11. KUTLE SPEKTROMETRESI VERILERININ BiYOINFORMATIK ANALIZi VE
PROTEINLERIN KIMLIKLENDIRILMESI TANIMLANMASI(MASCOT-MATRIX
SCIENCE)

A. BILGI

Omik teknolojilerinin gelismesiyle, kullanilan yontemler sonucunda ¢ok fazla bilgi
iiretilmektedir ve bu bilgilerin islenmesi i¢in iist diizey bilgisayarlarin kullanilmasi giiniimiizde
bir gereklilik degil zorunluluk olmustur.

Protein ifade profillerinin ¢ikarilmasinda ve protein tanimlamasinda ilk adim genelde 2D-
PAGE ile baslar ve bdylece proteinler izoelektrik noktalarina ve molekiiler agirliklarina gore
ayrilmig olurlar. Ayrilan proteinler giimiis, Coomassie Blue veya florasan boyalarla boyanarak
goriiniir hale getirilirler ve genelde jel icinde spesifik proteazlarla (6rnegin tripsin) peptidlere
parcalanirlar. Elde edilen peptidler jel parcalarindan ekstrakte edilir ve kiitle spektrometresi (or:
MALDI-TOF MS) ile analizlenir. Bir proteine ait peptidlerden elde edilen kiitle spektrumu, o
proteinin parmak izini olusturur. Bu yontemle proteinler femtomol seviyesinin altinda
duyarlilikla tanimlanabilirler.

Deneysel olarak elde edilen kiitle profilleri, veri tabanlarinda bulunan ayni proteinin ayni
enzimle bilgisayar simiilasyonu ile hazirlanmis teorik kiitle profilleri ile karsilastirilir. Veri
tabaninda bulunan proteinler, eslesen peptid oranlarina gore belirli bir kiitle hata toleransiyla
siralanirlar. Ancak bir proteinin parmak izi beklenen tiim teorik peptid kiitlelerini icermez.
Ayrica tripsin otolizinden ve keratin kontaminasyonundan hatali pikler olusabilir. Basarili bir
protein tanimlamasi i¢in, MALDI piklerinin dogrulugunun yiiksek olmasi ve zengin bir veri
taban1 kullanilmas1 gerekmektedir. Bir proteinin basar1 ile tanimlanmasi i¢in, bes ya da daha
fazla peptitin 30 ppm’den diisiik hassasiyet ile belirlenmesi, deneysel ve teorik dizinlerin % 15
oraninda eslesmesi gerekmektedir (Canas et al 2006).

1993 yilindan bu yana, peptid kiitle parmak izi (PMF) ve MALDI-TOF kombinasyonu en
hassas, hizli ve giivenilir protein tanimlama yontemi olmustur. Son yillarda tanimlanan
proteinlerin ¢ogu bu yontem kullanilarak tespit edilmistir. Ancak daha sonra gelisen MS/MS
sistemleriyle giiniimiizde daha fazla peptit lizerinden daha yiiksek bir yiizdeyle tanimlamalar
gerceklestirilmektedir. Ayrica bu sistemlerin Oncesinde kullanilan kromatografik ayrim
basamagi jel dokiilmeden kalitatif ve kantitatif analiz yapilmasina olanak saglamaktadir.

PMF ile protein tanimlanmasinda iki yaklasim vardir: (1) “bottom-up”, (2) “top-down”.
“Bottom-up” yaklasiminda peptitlerden yola ¢ikilarak veritabanlar1 ayrdimiyla protein bilgisine
ulasilir ki giiniimiizde en ¢ok tercih edilen yaklagimdir. “Top-down” yaklasiminda ise direkt
olarak proteinin kendisinden yola ¢ikilir.

Verilerin analizinde protein veritabanlarindan faydalanilir. UniProtKB/Swiss-Prot ve NCBI
altinda bu amagla kullanilabilecek veritaban1 mevcuttur ve tanimlamalar buradaki bilgiler



is1ginda  gerceklestirilir. Programlar ve arama motorlart bu veritabanlarindaki bilgileri
kullanirlar.

