3. PROTEOMIKS’TE GENEL STRATEJILER

Proteomiks alaninda yontemsel olarak iki genel yaklasim s6z konusudur:
1) Etiketli (labeled) proteomiks

2 Etiketsiz (label-free) proteomiks

Etiketli proteomikste, proteinleri olusturan amino asitler belirli etiket molekiiller veya izotop
atomlar (genelde agir izotoplar) kullanilarak isaretlenir ve kiitle spektrometreleriyle
karsilagtirmali protein ifade analizi yapilir. Burada yapilan kantitatif analiz olduk¢a hassas ve
giivenilir olarak kabul edilmektedir. Bu yaklasimda kullanilan tekniklere 6rnek olarak SILAC
(Stable isotope labeling by amino acids in cell culture), iTRAQ (Isobaric tags for relative and
absolute quantitation), ICAT (Isotope-coded affinity tags) ve 180 isaretleme verilebilir.

Bu kitap kapsaminda ele alinan yontemler ve uygulama 6rneklerinin tiimii etiketsiz proteomiks
basligi altinda degerlendirilmektedir. Etiketsiz proteomiks alaninda yapilan c¢alismalarin
asamalar1 dort ana baslikta toplanabilir: (1) Protein izolasyonu, (2) Proteinlerin ayrimi
(elektroforetik, kromatografik vs. gibi tekniklerle) ve ifade analizleri (kantitasyon), (3) Protein
tanimlamas1 (kiitle spektrometreleri, Edman yikimi), (4) Protein etkilesimleri ve yapisal
analizler. Basamaklar daha detayli bir sekilde 5. boliimde ele alinmustir.

Giinlimiizde proteomik ¢aligmalarin temelini, proteinlerin iki boyutlu jel elektroforezi veya sivi
kromatografi gibi yontemlerle ayrilmasini takiben kiitle spektrometreleriyle tanimlanmasi ve
karsilastirmali ifade analizleri olusturmaktadir. Ancak son yillarda farkl teknikler iceren yeni
yaklagimlar da gelistirilmektedir. Proteomik caligmalarda, ¢alisilan konuya ve amaca yonelik
olarak benimsenen bazi yaklasimlar sunlardir:

. Peptit kiitle parmakizi (peptide mass fingerprinting, PMF) yaklasimi:  1ki boyutlu
poliakrilamit jel elektroforezi (2D-PAGE: Two Dimensional Poliacrylamide Gel
Electrophoresis) ile proteinlerin iki o6zelligine gore (molekiiller agirliklar1 ve izoelektrik
noktalar1) ayristirilmasi, proteolitik enzimlerle proteinlerin peptitler halinde pargcalanmasi ve
peptit izolasyonunun ardindan MALDI-TOF kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS, matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry) ile elde edilen peptit kiitle
verileri 151¢1nda biyoinformatik analizlerle protein tanimlanmasi.

. Peptit fragment parmakizi (peptide fragment fingerprinting, PFF) yaklagimi: 2D-PAGE
veya kromatografik ayrim ya da ikisinin kombinasyonu sonrasi izole edilen peptitlerden ardigik
kiitle spektrometreleri (MS/MS, tandem MS) ile elde edilen veriler 1s181nda biyoinformatik
analizlerle protein tanimlanmasi.

. Orneklerin  direkt olarak LC-MS/MS (Likit kromatografi-MS/MS) sistemine
uygulanarak ayni platformda ayrim, tanimlama ve karsilagtirmali ifade analizi yapilmasi.

. Etiketli proteomiks ile kiitle spektrometreleri kullanilarak nicel (kantitatif) ifade analizi.
. Kiitle spektrometreleriyle translasyon sonras1 modifikasyonlarin analizi.
. Two dimensional difference gel electrophoresis (2D-DIGE) yaklasimi: 2D-DIGE ile

karsilagtirmali ifade analizinin ardindan kiitle spektrometreleriyle protein tanimlanmas.

. Protein ¢ip teknolojisi.



Yukarida verilen yaklasimlara bakildiginda, daha once de ifade edildigi gibi, kiitle
spektrometrelerinin proteomiks alaninda ¢ok onemli bir yere sahip oldugu goriilmektedir.
Giliniimiizde kiitle spektrometresi verileri kullanilarak yapilan protein tanimlanmasinda {i¢
temel yaklasim vardir:

1) "Top-down" (yukaridan asagiya) proteomiks: Kiitleleri dlciilen intakt proteinlerin
molekiiler agirliklarinin protein dizi veri tabanlarinda eslestirilerek tanimlama yapilmasi; intakt
protein bilgisinin kullanilarak protein kimliklendirilmesi. Ozellikle translasyon sonrasi
modifikasyonlarin tanimlanmasi i¢in tercih edilen bir proteomik stratejidir.

