,5, pH
amonyum hidroksit ile ayarlanir).

Eliisyon Tamponu (ETBM Ure, %10-12,5 v/v Polybuffer ve %0,2 OG ultrd sada ¢ézindirilir (pH ayar
iminodiasetik asit ile yapilir ve 4,0 ‘e ayarlgnir

Yuksek iyonik kuvvetli soliisyon (HISBYI NaCl (@ltra saf suda ¢ézinduralir).

HPLC'’ye uygun su

Proteinlerin 1. boyut ayiriminda, @&kl bir pH gradyentinin olsturulmasi son derece 6neml
oldugundan, pH gradyent tamponlari olan BT ve ET'leriazinlanmasina blyluk 6zen gosterilmelidir ve
karsilastirma yapilacak érnekler icin ayni BT ve ET tamgorkullaniimalidir.

izole edilen proteinlerin PF2D sistemine yiklenmedece sistemle uyumlu olan BT igine alinmasi ve
tuzlardan temizlenmesi gerekmektedir. Bu amacl8G8@ muhafaza edilen drnekler oda sigakia getirildikten
sonra PD-10 (GE Healthcare, W396289) kolondan tjecPPD-10 kolonun alt ucu kesilerek acilir ve &otlan
25mL BT gecirilerek dengelenir. Daha sonra odakbigena getirilen érneklerin hacmi ayni buffer ile 2 5iye
tamamlanip kolona yuiklenir. Ornek tamamen kolongiegtikten sonra 3,5mL BT kolona ilave edilir ve tetoir
tupte toplam 3,5mL BT icinde geri kazanilan érnedtéki protein miktari bikinkoninik asit (BCA), (Siga) analizi
ile belirlenir.
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PF2D sisteminin gerekli tim hazirliklari tamamlahige 1l. boyut kolonlari dengelendikten sonra,-PD
10 kolondan gecirilen ve konsantrasyonu belirleptein drneklerinden yaldek olarak 2-3mg drnek sistemin
I. boyutuna ytiklenir. YUklemslemi Uretici firma talimatlari uygulanarak gerceitiglir. Kar silastirma yapilacak
ornekler icin it miktarda protein yiiklenmesine 6zen goésterilnveliornek yikleme samasinda sisteme hava
kabarcginin veriimemesine dikkat edilmelidir. YUklemgemi bittikten sonra cihaz, . boyut analizineslsa ve
sisteme yuklenen total protein kamindaki her bir proteini “chromatofocusing “(CFplenundan gecerken
izoelektrik noktasina (pl) gore ayirir. Bgaanada izoelektrik noktasina gére ayrimiglaaabilmesi icin kolon
icinde 8,5 pH dan bayarak 4,0’e dgru azalan bir pH gradyenti alfiwrulmaktadir. Bu sirecgte kolondan gecen
proteinler kendi izoelektrik noktalari ve kolonridieki pH dgerine gore kolondan itiimekte veya alikonmaktadir.
Baska bir deyjle kolondan gegen proteinlerin ayrimi plgdderinin kolon i¢i pH’'sina gore yuksek, dik veya
ayni deerde olguna gore gercekjenektedir. Ayirma prensib$ekil 6 desematize edilmitir. Protein 6rngi,
sisteme ylklendikten sonra ilk 20-40 dakika kolandadece BT (pH 8,5) gatgerceklamekte, bu siirecte pl si
8,5'dan buyuk olan bazik proteinler kolondan itllerzamana ki olarak fraksiyonlanmaktadir. Stre sonunda
sistem yavayava pH deeri 4,0 olan ET akini bglatmaktadir. Boylece metot da belirtilen sireyglbalarak
I. boyut kolonunun i¢ pH si, 8,5 dan 4,0 e kadarayyava disirtilmektedir. Gradyent sirasinda proteinin pl
degeri kolon i¢i pH sindan yiiksek ise kolondan atiltaalayni dgere sahip ise kolonda asili kalmakta gere
distikse kolon i¢ yuzeyinde tutuklanmaktadjekil 6).

Kolondan ¢ikan her proteinin 280nm deki absorbagerd bir dedektorle dlculur ve her 0,3 pH aralikta
yer alan proteinler 96 kuyulu mikroplakalara otoikatlarak fraksiyonlanir. 280nm de proteinlerin afisans
degerleri sistemin yazilmi tarafindan proteinlerinria ve miktarini gdsteren |. boyut kromatograma
dondstardlir. BT geggi durup tamamen ET getigerceklatiginde ise kolon ici pH si 4,0’e indirilmblur. Sadece
ET gecginin oldusu son 20 dakika boyunca da zamanaghbaolarak asidik proteinlerin  ayrimi
gerceklatiriimektedir. pH gradyenti tamamlandiktan sonr&BIsolisyonu ile kolon yikanir.

(Akis Yon)
o >
Kolon pH'si ——> PH:8.5 PH:8.5 PH:8.5 pH:8.5 pH:8.5
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Kpl:?.s }
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Kolon ig yitkii— 4 4 4 44 4 ++++++++1r++ O T
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Eliisyon Tamponu ,,, 65 @
@ s @ .
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Sekil 6. Birinci boyut kolonda proteinlerin pl noktalarigére ayirimi (Proteinlerin pl geri 1) kolon i¢i pH sindan giikse, proteinler kolon
i¢ yuzeyinde tutuklanmaktadir, 2) kolon i¢i pHlelayni dgere sahip ise proteinler kolonda asili kalmakt&addn ici pH sindan yiksek ise
proteinler kolondan atiimaktadir)

(zaman)

Ikinci Boyut Ayrim:

Sistemin 2. moduliinde proteinler hidrofobisitelerigdre ayrilmaktadir. Bu nedenle glirulacak hidrofobisite
gradyenti icin su ve asetonitril kullaniimaktaddu solisyonlara iyon baskilayici ajan olarak triflasetik asit
(TFA) ilave edilir.
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Birinci boyut kromatogram incelenerek Il. Boyut agr uygun gérilen fraksiyonlar belirlenir. Sistenyiazilimi
kullanilarak bu fraksiyonlarin 1l. Boyut ayrimi igkomut verilir. Sistem tarafindan 96 kuyulu miklaialarda
toplanan bu fraksiyonlarin her birinden 2Q®. boyut ayirim i¢in otomatik olarakPRP modiiliine transfer edilir.
Kolon sicaklgl 50°C’de tutulur Her bir fraksiyonda yer alan mioler, hidrofobisite 6zellikleri temel alinarak
HPRP kolonunda ¥ ve asetonitril ile olgturulan hidrofobisite gradyenti sayesinde ayrilnaglkt Sekil 7).
Bunun icin, balangicta kolondan %100 8 (%0,1 TFA ilaveli) gegi ile hidrofilik proteinlerin ayirimi
gerceklgtiriimekte, ardindan asetonitril (%0,08 TFA ilayeiecii ile kolon icinde %100 asetonitrile g bir
gradyent akyi sglanmaktadir. Boylece kolon icinde polardan apola@gru bir ortam sglanmakta ve
hidrofobisitesi en dflik olan proteinlerden kknarak gradyent boyunca hidrofobisitesi artangindgrin ayirimi
gerceklgtiriimektedir. Kolondan ayrilan proteinler zamanaglb olarak (0,75mL/0,5dk) 2. boyut fraksiyon
toplayicida 96 kuyulu mikroplakalara fraksiyonlarktzdir. Son olarak da %2100 asetonitrii gage
hidrofobisitesi en ylksek olan proteinlerin ayiryapilmakta ve 2. boyut ayirim tamamlanmaktadir.

