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İnsan genom projesinin tamamlanmasıyla birlikte - protein 
kodlayan yaklaşık 20.000 gen ortaya çıkarılmış, bu genlere 
ait mutasyonlar ve ekspresyon farklılıkları ortaya konulmuş-
tur (1). İnsan genomunun haritalanması hastalıkların mole-
küler mekanizmasının anlaşılmasında, erken tespitinde ve 
tedavisinde büyük umut kaynağı olmuştur. Kapsamlı geno-
mik çalışmalarla tespit edilen mutasyonlar ve ekspresyon 
farklılıkları çeşitli hastalıklarda rol oynayan sinyal yolakla-
rına olan bakış açımızın gelişmesini sağlarken kanser gibi 
moleküler mekanizması kompleks olan heterojen hastalık-
ların araştırılmasında sadece genomik analizlerin yeterli ol-
madığı da anlaşılmıştır. Bununla birlikte yaşanan genomik 

devrim; protein, transkript, metabolit veya lipid profillerinin 
biyoniformatik destekle topluca değerlendirildiği genom 
sonrası “omik” platformlarının gelişmesine zemin hazırla-
mıştır (2, 3). Hücrenin fonksiyonel makromolekülleri olan 
proteinlerin; fizyolojik ve patolojik süreçlerdeki rolünü daha 
iyi anlamaya yönelik yapılan proteomik çalışmalar son on-
beş yıl içerisinde özellikle kanser araştırmalarında önem ka-
zanmıştır (4, 5). Post translasyonel değişiklikler (PTM’ler) ve 
izoform varyasyon nedeniyle genomun aksine çok daha çe-
şitli olan proteom aynı zamanda dinamik yapıdadır. Genel-
likle geri dönüşümlü modifikasyonlar olan fosforilasyonlar, 
proteinleri aktif ya da inaktif formlarına dönüştürürler. Buna 
bağlı olarak sinyal iletimi, büyüme ve apoptoz gibi hücresel 
süreçlerin düzenlenmesinde rol oynayan fosforilasyonlar, 
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Proteomik çalışmalar, kütle spektrometresi ve kromatografi alanın-
daki teknolojik gelişmeler sayesinde patolojik ya da fizyolojik olay-
ları daha detaylı olarak değerlendirebilmemize imkan sağlamak-
tadır. Kütle spektrometresi tabanlı proteomik çalışmaların önemli 
bir araştırma alanı olan protein fosforilasyonları, hücresel işleyişin 
patolojik değişiminde moleküler aktivitenin dinamik belirteçleri 
olarak etkin rol oynar. Bu nedenle hastalıkların moleküler meka-
nizmalarının aydınlatılmasında ve etkin tanı-tedavi yöntemlerinin 
geliştirilmesinde fosfoproteomik çalışmalar artan öneme sahiptir. 
Fosfoproteinlerin tanımlanması ve miktar analizlerinin yapılabil-
mesi oldukça verimli tekrarlanabilir yöntemlerin kullanılmasını ge-
rektirir. Bu amaçla fosfoproteomik uygulamalardaki verimliliğin en 
üst düzeye çıkarılmasında mevcut yöntemler geliştirilmeye devam 
etmektedir. Kütle spektrometresi tabanlı fosfoproteomik araştırma-
ların temel metodolojisinin anlatıldığı ve uygulamalarda karşılaşılan 
zorlukların tartışıldığı bu çalışmanın, MS tabanlı fosfoproteomik ala-
nına ilgi duyan araştırmacılara yardımcı olacağını umuyoruz.

Anahtar Kelimeler: Fosfoproteomik, örnek hazırlığı, zenginleştir-
me, niceliksel fosfoproteomik, kütle spetrometresi

Proteomic studies permit the evaluation of pathological or physio-
logical events in more detail through technological developments 
in the fields of mass spectrometry and chromatography. Protein 
phosphorylation, an important research area of mass spectrom-
etry-based proteomic studies, plays an active role as a dynamic 
marker of molecular activity in the pathological alteration of cel-
lular processes. Therefore, phosphoproteomic studies are gaining 
importance in the elucidation of molecular mechanisms of dis-
eases and the development of effective diagnostic and treatment 
methods. Identification and quantitative analysis of phosphopro-
teins requires the use of highly efficient and reproducible meth-
ods. The development of existing methods is ongoing in order to 
maximize the efficiency of phosphoproteomic applications. We 
hope that this study, which explains the basic methodology of 
mass spectrometry-based phosphoproteomic research and dis-
cusses its practical challenges, will be useful for researchers inter-
ested in MS-based phosphoproteomics.

