8. PROTEIN PROFIL HARITALARININ ANALIZLERI (PDQUEST)

JELLERIN BOYANMASI

A.BILGI

Elektroforez sonrasi jel spotlarinin goriiniir hale gelmesi i¢in boyanmasi gerekir. En yaygin
kullanilan yontemler Coomassie Brilliant Blue R-250, silver stain ve Sypro Ruby boyama

yontemleridir.

Bazi boyama yontemleri ve 6zellikleri agagida siralanmastir.

Boya Duyarlilik Renk Avantajlar Dezavantajlar l’:/lll ?lamlabilirligi
Coomassie Duyarlilik diisiik, dii§1'ik
Brilliant 50ng Kirmizi Ucuz ve hizli konsa}ntrasyonlardakl Kullanilamaz
Blue R-250 prqtemlere .uygulanamaz,
gilikoproteinler az boyanir

Coomassie Hizli, ucuz ve
Brilliant 30ng Mavi-Yesil . Diisiik duyarlilik Kullanilabilir
Blue G-250 giivenli

Oldukga duyarlidir,
Gumds 1ng Polikromatik ¢ok dsiik Lineer olma_lyar_l sonug zayif Kullanilabilir
Boyama konsantrasyonlarda | tekrarlanabilirlik

bile boyama yapar.
Sypro Ruby }?eirc?lzml ile Giimiis boyamaya Pahali, cihaz yardimi ile
(BFC:)(;?;s]Zns) 1,5ng glé_')riintiileneb yakin hassaslik goriintiilenebilir. Kullanilabilir

ilir

B.UYGULAMA

Sypro Ruby Boyama

Boya: SyproRuby Gel Stain 1X Cat: 170-3138 (Bio-Rad)

1. Boyanacak jeller camlardan ¢ikarilir.
2. Jelin boyutuna gore yeterli miktarda fiksatif i¢ine koyularak 30-60 dk. calkalayici
tizerinde calkalanir. Fiksatif dokiiliir.

v" Fiksatif soliisyonu: %10 metanol+%7 Asetik asit+distile su


http://en.wikipedia.org/wiki/Coomassie_Brilliant_Blue
http://en.wikipedia.org/wiki/Gelatin_silver_process

Not: Saf metanol ile asetik asit karistirilmamalidir. Oncelikle metanol distile su ile
karistirilmali asetik asit sonra ilave edilmelidir.
3. Boya koyulur ve en az 4 saat (istege bagli olarak gece boyu da olabilir) boyada
calkalanir. Boya atilmaz tekrar kullanilabilir.
4. Daha sonra jeller tekrar fiksatif icine koyularak 30-60 dk. ¢alkalayici iizerinde ¢alkalanir
ve fiksatif dokiiliir.
5. Jeller distile su ile iyice yikandaktin sonra goriintii alinir.
6. Jeller distile su i¢inde 4°C’de saklanabilir (mikrobiyal ireme olmamasi i¢in suyun i¢ine

2-3 damla asetik asit koyulmalidir).

iKi BOYUTLU JELLERIN ANALIiZi

Kullanilan program: PDQuest 8.0.1 (Bio-Rad)

A. BILGI

PDQuest, ham 2 boyutlu elektroforez jellerinin goriintiilenmesi, analizi ve veri tabani olusturulmast igin bir yazilim
paketidir. Otomatik spot algilama ve eslestirme ile ilgilenilen jeli segme ve analiz etme,
ilgilenilen spotlarin tespiti, Matchset olusturma ve tiim jelleri tek bir pencerede eslestirerek
analiz edebilme gibi kolayliklar saglar. Spot algilama sihirbazi (spot detection wizard) ile

spotlarin tanimlanmasina ve miktarinin belirlenmesine yardime olur.

PDQuest programi ayni anda yiizlerce jel iizerindeki binlerce protein kiimesini analiz etmek
icin kullanilabilir. Jeller kendi aralarinda gruplandirilabilir, elde edilen veriler ileri analizlerde
kullanilmak tizere tablo gibi degisik formatlara ¢evrilebilir.

PDQuest tarafindan desteklenen Bio-Rad goriintiileme cihazlar1 biyolojik 6rneklerden 151k veya
radyasyon dedektdrleri aracilifiyla algiladig: sinyalleri dijital veri haline ¢evirir ve bu dijital
veriyi gri tonlu veya renkli goriintiiler seklinde ekranda goriintiiler. Bu veriler lizerinden

istenilen parametreler ile ilgili ¢esitli analizler yiiriitiilebilir.



Jel goriintiisiiniin Cihazin sahip oldugu kamera sistemi
alinmasi ile jelin goriintiisii alinir

!

Gorlintlinlin yeniden
boyutlandirilmasi ve
ayarlanmasi

!

Goriinti  meniisiindeki kirpma ve
dondiirme araglarini kullanarak jel
gorlintiisiinlin ~ boyutu ve  yoni
ayarlanir

o Spot algilama sihirbazi yardimiyla
Spotlarin Teshisi ilgilenilen spotlar1 ¢alisabilmek i¢in
l uygun parametrelerin se¢imi
Spotlarin

Tiim jellerde ortak ve farkli olan protein
spotlarinin birbirleriyle ve ana jelle
Eslestirilmesi ve karsilastiriimasi

karsilastirilmasi
ve eslestirilmesi

!