%100 asetonitril Hidrofobisite Gradienti %100 su
]@ T I Y T TN R AT T T T T T LY Tl
2 p el e e - i 4.‘
LAY A LAAAUAAAY EALALNAAL D RS AR iele
@
-: #%; f é/‘_l / .,i' / bf y h’f / 7 .; To ] ‘.'d‘i d “
< . DUAEATEA, LA R ‘
'§i1>§ o W ,'IP"RP komn '9' . ét_
m*%‘g Wl LN J___b_.#‘ ) _b._..___‘_‘. ',‘ #,_,_,._,_,__
A% Y /é

@ % Hidrofobik Proteinler U‘é Hidrofilik Proteinler

Sekil 7. ikinci boyut kolonda proteinlerin hidrofobisitelegirgére ayirimi

Bu modilde bulunan bir dedektér, proteinlerin petgslarinin 214nm dalga boyundaki absorbansini
Olgerek daha hassas bir protein tespiiamaktadir. Boylece elde edilen UV piklerinin heri ek bir proteini
temsil etmekte ve her fraksiyon icin bu piklerdémsan “Il. boyut kromatogrami” okiurulmaktadir. Bu sireg I.
boyutta ayrilan ve Il. boyuta transfer edilen hakéiyon icin tekrarlanmaktadir. Analizler suresiralgisayar
yazilimi Gizerinden érneklerin birinci ve ikinci batykromatogramlar kontrol edilebilmektedir.

Jel Haritalarinin Olyturulmasi ve Kagilastirma

PF2D sisteminde iki boyutlu ayirim tamamlandiktamre elde edilen veriler sisteme 6zgi olarak
gelistirilen ProteoVue yazilimi ilesienerek sanal jel haritalarina d@tiirGlir. Bunun igin bir 6érngn 1. boyut
ayiriminda toplanan fraksiyonlarin pH aralilgederi ve bu fraksiyonlardan her birinin Il. boyastirimi sirasinda
elde edilen UV-2 kromatogramlari birebiglestirilir. Bu sekilde bir érnge ait, tim fraksiyonlarin protein profili
sanal jel haritalarinda diizenlenerek iki boyutlgj@rtintist biciminde elde edilmektedsyekil 8).
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Sekil 8. 2D-LC sistemi ile ayrimi yapilmproteinlerin 2 boyutlu sanal jel haritasi

Kontrol ve uygulama yapilmi(test) érneklerin protein profillerinin k@fastirlimasinda ise yine PF2D
sistemine 0Ozgun olarak ggliilmis olan yazilim (DeltaVue) programi kullaniimaktadiBunun icin
karsilastiriimak istenen 2 orrge ait sanal jel haritalarisezamanli olarak DeltaVue programinda kontrol 6rnek
sagzda, test O0rn@ solda (veya tersi) olacaiekilde acilir. Her 6rnge ait haritada hem kromatogram hem de sanal
jel goruntisi birlikte izlenebilmektedir. Ortada igki 6rnegin karilastirilan fraksiyonlarinda yer alan protein
profilleri Ust Uste ¢aktirlarak incelenebilmektedir. Daha detayl fkastirma yapabilmek icin her iki 6rigen
ayni pH araltina sahip fraksiyonlarindaki protein bantlar biretkarsilastirilmalidir ve 1. boyut
kromatogramlarinda yer alan her bir protein pikiebir glestirilip numaralandirilir. Numaralanan her pik igin
pikin yukseklik ve genligi baz alinarak alan hesabi yapilip ekspresyon mikigirlenebilmektedir. Secilerek
numaralanan her pik icin pH ar@li miktar, glestirildi gi proteine gére miktarsal oranina dair detayli iteigelde
edilir. Sonug olarak kanastirilan kontrol ve testlere ait tek tek tim fraksiyar ve her fraksiyondaki tek tek tim
proteinler kagilastirmali olarak dgerlendirilir. Boylelikle anlatim diizeyi farkli olaprotein pikleri kolayca
gozlenebilir §ekil 9). Daha sonra da anlatim farklari oragi olan proteinler, biyolojik tekrarlari ile istag&l
olarak dgerlendirmeye tabii tutuluistatistik dgerlendirmesp <0.05 olan proteinler velenigi olan proteinlerin
yer aldgi fraksiyonlarkiitle spektrometresinde (MS) analiz edilmek lzeglis. Secilen fraksiyonlar 1.5mL’lik
LowBind tuplere alinip vakumlu konsantratdrde kuflut. Kurutulan proteinler 10uL 50mM amonyum
bikarbonat (NHHCO;) icerisinde ¢dzindurulip tripsinle kesim icin hralzale getirilir. Secilen fraksiyonlarda
bazen birden fazla protein bulunabilmektedir. Beuthoda bu fraksiyonda yer alan proteinler %12’lik&SBPAGE
jeli ile lll. boyut ayirima tabii tutulur. Daha smnistenen proteine ait bantlar jelden kesilergisinizasyon
uygulanir.

514



BSEU Fen Bilimleri Dergisi BSEU Journal of Science
' 7(1), 497-528, 2020 DOI: 10.35193/bseufbd.667838

ILECIK SEYH EDEBALI

INIVERSITESI e-ISSN2458-7575 (http://dergipark.gov.tr/bseufbd)

Enfekte T E/K Cakigtirmast Kontrol (K) Lane 5

pud |

0.002108 04712

04402 0003434

Sekil 9. PF2D sistemi ile ayrilan, kontrol ve enfekte Haké ait protein profillerinin karlastiriimasi (numaral pikler ekspresyon farki
gozlenen proteinleri temsil etmektedir) [31].

ll. KUTLE SPEKTROMETRES$ iLE PROTHN TAY NI

Proteomik alani ilk adimlarini jele dayal yontertdeatms olsa da tarihsel sirecte sivi kromatografisine
dayali jelsiz yontemler daha tercih edilir halenggtir. Aslinda jele dayali ve jelsiz yontemlerin hi&isi de
tumevarimsal proteomik (bottom-up proteomics) kapsaa yer alir ki bu tanim bize protein tayininkasa
protein parcalari olan peptitler Uzerinden yagih ifade etmektedir. Proteinden peptit elde etngk de
proteindeki amino asit zincirinin belirli noktaladan kesimler yapmak suretiyle onu kicik parcatgnaan
enzimler kullanilir. Tripsin, hem uygun kutle tayamalgli bakimindan hem de spesifik kesim ygp@amino
asitlerin pozitif yiik avantajindan 6tiri kitle speknetresi cihazlarinda oldukca ehdirbir ortam sgladig icin
siklikla tercih edilmektedir. Bu ydnelim éyle bioyut kazanmtir ki ginimuizde tripsin enzimi ile muamele adimi
proteomik cakmalarda standart bir uygulama olarak yer @lgdylenebilir.Iste kiitle spektrometresi ile protein
tanimlamasi, bu kismi sekans analizine dayanir pastieine ait bitiin amino asit dizisinin bilinmesigerek
duyulmaz. Ancak belirli bir proteine ait peptitlerianimlamasi ne kadar fazla olursa, o proteinkasg kapsami
o kadar genietilmis olur ki bu da protein tanimlama gtiveniliiti arttirir.