2 "Bottom-up" (asagidan yukariya) proteomiks: Proteinin g¢esitli proteazlarla (tripsin,
kimotripsin gibi) kesilmesinin ardindan elde edilen peptit ve/veya fragment kiitlelerinin protein
dizi veri tabanlarinda eslestirilerek tanimlama yapilmasi; peptit bilgisinin kullanilmasi ile
protein kimliklendirilmesidir.

3) De novo dizileme: Ardisik kiitle spektrometreleriyle elde edilen peptit ve fragment
kiitlelerinden protein/peptit dizisinin elde edilmesidir.

"Shotgun” proteomiks olarak isimlendirilen bir yaklasim da proteomik ¢alismalarda
kullanilabilmektedir. Bu yaklagimda protein karigimlarinin ardigik olarak farkli kromatografik
kosullarda ayrilmasinin ardindan kiitle spektrometreleriyle, "bottom-up" stratejisi kullanilarak
protein tanimlanmasi gergeklestirilir. Bu strateji, ¢ok boyutlu protein tanimlama yaklagimi
(multi dimensional protein identification technology, MudPIT) olarak da adlandirilir.

Bahsi gecen stratejilerinden "bottom-up" yaklasimi, gliniimiizde kiitle spektrometresi tabanlt
protein tanimlamasi i¢in en ¢ok tercih edilen metottur. Bu kitap kapsaminda uygulama 6rnegi
verilen MALDI-TOF ile PMF analizi de bu yaklagimi temel alir. Tipik olarak proteinin
enzimatik kesimini, baz1 durumlarda buna ilave olarak kromatografik ayrimini ve takiben MS
veya MS/MS analizini igerir (kiitle spektrometreleri hakkinda daha detayli bilgi 4. Boliimde
verilmistir). Bu yaklasimda iki tip strateji kullanilabilir:

. Peptit Kiitle Parmakizi (PMF)
. Peptit Fragment Parmakizi (PFF)

Peptit kiitle parmakizi genel olarak MALDI-TOF MS ile triptik peptitlerin analiziyle elde
edilir. Ikinci tip strateji olan peptit fragment parmakizi ise genel olarak ilgili peptidin
kiitle/yiik (m/z) degerinin ardisik kiitle spektrometrelerinde fragmentasyonuyla elde edilir.
Glinlimiizde yiiksek islem hacmi ile peptit kiitlelerinden protein tanimlamasi yapilmasini
saglayan biyoinformatik araclar bulunmaktadir ve daha iyi tanimlama yapilmasi i¢in bu
araglarin kullandig1 algoritmalarin gelistirilmesi yoniinde ¢alismalar devam etmektedir.

Her yontem ve yaklagimda oldugu gibi proteomik alaninin da kendine 6zgii zorluklart ve
kisitlamalar1 vardir. Proteomik ¢aligmalarda en fazla 6nem verilmesi gereken nokta proteomun
dinamik yapisidir. Proteom, genom gibi stabil degildir ve belli bir hiicre/doku/organda ifade
olan proteinler bir¢cok kosula bagli olarak donemsel veya anlik degisimler gosterebilir. Bu
nedenle calismalarda standardizasyonun c¢ok iyi yapilmasi gerekir. Ayrica Ozellikle
laboratuvarlar arasinda uygulanan farkli protokollerden dogan teknik farkliliklar nedeniyle de
elde edilen sonuglarda degiskenlik olabilmektedir. Bu da kiiresel bilimsel birikimin ilerlemesi



acisindan istenmeyen bir durumdur. Bu nedenle son yillarda HUPO (Human Proteome
Organization, http://www.hupo.org)'nun da dahil oldugu proteomiks ekipleri 6zellikle iki
boyutlu jel elektroforezi ve sonrasinda kiitle spektrometresi ile protein tanimlanmasi stratejileri
icin belli protokoller olusturarak diinya genelinde kullanilan dogrulanabilir standartlar
olusturmaya ¢aligsmaktadir (http://www.fixingproteomics.org). Ayrica Ozellikle iyonlagma
tabanli sistemler igerisinde ayni kosullarda ve ayni sistemlerle es zamanl olarak yapilacak
caligmalarda dahi elde edilecek verilerde farkliliklar olugabilmektedir. Burada peptidlerin
iyonlagsma derecesini etkileyecek her kosul sonugta PMF ve PFF yontemleriyle tanimlanacak
proteinlere etki edebilmektedir. Dolayisiyla elde edilecek her bir farkli veri birbirinin
tamamlayicisi da olabilmektedir.

Giiniimiizde hizli bir sekilde gelisen bu alanin gelecekte bircok farkli konuda 6nemli bilgiler
saglayacagi agiktir. Ozellikle protein tamimlanmasinda ve dizilenmesindeki gelismeler bu
islemleri daha hizli ve giivenilir hale getirebilecek ve proteinlerin gercek yap1 fonksiyonlarini
anlamamiza yardimci olabilecektir.
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