Swiss-Prot gelistiriceleri tarafindan hazirlanan ExPASy (Expert Protein Analysis System)
(http://www.expasy.ch) adresinde UniProtKB/Swiss-Prot veri tabanindaki protein bilgisinde
arama yapilabilmekte ve arama sonucunda protein hakkinda ¢ok detayl bilgilere ulasilip sanal
kesim yapilabilmektedir. Tiim internet kullanicilarina acik olan bu platformda faydali
programlarin yani sira, farkli 6rnekelrden elde edilen 2 boyutlu jel goriintiilerini bu bunlar
iizerinden tanimlanan proteinleri gosteren interaktif bir uygulama da mevcuttur. Veri tabaninda
haptoglobin proteininin triptik peptid dizileri, kiitleleri, pI ve Ma degerleri sekilde
gosterilmistir.
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The ExPASy (Expert Protein Analysis System) proteomics server of the Swiss Institute of Bicinformatics (SIE) is dedicated to the analysis of
protein sequences and structures as well as 2-D PAGE (Disclaimer / References / Linking to ExPASYy).
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You have selected HPT_HUMAN (P00738) from UniProtKB/Swiss-Prot:

Haptoglobin precursor [Contains: Haptoglobin alpha chain; Haptoglobin beta chain]
Signal in positions 1-18 has been removed.

« Chain Haptoglobin at positions 19 - 406 [Theoretical pl: 6.13 / Mw (average mass): 43349.01 / Mw (monoisotopic mass): 43321.52]
modlf cations|peptide sequence

3617.6486 346-379 YQEDTCYGDAGSAFAVHDLE EDTWYATGILSFDK
3292.5174 1949 O VDSGNDVTDIADDGCPKPPE IAHGYVEHSVR
2848.3026 83-108 0 LPECEADDGCPKPPEIAHGY VEHSVR
2679.3923 179-202 0 MVSHHNLTTGATLINEQWLL TTAK
21150361 326-345 0 SPVGVQPILNEHTFCAGMSK
17950112 236-251 0 VVLHPNYSQVDIGLIK
1650.7978 298-311 0 YVMLPVADQDQCIR
1458.7335 203-215 0 NLFLNHSENATAK
14396648 119-131 0 TEGDGVYTLNNEK
1311.6063 60-711 0 TEGDGVYTLNDK
1290.7303 216-227 0 DIAPTLTLYVGK
1286.6242 380-391 0 SCAVAEYGWYVK
12736279 142153 0 LPECEAVCGKPK
1203.6368 392-401 0 VTSIQDWVQK
1146.5425 312-321 0 HYEGSTVPEK

987.5365 262-270 0 VMPICLPSK

980.4948 278-286 0 VGYVSGWGR

923.5308 162-170 0 ILGGHLDAK

9204624 171-178 0 GSFPWQAK

8954744 154-161 0 NPANPVQR

858.4931 229-235 0 QLVEIEK

809.3788 271-277 0 DYAEVGR

760.3988 292-297 0 FTDHLK

703.3733 256-261 0 VSVNER

688.3777 73711 0 QWINK

686.3777 132-136 0 QWINK

593.3042 287-291 0 NANFK

5872824 54-57 0 NYYK

5872824 113-116 0 NYYK

UniProtKB/Swiss Prot veri tabaninda Haptoglobin proteini i¢in peptid dizileri, kiitleleri, pI ve
Ma degerleri

Kiitle spektrometresi verilerinin analizlerinde cesitli firmalarin gelistirdigi lisansli programlar
mevcuttur. Bu programlardan biri olan ProteinLynx Global Server (PLGS, Waters) ile elde
edilen spektrumlar farkli parametrelerle direkt olarak analiz edilebilir ve ayrica sisteme 6zel
veritabani yliklenip sadece bu veritabani lizerinden de arama yapilabilir.

Lisansh programlarin disinda, {iniversitelerin veya bazi kurumlarin gelistirdigi ve internet
tizerinde erisilebilen bazi arama motorlar1 da mevcuttur. Bunlardan 6nemli olan bazilari
sunlardir:



Arama Adresi Yapilabilen

motorunun adi analiz
MASCOT http://www.matrixscience.com/ MS, MS/MS
Aldente http://www.expasy.ch/tools/aldente MS
PepMAPPER http://www.nwsr.manchester.ac.uk/mapper/ MS
Profound http://prowl.rockefeller.edu/prowl- MS

cgi/profound.exe

Protein Prospector | http://prospector.ucsf.edu/prospector/mshome.htm | MS, MS/MS

OMSSA http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/omssa/ MS/MS

B. UYGULAMA
MASCOT ve Aldente ile PMF veri analizi.

Swiss-Prot’tan 6zel veritabani olusturulmasi, PLGS’e yiiklenmesi ve arama yapilmasi.
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