Kitle spektrometresi ile ayni anda binlerce prqgtkarsim halinde ve az miktarda Uretilgse bile analiz
edilebilmektedir. Ancak cihaza verilmeden énce bhuskmlar yukarida bahsi gecen jele dayali veya jgisitein
dizeyindeki 6n ayirimlar ile daha az kagmaraksiyonlara indirgenebilir. Bu 6n ayirimlarargk duymayan ve
proteinler tam kagim halindeyken dgruca tripsin parcalamalémine tabi tutulan bir proteomik yaklan da
mevcuttur. Kayngl olan proteinle b kopan ve daha da kompleks bir peptit havuzunuatydigi bu yaklgima,
sonu¢ elde edilmek isteniyorsa, bu peptitler mimkilan en iyisekilde ayrilmg olarak kitle spektrometre
cihazina génderilmelidir. Bu peptit diizeyinde dmrana adimi, sivi kromatografisinden fraksiyon eldessintisiz
iki boyutlu sivi kromatografisi (2D-LC), izoelekkrfokuslama, ¢ok daha uzun ve etkili kolon tasanaya iyon
mobilite 6zellikli kitle spektrometresi kullanimiibg laboratuvarin imkanlar ve tercihleri dahilindgssitli
sekillerde uygulanabilir. Cgunlukla, fazla sayidaki fraksiyonlar, uzun stren-2BLC eliisyonu, daha dar ve
uzun kolonlar gerekli optimizasyonlar da yapgsa ayirimi giiclendirerek ¢cok daha fazla veri eltesilanak
sglar.
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Ne var ki kitle spektrometresi ile ¢ok fazla vddesedilmi olmasi, elde edilen sonuglarin kesirgdo
oldugu anlamina gelmez ¢iinku kitle spektrometresi ibégim tayini birbirinden baamsiz en az tg farklisamada
ilerler. Deneysel sureclere dahil olan ilk ikjamada proteinler hiicreden ekstrakte edildikten ss@mzimle
parcalanir ve parcalanma Uriinlerinden; sinyadletinin dikey eksende, kitle/ylk oraninin yat&gende yer
aldigi MS ve/veya MS/MS spektrumlari elde edilir. Bu lsgpemlarin glestirme yapan farkli programlar aragili
ile veri tabanlarinda da taratilmasi bilgisayattesiderinin dahil oldgu biyoinformatik alaninin konusudur.
Aslinda kitle spektrometresi ile protein tayinindesinlikten s6z edilemez; zira veri tabani taranyapan her
program sundgu sonugclari belirli bir olasilik hesabi ile vefBu istatistiki hesaplardan giiven agahda olanlar
dogru eslesme yapmy varsayilir. Peptit parcalama spektrumlarini taramatorlari aracifii ile uygun veri
tabaninda taratilmasi glinimiiz protein tanimlamasstahdart bir uygulama haline gejmisa da, ne yazik ki
hentiz butiin canh tdrleri icin veri tabanlari glrulmus degildir. Hali hazirda kullanilan veri tabanlarindaki
protein dizilenmesine ait bilgiler ise, nikleotiiziderinin bulundgu kaynaklardan protein kodlamasinda yer
alanlarinin silico yani bilgisayar ortaminda translasyon cevrimleriglwturulur. Busekilde proteinler sadece
fonksiyonlari ile dgil ayni zamanda onlari meydana getiren gen bélyidede iliskilendirilmis olur. European
Bioinformatics Institute (EMBL-EBI/Birlgik Krallik), Swiss Institute of Bioinformatics (SIBvicre) ve Protein
Information Resource (PIR-Amerika Bigli Devletleri) arasindaksibirligi ile kurulan UniProt [33] ve National
Institute of Health’e (NIH/Amerika Birlgk Devletleri) bali NCBI [34] (National Center for Biotechnology
Information), dizenli gincellenmeleri ve internetetinden halka acik kullanimlari ile protein veabanlar
arasinda en ghet goren iki farkli kurulgtur.

Veri tabani taramasinin kullaniimgddiger bir metot olan yenidemé nov) sekanslama da ise sadece
MS/MS spektrumunda yer alan parcalanma drunlekiitielerine ait bilgilerden peptidin sekansi eldkiraeye
calisiir. Ancak bu uygulama hayli zorludur ve pratikysmaz dolayisiyla ¢cok sik kullaniimaz zira MS/MS
spektrumundaki par¢calanmaya ait bilgileggaaman eksik olmakla birlikte gaz fazindaki ¢cemalarda meydana
gelmis c¢ssitli farklanmalar nedeniyle, kitle spektrumu bekldiginden daha karmnggk olabilmektedir.
Parcalamayi gerceldééren carpgmall aktivasyon esnasinda, yiksek enerji verilm@sitonlanmy iyon halindeki
peptidin omurgasinda yer alangtarin caitli bolgelerden kirllmasina neden olmaktadir. Reparcalanmalari
genelde pozitif modda callir bu sebeple protonlanma herhangi bir amigibdaki amino grubunda olabilegie
gibi bazik amino asitlerin radikal gruplarindaki odzatomlarinda da konumlangnolabilmektedir. Peptit
omurgasina ait bu lgkar ¢ ¢ait olup alkil-karbonil b& (CHR-CO), peptit amid k@ (CO-NH) ve amino-alkil
baginin (NH-CHR) tci de bu tirden kopmalara acil@ekilde 10’da ¢argmali aktivasyon sonunda peptitlerin
degisik baglarinin kirllmasi sonucunda ghn ve en ygun gozlenen iyon tirleri gosterilmektedir.