Keywords: Phosphoproteomics, sample preparation, enrichment, 
quantitative phosphoproteomics, mass spectrometry
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en sık çalışılan modifikasyonlar arasında yer alır. Ancak belirli 
bir protein popülasyonunda yalnızca küçük bir bölüm, belirli bir 
zaman aralığında ve kısa süreli olarak fosforile olur. Bu nedenle 
fosfoproteinler, bir hücre lizatı içinde bulunan tüm proteinlerin 
küçük bir bölümünü temsil eder. Bu durum ise fosfoproteomik 
analizleri zorlaştıran çok hassas ve spesifik stratejiler gerektirir 
(6-8). Günümüzde gerçekleştirilen fosfoproteomik çalışmaların 
iş akışı; kütle spektrometresi tabanlı analizler için kritik bir adım 
olarak kabul edilen zenginleştirme basamağının uygulandığı 
örnek hazırlığı aşaması, MS analizi ve informatik analiz olmak 
üzere üç ana başlıkta toplanır (9). 

FOSFOPROTEOMİK

Hücrenin başlıca fonksiyonel makromolekülleri olan proteinler 
bulundukları doku, hücre ve hücresel kompartmanlara göre 
farklılıklar göstermekle birlikte organizmanın fizyolojik ya da 
patolojik olan faaliyetleri boyunca dinamik bir profil sergile-
mektedir. Proteinlerin fonksiyonlarının, ifade farklılıklarının ya 
da etkileşimlerinin bir bütün halinde incelendiği proteomik 
çalışmalar; bu dinamik profili, sürekli olarak gelişen MS taban-
lı teknolojiler ve preperasyon yöntemleri sayesinde her geçen 
gün daha net ve daha detaylı bir şekilde açığa çıkarmaktadır. 
Günümüzde tek bir örnekte binlerce proteini profilleme kabili-
yeti olan bu güçlü teknoloji, fosforile proteinlerin karakterizas-
yonunda büyük ölçekli çalışmaların önünü açmıştır (8, 10).

MS tabanlı fosfoproteomik çalışmalar için zorunlu bir adım 
olarak kabul edilen zenginleştirme teknikleri ile ön fraksiyon-
lama yöntemlerinin kombinasyonel kullanımı; fosfoproteomun 
kapsamlı profillerinin elde edilmesini sağlayarak proliferasyon, 
migrasyon, farklılaşma ve apoptoz gibi temel hücresel süreç-
lerdeki fosforilasyonların kritik rollerinin ortaya çıkarılmasını 
kolaylaştırmaktadır. Ancak düşük stokiyometri, geniş dinamik 
aralık ve fosforile proteinlerin çeşitli izoformları nedeniyle ge-
niş ölçekli bir fosfoproteomik çalışmanın farklı basamaklarında 
aşılması gereken çeşitli zorluklar ortaya çıkmaktadır (11-13).

Geniş ölçekli fosfoproteomik stratejilerde genellikle, ters faz 
sıvı kromatografisi ile birleştirilmiş elektrosprey iyonizasyonu 
(ESI) ve tandem MS kullanımı tercih edilmektedir (14-16). Küt-
le spektrometresi tabanlı bir çok çalışmadaki fosfoproteomik 
iş akışı, genellikle kompleks biyolojik örneklerin hazırlanması, 
örnek içindeki ilgili bazı bileşenlerin zenginleştirilmesi ve kon-
santre edilmesi, LC-MS/MS analizi ve biyoinformatik basamak-
larından oluşur (Şekil 1). Örnek hazırlığı ve uygulama adımları, 
deneyin sonraki tüm basamaklarını telafi edilemez bir şekilde 
etkilediği için tanımlama, doğrulama ve miktar analizlerinin net 
bir şekilde yapılabilmesinde kritik öneme sahiptir. Bu nedenle 
aşağıda belirtilen protein ekstraksiyonu, enzim kesimi, fraksi-
yonlama (isteğe bağlı), zenginleştirme ve temizleme (clean up, 
desalting vb.) basamakları örnek hazırlığı başlığı altında daha 
detaylı olarak incelenecektir. 

Örnek Hazırlığı
Proteomik çalışmaların yıllar içerisindeki gelişim sürecinde 
amaca yönelik olarak Bottom-up ve Top-down yaklaşımları 
benimsenmiştir. Bu yaklaşımlar iş akışı ve örnek hazırlığı süreç-
lerinde temel farklılıklar gösterir. MS tabanlı fosfoproteomik ça-

lışmalarda özellikle Bottom-up yaklaşımına ait iş akışı uygulanır 
(Şekil 1). Fosfopeptitlerin MS analizi sürecine katıldığı ve bunun 
için proteolitik sindirimin yapıldığı Bottom-up yaklaşımda, trip-
tik peptitler 3 farklı şekilde elde edilir. Bunlar: proteolitik sindi-
rimin ve protein ayrımının jelde gerçekleştirildiği “in gel diges-
tion” , triptik peptitlerin sıvı ortamda elde edildiği “in solution” 
ve filtre destekli örnek hazırlığı olarak bilinen FASP (Filter-aided 
sample preparation) yöntemleridir (17-20). 