Veri Analizi PDQuest’in sagladigi cesitli analitik
araclar ile istatistiki ve bilimsel
| ] olarak anlamli spotlarin belirlenmesi
Spot kesimi ve o .
kiitle spektrometresi Jelden ilgilenilen spotlarin kesimi
analizi ve kiitle spektrometresi analizi
Sonuglarin
Yayinlanmasi

PDQuest calisma basamaklari akis semasi

B. UYGULAMA

I. Jel goriintiisiiniin alinmasa :

a) Jelin Cihaza Yerlestirilmesi :
Cihazin gériintiileme tablasina bir miktar distile su konur. Uzerine jel yerlestirilir. Goriintiisii
alinacak jelin yanina bir cetvel konmalidir, bu iglem daha sonra analizi yapilacak jellerin

PDQuest programinda imaj bilgilerinin ayarlanmasi i¢in 6nemlidir.



Analizde kullanilacak jellerin goriintiilerinin alindig1 ayarlar analizin giivenilir olmasi ig¢in
onemlidir. Bu nedenle ayni deney setinde kullanilan jeller ayn1 kamera goriintii ayarlar ile
cekilmelidir. Cihazin i¢ yukari kismindan jel goriintiisliniin iyilestirilmesi i¢in ayarlamalar
yapilir. Parcanin iist kismindan jel i¢in ayarlar yapilir (jel hangi boya ile boyanmis ise; Sypro
Ruby, Coomassie Blue, Silver....vb.), gorlintii ayar1 i¢in ise alt kisim kullanilir. Tim

ayarlamalar bittikten sonra cihazin kapagi kapatilir.

b) Jel goriintiisiinlin alinmasi:
PDQuest programi agilir. VersaDoc opsiyonu segilir ve acilan pencerede jelin boyamasinin
yapildigi boya tiirii se¢ilmelidir, cihaz ona gore goriintii alacaktir. Acquire butonuna basilarak
jel gorintiisti alinir. Gorilintiisii alinan jellerde goriintii ayarlari ve versadoc penceresinde

exposure time gibi ayarlarin ayn1 olmasina dikkat edilmelidir.

I1. Goriintiiniin yeniden boyutlandirilmasi ve ayarlanmasi:

Jel goriintiisii tizerine sag tiklayip “transform” secilerek jelin rengi agik-koyu olmasi, renkleri
ters ¢evirme(beyaz lizerine siyah spotlar veya siyah ilizerine beyaz spotlar) gibi calismanin

niteligine gore ayarlanarak calismada kolaylik saglanir.

Goriintii mentistinde bulunan kirpma (crop) ve dondiirme (rotate) araglarinin kullanilarak jelin
yoniiniin ve boyutunun ayarlandigi boliimdiir. Analizde kullanilacak jellerin birbiri ile
eslestirilebilmesi ve dogru sonug icin bu islem gereklidir. Sayet jel goriintiilenirken diiz bir
bicimde yerlestirilebildi ise jeli tekrar yonlendirmeye gerek yoktur. Asagidaki basamaklar

izlenerek jel yonlendirilir ve kirpilir;

Image —  Editing tools
Veya

Edit ——> Image — Rotate —— Custom Rotation
Burada ¢ikan daireyi ayarlamak sureti ile jeli istenilen yon ve agida cevirerek diiz hale gelmesi
saglanir. Eger jel goriintiisii diiz alinabilmis ise bu asama atlanabilir. Cetvelle jel tabaninin

paralel olmasi islemlerde kolaylik saglayacaktir.

Jel goriintiisii agilir,



Edit — Image — Crop burada jelin goriintiisiinii alirken altina
yerlestirdigimiz cetvelde 1-11 aras1 kutucuk igine alinir (10 cm) burada goriilen pixel degeri

not edilir.

Tiim jelleri ayn1 ayara getirmek i¢in Edit ——  Image —— Image info
Burada image info kisminda yazili “image pixels” degeri 100 ile ¢arpilir, cetvelde okunan

degere boliiniir ve image info’daki kutucuktaki degerin yerine yazilarak enterlanir.

Jellerin filtrelenmesi ;

Edit —— Image ——> Filter Wizard

Step 1. Boyali kisim,preperatimiz ne renk goriinliyorsa ona gore se¢im yapilir
(pepper veya salt)

Step 2. Uygun filtre boyutu segilir
(3x3 5x5 7x7)

— Copy and Filter (kopyalanmaz ise kaybedilebilir)

Croplama (Jeli Kirpma) ;

Edit ——» Image — Advanced Crop

Jelin istenilen kismi ¢erceve i¢ine alinir ve kirpilir. Bu biiyiikliik kaydedilerek (edit---image---
save crop settings) diger jellerin kirpilmasinda ayn1 boyutu elde etmek i¢in geri ¢agirilabilir
(edit---image---load crop settings)

— Copy and Crop (kopyalanmaz ise kaybedilebilir)

Yapilan her islem sonrasinda ham jelin veni bir versivonu kavith tutulur (v1, v2, v3 gibi...)