X
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3 X Yo Zn X1 Y1 7
A A A A A F

: P H
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:\I'(: ] OH
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' R,

P Y Y R
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Sekil 10. Carpsmali aktivasyon sonunda peptitleringéigk baglarinin kirlmasi sonucunda g&n iyonlar

Bu kopmalar sonucunda yik, peptidin N- veya C- wemherhangi birinde yer alabilir. Dolayisiyla
kopmanin gercekigigi baga ve yiki taiyan uca gore alti farkl tur iyon serisi eabilmektedir. Bu iyonlardan
N-ucuna ait iyonlar, n amino asit sayisini belifkriigere sirasiyla,, b, vec, olarak; C ucuna ait iyonlar ise benzer
sekilde xn, yn ve z, olarak tanimlandirilir [35]Sekilde goésteriimeyen fakat bu kopmalarigidda, yukarda
belirtiimis olan a, b veya y olarak iyon tirlerinden su kopylasolusan iyon turleri literatirde a°, b°, y° ve
amonyak kopmasiyla a*, b*, y* olarak kutle spekttarmda gosterilirler. Ayrica, yuksek enerjili patgnma
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uygulamalari sonucunda, radikal gruplarindaki kolanta olusan d, v, w iyonlarigekilde gdsterilmemektedir) da
gozlenmektedir. Bu farkh turden iyon serilerinirarigi sekansi tayin etmeyi gayan bilgiyi tgisalar da
bilgisayar kullanimini zorunlu kilan karmk spektrumlarin elde edilmesine neden olmaktd&ilindi gi iizere, bu
iyonlar spektrumlardasé sinyalsiddetiyle yansimaz, hatta hi¢ glaadgi da gdzlenebilir. Peptidi ofturan amino
asit sekanslari, peptit uzugly, asidik veya bazik amino asitlerin &zlveya ¢oklgu, 6zellikle amino asidin yan
zincirlerinde bulunan fonksiyonel gruplar, parcatensonrasi olan iyonlarin olgum mekanizmalarini, iyon
turlerini ve iyonsiddetini 6nemli derecede etkilerler. Daha 6nce bdhen veri tabani taramasinin prensibi
deneysel sonuclarin bilgisayarda guulan idealize spektrumlarla k#astirilmasi prensibine dayanir. Yani
parcalanmy bir peptide ait olasi tum iyonlarisie siddette iceren MS/MS spektrumlain-silico adi verilen
yontemle bilgisayarda ofturulur ve deneysel elde edilen spektrumlar ilesik@gtirilir. Programi bglatmadan
Once taramaya dair parametreler sisteme targtnda glesme imkani arttirllarak taramalémi hizlandiriimg
olunur. Bu parametreler arasinda secimi yapilaa&r tabani, organizma tiri, proteinden peptit siugde
kullanilan enzim, analizin yapilgh kitle spektrometresi tipi ve peptidde bulunalélemodifikasyonlardir. Bunun
disinda iyon yukd, enzimin kesimi iskalgd(tripsin enzimi, R veya K aminoasitlerinin kartsikucundan keser)
bdlge sayisi ve kitle toleransi, yani sinyallergetéendirirken taninan esneklik gkri, belirtiimesi gerekilir.
Parametrelerdeki dgsiklikler tarama sonucunu etkilegliicin mimkin oldgunca en uygun secimler yapilarak
islem balatilmahdir. Yiksek kapasite vgém guciine sahip bilgisayarlarin yaygsntedaha gegiortamlarda yer
almasi ile biyoinformatik alaninda uretilen yaziamepey cgtlik kazanmg olsa da piyasada uzun suredir yer
alan programlar g@er cevreler tarafindan siklikla kullaniimasi sellebbiriken bilgininde vermgi oldugu giivenle
daha ¢ok kabul gdormektedir. Bunlar arasinda ThggsiResearch Institute tarafindan geglien SEQUEST [36]
ve Matrix Science firmasinin Griini MASCOT [37] eskieve en populer programlar arasinda yer §ékil 11'de
Mascot arama motoru ile gerceftielecek olan veritabani taramasi sirasinda gesirgereken parametrelere ait
ekran goruntisi verilrgtir.

—
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Sekil 11. Mascot (Matrix Science) arama motoru ile yapilaritabani taramasi parametre secim ara yuzi

Kitle spektrometre cihazlarini proteomik alani icazip kilan en énemli sebeplerden biri de otomatik
kurulumla ¢ok kisa siirede biyik veri (big datagseildi mimkin kilmg olmasidir. Elbette depolanan veri boyutu,
analizlenecek 6rnek sayisina, sivi kromatografisgmmindaki eliisyon suresine ve kitle spektroragtdeki
secili veri toplama moduna (butiinsel/continuum végaikli/centroid) bal oldugu i¢in bir bakima kullanici
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insiyatifindedir. Ancak bunun haricinde, arttirigrgdzindrlik, tarama hizinin yikseltiimesi ve iyophitite
kaynakl siriklenme zamani (drift time) gibi ilagzellik ve iyilestirmeler sayesinde gunimizdeki kitle
spektrometre cihazlari ¢ok daha detayh bilgi silnaktedir. Bu tiir teknolojik gedimelerin etkisi bilgisayar
isletimlerine de yansigdi icin, bir zamanlar megabayt dizeyinde olan pnati&overileri buglin gigabaytlar
seviyesine ulgsa da makul hizda ve daha kapsayici olarak geggieiddoilmektedir.

A. MALDI Iyonlastirmall Kiitle Spektrometresinde Peptit Analizi

MALDI iyonlastirma ydnteminde, ornekler matris adi verilen venajde kiitlesi kucgik organik
molekdller ile kargtiriip metal bir plaka tUzerinde kristagtemeye birakilir. Kristallgmis olan érnek ve matris
karisimi, tek dalga boyuna sahip pulse lazer kullankatizzeyde foton bombalanmasina tabi tutulur. Buadan
matris ve beraberinde analiz edilmek istenen Gtas&r yardimi ile yiizeyden salinim ile vezamanl olarak
iyonlasma prosesine maruz birakilir. Analizlenmek istefdenekler bu matris molekdlleri aragiyla hem
iyonlasmis hem de dedektdresiamis oldusundan bu teknik MALDI (matrix-assisted laser desiompionization)
yani matriks yardimli lazer yizeyden saliniml ijsgtirma tamlamasinin kisaltmasi olarak kabul gatin{38].
Protein ve peptit analizlerinde en ¢ok kullanilaztriksler bataa-siyano-4-hidroksisinaminik asit (CHCA) olmak
Uzere, 2,5-dihidroksibenzoik asit (DHB) ve 3,5-dihwey-4-hydroxycinnamic asittir (Sinapinik asit, A
MALDI iyonlastirmada, matriks ile drnek hazirlama dikkat edilmesrekilen 6nemli bir adimdir zira
spektrumdaki iyonlarin sinyal kalitesini, matrigg@n kargiminin sivi kismi tamamen uzakbais tam
kristallerden olgan d@ru 6n glemler belirler.

MALDI iyonlastirmali sistemler lazer atimlari siiresince gerggigimden sivi kromatografisinde olgu
gibi daimi veri gleme durumu yoktur onun yerine veriler kesitleril@é toplanir, bu bakimdan TOF (time of
flight) adi verilen ucsizamanl kitle spektrometre analizérleri ile dakiamlu calgir.