Örnek Toplama ve Protein Ekstraksiyonu
Fosfoproteinlerin incelenmesindeki ilk adım numunenin doğ-
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Şekil 1. Bottom-up Fosfoproteomik İş Akışı. Örnek hazırlığı:  
“In solution digestion” ile triptik peptitler elde edilir, TiO2 /
IMAC vb yöntemlerle fosfopeptitler zenginleştirilir. Tuzsuzlaştır-
ma sonrasında liyofilizatör ya da speedvac ile kurutma işlemi 
yapılır. Fraksiyonlama tercihen yapılır (a), sıvı kromatografisi ile 
birleştirilmiş ESI-QTOF MS/MS (b), biyoinformatik analiz (c)



ru şekilde toplanması ve tüm hücre lizatından veya özel olarak 
hücresel alt birimlerden proteinlerin izolasyonunun gerçek-
leştirilmesidir. Burada dikkat edilmesi gereken çok önemli bir 
nokta, biyolojik sistemdeki orijinal durumun korunması için 
enzimatik aktivitenin durdurulmasıdır. Bu nedenle toplanan 
numune, gerekli işlemler yapılarak hızlı bir şekilde dondurulur 
ve -80˚C’de saklanır. Protein ekstraksiyonu aşaması ise istenme-
yen protein degredasyonlarının önlenmesi için enzimatik akti-
vitenin minimum olduğu +4˚C’lik bir ortamda ya da buz üze-
rinde gerçekleştirilir. Çünkü hücrenin lizis aşamasında proteaz 
ve fosfatazlar aktifleşir ve gerekli önlemler alınmadığı taktirde 
proteinler bozulabilir ve değişen pH’la birlikte fosfoproteinler 
üzerindeki fosfat grupları kaybolabilir (21). Bununla birlikte en 
iyi korumanın sağlanması için örneğin çözündürülmesinde ve 
ektraksiyonun ilk adımlarında, kullanılan tamponlara proteaz 
ve fosfataz inhibitörleri eklenir (22). Hem proteaz hem de fos-
fataz inhibitörlerini uygun oranlarda içeren hepsi bir arada kok-
teyller ticari olarak satılmaktadır. 

Triptik Peptit Eldesi
Rastgele degredasyonun önlenmesi MS analizinde elde edilen 
sonuçlara net bir şekilde yansımaktadır. Enzim kesiminin yeterli 
verimlilikte gerçekleşmemesi durumunda MS spektrumundan 
yeterli ürün bilgisi elde edilemez. Proteaz enziminin kesim böl-
gesine ulaşabilmesi için polipeptit zincir primer hale getirilir. 
Polipeptit zincirindeki arjinin ve lizin kalıntılarını kesen tripsin, 
bu süreçte en sık kullanılan proteazdır. Bunların dışında Asp-N, 
Glu-C ve Lys-C olarak adlandırılan çeşitli proteazlar da kullanıl-
maktadır (23).

Tuzsuzlaştırma-Konsantre Etme
Lizis aşamasında protein dışı makromoleküller ve iyonlar, pro-
teinlerle aynı ortamı paylaşır. Ayrıca homojenizasyon ve triptik 

peptidin elde edilmesinde kullanılan çeşitli kimyasallar da kir-
liliğe neden olur. Sonuçların verimliliğini etkileyen bu konta-
minant moleküller analiz öncesinde doğru bir şekilde uzaklaş-
tırılmalıdır. Bu amaçla, farklı uygulama yolları olan temizleme, 
tuzsuzlaştırma ve konsantre etme işlemleri zenginleştirme ön-
cesinde ya da zenginleştirme sonrasında yapılabilmektedir. Bu 
işlemlerin bir arada ya da ayrı ayrı yapıldığı C18 materyal içeren 
çeşitli yöntemler ve ticari ürünler mevcuttur (24, 25). Kontami-
nantları uzaklaştırmak üzere zenginleştirme sonrasında grafit 
kolonları kullanılabildiği gibi örnek, analiz cihazına verildikten 
sonra analitik kolon öncesi trapping kolonu ve metodu kulla-
nılarak da uzaklaştırma yapılabilmektedir (26). MS analizi önce-
sinde fosfopeptitlerin uzun süre saklanabilmesi ve konsantre 
edilmesi için genellikle liyofilizatör ya da vakum konsantratör 
(speedvac) cihazları kullanılır. Liyofilizasyon sonrasında örnek-
ler -80˚C’de analiz sürecine kadar saklanabilir. 