Diger jeller de ayn1 asamalardan gegirilir. Tiim jeller yeniden boyutlandirma, imaj bilgilerini

diizenleme ve filtreleme asamalarini tamamladiktan sonra deney kurulumuna gegilir.

I11. Spotlarin Otomatik Tespiti :

File — New Experiment se¢ilir. Yeni deney seti olusturmak iizere asagidaki islemler

yiiriitiiliir;



Agilan kutucukta deneye bir isim verilir (Name the Experiment) ve nereye kaydedilecegi
belirlenir.

Her bir asamada deney kurulumuna uygun se¢enekler isaretlenerek Next butonu ile ilerlenir.
Sonugta jeller iizerindeki spotlar1 program tarafindan belirlenir ve bdylece sonraki asamaya

gecilebilir (asagida anlatilmistir).

View ——» 3D wiever; Jellerdeki spotlar PDQuest programinda 3 boyutlu olarak

incelenebilir

Display Op!
Display Mode: [Lighting | Scale Factor: Ry

Cose | A-Resetview| () Hep |

IV. Spotlarin Karsilastirilmasi ve Eslestirilmesi:

Bu boliimde jel lizerinde yogunlugu, biiyiikliigli az veya ¢ok olan spotlar belirlenip programa
bildirilerek programin secilen parametreler {izerinden karsilastirmali analizi yiiriitmesi
hedeflenir. Asagidaki agamalar izlenir;
Stepl —— Click on a faint spot ; burada jel iizerinde yogunlugu en diisiik olan bir
protein spotu secilmelidir

Click on a small spot ; jel iizerinde goriinen en kii¢iik protein spotu
secilir.

Click on a largest spot ; jel lizerinde goriinen en biiylik spot secilir ve
kutu i¢ine alinir.

Step2 —» Find spot centers ; “spot counts” ile jeldeki spot sayis1 goriintiilenir.

—_— Proceed



Choose master gel —— Diger jeller ile karsilastirilacak master jel segilir ——— Next

Choose Normalization Parameters ; Boyama farkindan meydana gelen degisiklikleri normalize
etmek i¢in gereklidir. Normalize edilmez ise ekspresyon anlasilmaz. Normalizayson

parametrelerinden uygun olan segilerek bir sonraki asamaya gegilir.

Automatically Create Analysis Set ——» Next

Summary —— Finish
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Master Jel ile diger jellerin eslestirilmesi (Matchset)
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V. Veri Analizi :

PDQuest’in sagladigi cesitli analitik araglar ile istatistiksel ve bilimsel olarak anlamli spotlarin
belirlenir.

Analyze ——  Spot Rewiev ; Burada spotlar goriintiilenir. Resimde sag tarafta
goriintiilenen her bir kutucuk 6zgiin ssp numarasi atanmis bir spotu ifade eder. Burada her bir
jel iizerinde o spota denk gelen kisimdaki artig-azalis bir grafik olarak goriiliir (Quantity Graph
Report).
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Edit — s

Spot Enter MrPI data ; Bu asamada jel i¢in molekiiler
agirlik ve pl noktalar ile ilgili bilgiler girilir. Bilinen 2 tane referans noktasi jel iizerinde
girildikten sonra jelde kullanilan protein marker bilgileri de molekiiler agirlik degerlerine gore
her bir banda girilir ve yiiklenen IPG serite ait PI bilgileri ile tamamlanir. Béylece diger spotlara
tiklandiginda Mr-P1 bilgileri edinilebilir.

Report ——  Scatter Plot Report ; Master jelde ve diger jellerde artan-azalan protein
spotlarinin her bir jeldeki karsilastimali eslestirilmesi sonucu ortaya ¢ikan serpme ¢izim tablosu
ile spotlardaki degisimlerin bilgisi edinilir. Toplam protein spotlarinin master jel ve diger jeller
arasindaki artis-azalislarinin kag kat(4 kat artig-azalig, 2 kat artis-azalis gibi) arttiginin bilgisi

bu aragla goriiliir.
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Serpme ¢izim egrisi (Scatter Plot Report)

Analyze —  Analyze Set Manager —  Edit Qualitative
Quantitative
PDQuest programi jellerde belirlenen protein spotlarinin kantitatif ve kalitatif analizine olanak

Verir.

Analysis set template ; A’da olup B’de olmayanlar

Student t-test ; En popiiler kullanim alanina sahip istatistiki testtir. bagimli ve bagimsiz
gruplarda 2 degiskenin ortalamalarinin karsilastiriimasinda kullanilir. PDQuest programinda da
spot yogunluklarindan yola ¢ikarak Student t-testi otomatik olarak yapilabilmektedir [Bunun
icin en az iki tekrarl (biyolojik veya teknik) jel olmasi gerekmektedir. Student t-testi igin
logaritmik diizeltme secenegi de programda mevcuttur. Ayrica kismi en kiigiik kareler (PLS)

analizi de programda bulunan bir diger analiz yontemidir.
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