MALDI iyonlastirma ydnteminde, ornekler matris adi verilen venajde kiitlesi kucgik organik
molekuller ile kargtirihip metal bir plaka tUzerinde kristagtemeye birakilir. Kristallgmis olan érnek ve matris
karisimi, tek dalga boyuna sahip pulse lazer kullankatizzeyde foton bombalanmasina tabi tutulur. Buadan
matris ve beraberinde analiz edilmek istenen Gtas&r yardimi ile yiizeyden salinim ile vezamanl olarak
iyonlasma prosesine maruz birakilir. Analizlenmek istefdenekler bu matris molekulleri aragiyla hem
iyonlasmis hem de dedektdresiamis oldusundan bu teknik MALDI (matrix-assisted laser desiompionization)
yani matriks yardimli lazer yizeyden saliniml ijstirma tamlamasinin kisaltmasi olarak kabul gatin{38].
Protein ve peptit analizlerinde en ¢ok kullanilaztriksler bata a-siyano-4-hidroksisinaminik asit (CHCA) olmak
Uzere, 2,5-dihidroksibenzoik asit (DHB) ve 3,5-dihwey-4-hydroxycinnamic asittir (Sinapinik asit, A
MALDI iyonlastirmada, matriks ile drnek hazirlama dikkat edilmesrekilen 6nemli bir adimdir zira
spektrumdaki iyonlarin sinyal kalitesini, matriggn kargiminin sivi kismi tamamen uzakbais tam
kristallerden olgan d@ru 6n glemler belirler.

MALDI iyonlastirmali sistemler lazer atimlari siiresince gerggigimden sivi kromatografisinde olgu
gibi daimi veri gleme durumu yoktur onun yerine veriler kesitlerit@é toplanir, bu bakimdan TOF (time of
flight) adi verilen ucy zamanli kitle spektrometre analizérleri ile dalyamlu calgir. MALDI iyonlastirma
yontemi, tek yike sahip iyon alwrmasi (kitle spektrumundaki m/zgdeleri icin z =1 oldgundan spektrum
sadedir), geni kitle aralginda olgim imké&ni sunmasi, kontaminasyonlarasikdaha toleransli olmasi ve
Ogreniminin kolay olmasi gibi 6zelliklerinden 6tiraygin kullanim alani bulngtur.

Jele dayali proteomik yaldemi, pratiklik kazandirmasi bakimindan MALDI iyoslema Kkitle
spektrometreleri ile daha ¢ok kullaniimaktadir diiipkoteinler izole halde olduklari i¢in incelenespfitlerin tek
bir kaynaktan gelgi bilinir yani spektrumda m/z geri okunan biitiin peptitler bir proteinden gdli.proteomik
calsmalarinda sadece bu peptitlerin kitlelerinden pmofgarmak izi (peptide mass fingerprint) adi verile
yontemler ile tanimlama yapilabiliniyordu. Gunimézdu yontemden gerefinde faydalaniimasina gmen
guvenilirligi yetersiz kaldgl icin o peptitlerin tercihen en az ikisinin cihggnde parcalanmasindan elde edilen
MS/MS spektrumlarina dayal tanimlamalar daha gilivésabul edilmektedir.

Sekil 12'de tripsin ile kesimsiemi uygulanmy ve peptitlerine ayrilngiBSA proteinine ait peptit kiitle
spektrumu ve bu spektrumdan m/Zee 1567,70 olan peptit sinyalinin cihaz icinde sifik segimli izolasyonu
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sonrasinda, enerji uygulanarak parcalanmasiyla etilen MS/MS kitle spektrumu verilmektedir. MS/MS
spektrumunun diilk kutleleri iceren m/z 40-200 arglio peptit sekansinda bulunan amino asitlerin tanis
sgglayan immonyum iyon sinyallerini barindirir. Ogile m/z 60 serin, m/z 86 I6sin veya izoldsin, m/2012
fenilalanin ve m/z 136 tirozin amino asitleri kakhaimmonyum iyonlari olabilirimmonyum iyon olsumu,
MALDI-TOF/TOF gibi yiksek enerjiyle cargmali aktivasyona dayali (high energy-CID) fragmeptm
tekniginin kullanildigi sistemlerde daha sik gézlemlenir. Daha buyukekifiagmentasyon iyonlarini barindiran
200-1600 m/z aratindaki dger sinyaller, amino asitlerin hangi sirada oldukiardair ¢ikarsama yapmaya
yarayan birbirine tamamlayici b ve y iyonlarindateyince iceriyorsa peptit dizilimi veya peptit aeklamasi
biyoinformatik araclarla yiksek skorlu olarak yapilir. Bu sinyallerden yeterince bulunmuyorsa peog
spektrumda yer alan yaniltici sinyalleri kullanayate de bir glestirmede bulunur ancak bylestirmedeki digiik
skor deeri yanls peptit tanimlamasi ihtimalini arttirir. Bu yuzdebiyoinformatik aracglar istatiksel
hesaplamalardan yararlanarak rastgelelik ihtimaimaza indiren bir sinir skor gii belirleyerek bu deeri ssan
eslestirmeleri dggru tanimlama olarak kabul eder.Jele dayali protkomaklagimi, pratiklik kazandirmasi
bakimindan MALDI iyonlatirma kitle spektrometreleri ile daha ¢ok kullaraktadir ¢linkii proteinler izole halde
olduklari icin incelenen peptitlerin tek bir kaynak geldgi bilinir yani spektrumda m/z geri okunan butin
peptitler bir proteinden geliilk proteomik cagmalarinda sadece bu peptitlerin kitlelerinden pngt@rmak izi
(peptide mass fingerprint) adi verilen yontemler thnimlama yapilabiliniyordu. Ginimuzde bu yéntemd
gerektginde faydalaniimasina gemen guvenilirlgi yetersiz kaldgi icin o peptitlerin tercihen en az ikisinin cihaz
icinde parcalanmasindan elde edilen MS/MS spekaund dayali tanimlamalar daha guvenilir kabul
edilmektedir.

Sekil 12'de tripsin ile kesimsiemi uygulanmg ve peptitlerine ayrilngiBSA proteinine ait peptit kiitle
spektrumu ve bu spektrumdan m/Zee 1567,70 olan peptit sinyalinin cihaz icinde sifik se¢imli izolasyonu
sonrasinda, enerji uygulanarak parcalanmasiyla etlen MS/MS kitle spektrumu verilmektedir. MS/MS
spektrumunun diilk kutleleri iceren m/z 40-200 arglio peptit sekansinda bulunan amino asitlerin tanis
sgglayan immonyum iyon sinyallerini barindirir. Ogile m/z 60 serin, m/z 86 I6sin veya izoldsin, m/2012
fenilalanin ve m/z 136 tirozin amino asitleri kajhaimmonyum iyonlari olabilirimmonyum iyon olsumu,
MALDI-TOF/TOF gibi yiksek enerjiyle cargmali aktivasyona dayal (high energy-CID) fragmegta
tekniginin kullanildigi sistemlerde daha sik gézlemlenir. Daha buyukekifiagmentasyon iyonlarini barindiran
200-1600 m/z aratindaki dger sinyaller, amino asitlerin hangi sirada oldukiardair ¢ikarsama yapmaya
yarayan birbirine tamamlayici b ve y iyonlarindateyince iceriyorsa peptit dizilimi veya peptit aeklamasi
biyoinformatik araclarla yiksek skorlu olarak yapilir. Bu sinyallerden yeterince bulunmuyorsa peog
spektrumda yer alan yaniltici sinyalleri kullanayaie de bir glestirmede bulunur ancak bylestirmedeki diguk
skor deeri yanlg peptit tanimlamasi ihtimalini arttirir. Bu ylzdebiyoinformatik araglar istatiksel
hesaplamalardan yararlanarak rastgelelik ihtimaimaza indiren bir sinir skor gii belirleyerek bu deeri ssan
eslestirmeleri dgru tanimlama olarak kabul eder.
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Sekil 12. Tripsin ile kesimglemi uygulanmy BSA proteini MS spektrumu (lstte) ve bu spektruiyetaalan bir peptite ait MS/MS spektrumu
(altta)

B. LC-MS/MS ile Peptit Analizi

Basta proteomik alani olmak tizerezdr pek ¢ok alandaki biyolojik orgig kutle spektrometresi ile hizl
ve yilksek kapasiteli 6lcimini mimkin kilan LC-MSW8/MS sistemleri, analitik kimyada standart birraya
spektrometresi cihazi ile bigieninden olymaktadir. Ayrilmg halde kolondan gelen molekdller, sivi ortamda
oldugu icin iyonlgtirmalari elektrospray (ESI) adi verilengdi yumuak iyonlatirma tekngi ile saslanir. ESI
sayesindegne gibi dar capli kapiler bir borudan gecen LC mfazina yiksek voltaj uygulanarak aeresol yapidaki
yuklu ve ufak damlaciklar elde edilir [39]. Bu dawiklardaki sivi sicaklik artirimi ve gazla tflefrgibi yardimci
mudahaleler ile uzakfarilarak yukli tanecikler sistemin igine gloi cekilir. MALDI iyonlastirmadan farkh
olarak ESI de genelde ¢oklu yike sahip iyonlarilinektedir.

Sekil 13’de Ubikdtin proteinin elektrospray metodu ile aligiwe deisik yik dagilimini gdsteren kitle
sinyali gosterilmektedir. Genelde biyopolimerleglektrospray ile elde edilen kitle sinyali buraddugu gibi
iyon siddetleri farkli, +10'dan fazla yik §ayan birden ¢ok m/z sinyalini icerecekkilde gorulur. Bu ¢oklu
protonlanmy kitle sinyalleri izole edilebilir pargalanmaya tabtulup bir proteine ait MS/MS spektrumu elde
edilebilir. Tumden gelimsel (Top down) proteomikradalan bu yontemde bitun bir protein tanimlamabKtedir
ancak bu yontem zorgw ve 6zel gerekleri nedeniyle yaygin kullanimdgildér. Daha kiclk yapidaki peptitler
hem caitli sivi ortamlarinda kolayca c¢ozinmekte hem ddlekispekirometresinde detayli olarak rahatca
analizlenebilmektedir. Proteinlerse peptitlere klga sivida ¢6zinmgihalde izolasyonu oldukgca gu¢ ve
fragmentasyon sonrasi hayli kompleks MS/MS spekimumveren cakilmasi nispeten zor biyolojik
materyallerdir.
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Sekil 13. Ubikdtin proteinin ESI kitle spektrumu ve 12+ yiikjon sinyalinin izole edilmesi (kiiguk spektrum)

LC-MS/MS yodnteminin proteomik alaninda en etkin laalmi, bilgi temelli data toplama (Data-
dependent acquisition, DDA) ismi verilen kesintiseri kaydinin komut edilebilmesi sayesinde yardiymsal
bir baari ile mimkin olmgtur. Denetimsiz (unsupervised) tabir edilen bu atkn kullanimda 6nceden
belirlenmi parametreler dgultusunda cihaz peptitlerin MS spektrumunu ve lsegeptitlerin MS/MS
spektrumunu saniyenin de altinda hizlarla durmaksika arkaya toplar. Béylece bir peptit icin ahkna zamani,
m/z deseri ve onun pargalanma Urinleri hakkindakizamanl bilgiye sahip olunabilir. DDA modunun lilg
temelli olma hali hedef molekillerin anatiznsini arttirmak icin kullanici tarafindan sistegivden parametrelere
dayanir. Orngin miktari cok cok az olan sinyallerin zaten somagmeyecek olan parcalanmalarini énlemek igin
iyon siddeti olarak belir bir gk degeri tanimlanir. Buna ek olarak, MS spektrumu aktah sonra ka¢ peptide
parcalanma olaga belirlenir ve ayni 6rng@ defalarca analizlememek adina parcalanmasi yapiviS/MS
spektrumu alinmgibir m/z degeri igin belirli bir sirelgine dglama uygulamasi (exclusion time) yapilir. Her ne
kadar busekilde yuksek ¢ikti elde edilse de ayni 6rnektem &gsullarda toplanan veriler birebir ayni olmgdi
icin yontemin d@asindaki bu rastgelelik (stochastic) genelde anekrari ile gideriimeye cafilir. Sekil 14'te
DDA ile toplanms bir veriye ait LC kromatogrami (Ustte) ve o kroogramin 9,98. dakikasina kdrk gelen MS
spektrumuna yer verilrgtir. Spektrumun Uzerinde #areti ile gosterilen sayi, spektrum numarasinirwsrni bu
analizde ilk on dakika icerisinde 2500'den fazlaldgpum elde edilngive 9,98. dakika 2566 Inci spektrum olarak

kayda gecnsiir.
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Sekil 14. Otomatik LC-MS/MS analizinde LC kromatogrami (&¥tve MS spektrumu (altta) (Thermo LTQ-XL-MS,Xcaiib2.0.7 den
alinmstir.)

Sekil 15'te, ayni analize ait Ustte bir LC kromatagn altta ise bu sefer 898,71 m/z iyonunun pargaian
spektrumu yer almaktadir. Bu MS/MS spektrumundakoama zamaninin 9.99 ve spektrum numarasinin 2569
oldugu gordliyor yani MS spektrumunun hemen arkasindarcglanma gerceldmis. Tipik LC-MS/MS
analizlerinin 1-2 saat arasinda sigdidisiintlecek olursa, elimizde on binler hatta ylzbicgespektrum
icerebilen ve bilgisayar yardimi olmadangddendiriimesi mimkin olmayan ¢iktigynlari birikecek demektir.

Iste bu noktada da kaginilmaz kékilde, hesaplama yapan bilgisayarlar vgtlidiyoinformatik araclari devreye
girer.
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Sekil 15. Otomatik LC-MS/MS analizinde LC kromatogrami (8jtve MS/MS spektrumu (Thermo LTQ-XL-MS,XcaliburOZ den
alinmstir.)

C. Veritabani Taramasi ile Protein Tanimlanmasi

Kitle spektrometresi ile protein tayini kisminddadmtean, Mascot arama motoru ile veritabani taramas
ve protein tanimlanmasilémi ile elde edilen 6rnek bir songekil 16’da verilmitir. Bu 6rnekte bir proteinden
tripsin enzimi ile kesim sonucu elde edilen pegtitt MS/MS kitle spektrumlari kullanilarak yapiteeri tabani
taramasinda, peptitlerin sekansi ile ilgili proteintanimlamasi yapilmg) yani kismi sekans yardimiyla
veritabanindan bir protein tanimlargm. MS/MS kitle spektrumu kullanilarak yapilan ivietbani taramasinda
elde edilen bilgilegu sekildedir: tanimlanan protein (ler)in adi, protainveritabani kaydini gésteren gi numarasi,
olasilik temelli mowse skoru, histogram, proteinlekdl girligl ve slesen peptitler (kirmizi olarak belirtilen
amino asit dizilimleri). Bu ekranda analiz sonuemitnlanan protein secilglizaman ise proteine ait molekdl
agirh g, pl deseri, kismi sekans oOrjinesinin proteinin hangi bélgesi ile &gtigl gorilebilir gekilde
verilmemitir). Mowse (Molecular Weight Search) skoru, Masta&findan olasilik temeline dayanan ve ilgili
sonucun anlamli ya da anlamsiz olaragettkendirilmesini sglayan bir dgerdir. Skora ait histogramdan hangi
skor dgerinin Uzerindeki tanimlamalarin anlamli olgcgorilir. Bu analiz sonucunda skoigde 38'in Gizerinde
tanimlanmy proteinlerin benzerlik ya da kapsamli bir homolgiisterdgi belirtilmistir, yani anlaml sonuglari
ifade etmektedir. Argirmacilarin, bu ve benzeri protein tanimlama starug degerlendirirken sonuclarinin
guvenilirligini sgglamalari i¢in bahsedilen parametreleri dikkate &manerilmektedir.

NS Mascot Search Results

User

Email :

Search title :

MS data file : DATA.TXT

Database : NCBIprot 20170127 (113176206 sequences; 41471770846 residues)

Taxonomy : Homo sapiens (human) (310902 sequences)

Timestamp : 31 Jan 2017 at 07:11:05 GMT

Protein hits : BAC01670.1 immunoglobulin kappa light chain VLJ region, partial [Homo sapiens)
AAF03880.1 IgAl kappa light chain, partial [Homo sapiens])
AIT38683.1 immunoglobulin G heavy chain variable region, partial [Homo sapiens)

NCBIprot Decoy False discovery rate
Peptide matches above identity threshold 4 0 0.00 %
Peptide matches above homology or identity threshold 4 0 0.00 %

Mascot Score Histogram

Ions score is -10¥Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scores > 38 indicate identity or extensive homology (p<0.05).
Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

Number of Hits

Protein Score

Peptide Summary Report

BAC01670.1 Mass: 29116 Score: 272 Matches: 3(3) Sequences: 3(3)
immunoglobulin kappa light chain VLJ region, partial [Homo sapiens)

Check to include this hit in error tolerant search

Query Observed Mr (expt) Mr(calc) ppm Miss Score Expect Rank Unique Peptide
3 1797.8642 1796.8570 1796.8880 -17.25 4] 94 1.7e-07 1 u K.SGTASVVCLLNNFYPR.E
6 1875.8871 1874.8799 1874.9197 -21.23 o 106 9.6e-09 1 u K.VYACEVTHQGLSSPVTK.S
7 1945.9692 1944.9620 1945.0197 -29.68 o 72 2e-05 1 u R.TVAAPSVFIFPPSDEQLK.S

Sekil 16. MASCOT arama motoru kullanilarak yapilan veri tab@ramasi sonunda elde edilen érnek bir sonwanekr
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IV.BITKI PROTEOMK ARASTIRMALARINDA GELECEK

Birden fazla keulun uygulandii érneklerde veya zamanla Proteom profillerinigigieninin anlagilmasi
gerektginde siklikla ek reaktif ya da pahall kitler geigkiemesi nedeni ile etiketlemenin yapiimadkitle
spektrometresi yolu ile tanimlama tercih ediliyigaretleme yontemleri yetkin ve biitcesi elveren laborarlarca
uygulanmaktadir tabii burada en belirleyici fakédrbrnek miktarinin az olgu durumlarda ve/veya standart
yontemlerle tespit etmenin zor olglu disik bolluktaki proteinlerin tespitinin hedeflengmblmasidir. Bu
etiketleme metotlari ICAT (isotope coded affinigg), SILAC (stable isotope labeling by amino acidcell
culture), ITRAQ (Isobaric tags for relative and albose quantitation) reaktifleri ile saretlemedir. ICAT
yonteminde iki durum karastirilir, SILAC isaretleme de bitki hiicre kiltirleri ile gahalar icin uygunken [40]
ITRAQ Yobnteminde ayni anda 4 veya 8 drnekle sgaik mumkindur, ayrica bu yontemlerle kantitatif
karsilastirmali proteom farkliliklari tespit edilebilir [41

Proteomik cakmalarinda amaclanan sadece ifade edilen protainkemiliklerinin niteligi degil ayni
zamanda bu proteinlerin ne zaman hangi modifikalsytenve nerede ifade edifgdni bilmektir. Ozellikle bazi
modifikasyonlar hem ¢ok kararsiz hem de ¢ok aRlurmodifikasyonlari tanimlayabilmek ilgili stresgdunun
arastirma konusu olan hipotezdeki rolinin arlaasi veya s6z konusu olan olaylarin altinda yatetekiler
mekanizmalarin anj@masini sglar. Dasal olarak gérece daha oturgnirnek hazirlama protokollerine sahip olan
hayvansal organizmalar ve hicre kultir orneklerindeha erken btmis olan translasyon sonrasi
modifikasyonlarin aydinlatiimasi ile ilgili caalar bitki proteomik argirmalarinda daha gec girgtir. Ornesin
hiicre sinyalizasyon mekanizmalarinda en etkili rika$yonlardan biri olan fosforilasyon modifikasyoklasik
jel tabanli ya da jelsiz tekniklerle hicbgtem yapilmadan bulunabilen fosforile protein Sayisde birdir. Ancak
¢esitli zenginlestirme 6n glemleri uygulandiinda fosforillenmy proteinlerin tanimlanmasi mamkin olmaktadir
bu amacla titanyum dioksit ile zengigiieme, immobilize metal affinite kromatografi ileemginlgtirme,
yontemleri literatiirde en fazla kaesilanlardir. Dger taraftan bu 6n zengigtrme yontemlerini kullanmadan
kiutle spektrometresi analizleri esnasinda tek \@jdu reaksiyon izleme yéntemi sentezleging standartlar
kullandgindan kesinii ve tekrarlanabilirlgi diger metodlara tstundur. Ugli-quadripol kitle spekitresi
analizleri uygulanir. Qder taraftan yontem zaman acisindan tasarruflu doitgm olmadii gibi gerekli 6rnek
miktar1 da yuksektir [42, 43].

Bitki proteomik aragtirmalarinda gelecekte daha deringairdmasi gereken alanlardan biri de hiicre alti
proteomik caymalaridir ki bunlarin sayilari aslinda tim 6kargatrganizmalar icin sinirhidir. Bir taraftan bu
yapilarin membranh yapilar olu ve dger taraftan ygun emek gerektirmeleri bu organellerle ilgili gatalar
sinirlayan faktorlerdir. Bitkiler de en fazla gallan hiicre alti organeller mitokondri [44, 45] vieroplastlardir
[46], cunkl bu organeller bitkinin enerji merkezleldugu gibi c¢sitli biyotik/abiyotik streslere cevapta da etkin
organellerdir. Organel temelli proteomik gatialari tanimlanan proteom kapsamini ¢cok get@cektir zira total
protein ekstraksiyonlari tizerinden gercgtitden proteom cakbmalari ile tanimlanabilen proteinlerin énemli
kismi sitozolik proteinlerdir.

Omik yaklgimlarini bir batiin olarak diinerek yaklamak gereklilgi sistem biyolojisini dgurmustur.
Bdylece genomik transkriptomik, proteomik, metalrbulgularinin cgitli biyoinformatik araclar vasitasi ile
islenmesine neden olngiwr [47]. Bu biyoinformatik araclar molekullerin big alti lokalizasyonlarinin (WoLF
PSORT:_https://wolfpsort.hgc.jp) aglbmasi, salgi proteinlerinin olup olmadiklarininidenmesi (Secretome P:
http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP), prepeotein etkilgimlerinin belirlenmesi (String:_https://string-
db.org) gibi informatik programlardir. Bu programh biyik kismi web tabanli programlar olup sarbagme
aciktir. Ozellikle genom bilgisi ugdabilir organizmalar icin tamimlanan proteinlefionksiyonlarinin tahmin
edilmesi icin kullanilan programlar arasinda yeanale siklikla tercih edilen Blast2Go gibi yazilamiicretli
Uyelikleri gerektirebilmektedir.

V. SONSOZ

Proteomik calmalari ilk bgladigi tarihlerden yakin zamana kadar, bitki yapisindarcerginden
kaynaklanan protein izolasyon ve ayirma basamaidaki problemler sebebi ile bitki érneklerinin lathimina
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cok fazla olanak vermemiolsa da gefimis teknolojik sistemler ve yeni metotlar sayesindtkibdrnekleri de
gindmizde kolaylikla analiz edilebilmektedir. Buldeede, yakin tarihe kadar bitkiler ile yapignproteomik
calismalarindan ornekler verilgi bitki 6rneklerinin proteomik analizlerine ydnelikhtiyaci olan tim
arastirmacilar icin el kitabi gdayacak seviyede detayl ve pif noktalar sunarekimazirlama ve awtirma
yontemleri protokolleri payklmistir. Her ne kadar 6rnek hazglive protein aystiriimasi icin kullanilan
yontemler bu derlemede verilenler ile sinirli olmada bircok argirmaci tarafindan siklikla kullanilan
yontemlerden orneklendirmeler yapiktm. Bunun yanisira, proteomik c¢ghalarinin temel yapigkarini
olusturan izoelektrik fokuslama, jel elektroforezi, ikioyutlu jel elektroforezi, sivi kromatografisi \ditle
spektrometresi tekniklerine ydnelik teorik agikldama da yer verilngtir. Yazarlarin, proteomik, bitki proteoij
protein ayirma teknikleri ve kitle spektrometrésirotein tanimlama alanlarindaki bilgileri veri@eleri okurlar

ile paylgilarak yarali bir kaynak okturulmaya ¢akilmistir. Unutulmamasi gereken dnemli noktalardan birisi
‘SAMPLE HANDLING' diye bilinen, numunenin veya orgm 6n hazirlg veya glenmesi vs. basamaklarina ¢ok
dikkat edilmesidir. Analizi yapilacak érnekler nadar 6zenli ve titizlikle hazirlanirsa elde ediles®nuclarin
guvenirliligi ve baarisi da ona gore kabul edile bilinir olacaktiryrisa, kagilastirmall proteomik ¢cagmalarinda,
birbirleri ile kasilastirilacak olan érneklerin tamaminin, ayni giin vaiagrtalarda analiz edilmesi elde edilecek
sonuclarin bgarili olmasi acisindan énemlidir. PAGE (JEL) ileigtyrilan drnekler her ne kadar buz dolabinda
uzun sire saklana bilinir olmasi literatr tarafinckabul gérmgiolsa da, deneyimlerimiz, 3-5 ay sire zarfinda
ayni gin ve ayryartlarda elde edilmgiolan Jelde aygtilan proteinlerin analizlerinin ggésebildigini gostermitir.

3-5 ay once yapilan bir analizin, benzer jeldenaalive 3-5 ay sonra yapilan ayni protein gimea analizinin
farkhlk gosterdgi tarafimizdan goézlemlenmbir sonugtur.

Son olarak, yapilacak proteomik gatalarinda, argirmalarinda, izole edilen, saftarilan érneklerin
hepsinin analizlerinin miimkiin olan en kisa siragiaisartlarda ve ayni zaman diliminde yapilmasi, eldeeedk
sonuglarin tekrarlanabiligi acisindan dnemlidir.

Notlar

1.Proteomik argiirmalarinda érnek hazigindan 2D-PAGE ile ayrilan proteinlerin kiitle spekietresi
icin hazirlanmasi dahil bitiin adimlarinda kullamikamyasal maddelerin yiksek kalitede olmasi veelfbxe
tampon hazirliklarinda kullanilan suyunda direntiein azindan 188 olmasi gerekmektedir. Ayrica 2D-PAGE
tekniginin 1. gamasi olan IEF kisminda 6zellikle IPG striplerinl&muldigi IEF islemlerinde 6rnekteki tuz
miktarinin 10mM'in altinda olmasi gerekmektedirniliilEF sleminde kullanilan ister IPG strip isterse tubd-cel
yontemi olsun tuz toleransi ¢cokgdiktir.

2.Proteomik cadmalarinin gercekkgirilecegi laboratuvarlarda mutlaka bir IEF sistemi bir déb@yutun
gerceklatirilecegi 2. boyut elektroforez sistemi bulunmahdir. Babbratuvarimizda GE Healthcare' ait olan 1.
boyut icin IPGPhor lll ve 2. boyut icin ise EttamlD6 (25x20cm) sistemini kullanmaktayiz.

3.Diger 6nemli ekipman ise gatmall yuksek devirli santrifij.

4.Bitki materyali yiksek miktarda fenolik bii&ler icermesi nedeni ile bu biikler hem protein
miktarinin d@ru tayinini engeller hem de elektroforez rezollaymn diirir. Bu nedenle bitki dokulari ile
calisiirken muhakkak PVPP kullaniimali ve bu reaktifisazot ile toz haline getirmesamasinda kati olarak
eklenmelidir.

5.TCA/Aseton c¢oktirme yontemi sirasinda pelletinkapmasi glemlerinde pellet hareketli
olabilecginden supernatantin uzaklailmasi dikkatli yapiimahdir.

6.S@uk aseton-DTT c¢ozeltisi ile yikamalémi -bitki dokulari ile &zellikle pigmentasyonuriiksek
oldugu dokularda yaprak gibi- en az 6 kere tekrarlannegér hala siipernatant renk iceriyorsa yikagteni 8 e
cikariimalidir.

7.Protein drneklerinin hazirlanmasinda SDS gibegahlarin konsantrasyonlarinin ayarlanmasi kiitikt
¢linki bu deterjanlar Kiitle spektrometresi analiz¢gn érnek hazirlanirken tripsin etkiglhi azaltmaktadir.
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8.Fenol-SDS yodntemi icin direkt fenol ¢cozeltisi kulilacaksa o taktirde toplanacak olan fenol fa y
degistirir.
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