Zenginleştirme Stratejileri
Kompleks biyolojik numunelerde çok düşük ve çok yüksek mik-
tarda bulunan proteinlerin MS analiz sürecine birlikte katılması, 
protein profilinin doğru bir şekilde oluşturulmasında önemli bir 
sorun teşkil eder. Çok düşük miktarda bulunan fosfoproteinle-
rin genellikle peptit seviyesinde zenginleştirildiği bu basamak 
bu nedenle kritik öneme sahiptir. Fosfat grubunun kimyasal 
özellikleri temel alınarak geliştirilen çeşitli zenginleştirme stra-
tejileri; immobilize metal afinite kromatografisi (IMAC), metal 
oksit afinite kromatografisi (MOAC), immun afinite ve kimyasal 
türevlendirme şeklinde gruplandırılır (27-33). En eski zengin-
leştirme stratejilerinden olan IMAC yönteminde, genellikle Fe+3, 
Al+3 ve Ga+3 metal iyonları bir matriks ortamında (kromatografik 
kolon, MALDI plate ya da manyetik boncuklar gibi) şelatlanmış 
olarak bulunur ve pozitif yüklü bu metal iyonlarının, negatif 
yüklü fosfat gruplarını yakalaması esasına dayanır. Kuvvetli 
asidik tamponların kullanıldığı MOAC yönteminde de benzer 
prensipden faydalanılır ancak TiO2, ZrO2, Fe3O4 gibi metal oksit-
ler fosfopeptitlere kovalent bağlanır. Farklı asit türleri ve farklı 
pH’da tamponlar kullanılarak IMAC ve MOAC yöntemlerinin çok 
sayıda modifiye formu geliştirilmiştir (34-38). Şekil 2’de temel 
adımları anlatılan TiO2 ile zenginleştirme global fosfoproteomik 
çalışmalarda yaygın olarak kullanılmaktadır. Her iki fosfopep-
tid zenginleştirme yöntemiyle ilgili temel sorunlardan birisi, 
negatif yüklü karboksil grupları ile pozitif yüklü metal iyonları 
arasındaki zayıf afiniteden dolayı fosforile olmamış asidik pep-
tidlerin spesifik olmayan tutunmasıdır (39). Fosforile serin ve 
treonin kalıntılarına kimyasal grubun eklendiği türevlendirme 
yöntemlerinin hassasiyeti ise IMAC ve MOAC yöntemlerinden 
çok daha düşüktür. Türevlendirme basamaklarında oluşabile-
cek yan reaksiyonlar ve düşük hassasiyet nedeniyle bu yöntem 
fosfoproteomik çalışmalarda çok az tercih edilmektedir (39, 40). 
Literatürde reseptör tirozin kinazların hedef alındığı çok sayıda 
fosfoproteomik çalışma mevcuttur. Bu tür çalışmalarda serin ve 
treonin kalıntılarındaki fosforilasyona göre çok daha az görülen 
tirozin fosforilasyonu için spesifik antikorların geliştirildiği im-
mün afinite zenginleştirme yöntemi kullanılır (27, 41). 

Bu temel yöntemler daha verimli bir zenginleştirme protokolü-
nün geliştirilmesi amacıyla çeşitli fraksiyonlama yöntemleriyle 
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Şekil 2. TiO2 Zenginleştirme İş Akışı. a) TiO2 boncukları ile ze-
nginleştirme: TFA-Asetonitril-Glikolik asit içeren TiO2 yükleme 
tamponuna triptik peptitler ve TiO2 boncukları alınır. 5-10 
dk inkübasyondan sonra santrifüj yapılır.  Süpernatant temiz 
bir tüpe alınarak daha az miktarda TiO2 boncuklarıyla tekrar 
inkübasyon ve santrifüj yapılır. Bu işlem istenirse birkaç kez 
tekrarlanabilir. Süpernatant atılarak tüm TiO2 boncukları to-
planır. TFA ve asetonitrilden oluşan yıkama tamponu ile 2 kez 
yıkama yapılır. TiO2 boncukları kısa bir süre kurutulur ve son 
olarak amonyum hidroksit ile elüsyon yapılır (39). 

TiO2 yükleme tamponu
içindeki peptit karışımı

5µm TiO2
boncukları

Yıkama Elüsyon

Bozuk pH

Fosfopeptitler

Süpernatant



kombine edilmiştir. Ayrıca SIMAC, PolyMAC ve Phostag gibi ge-
liştirilen farklı yöntemler de bulunmaktadır (42-44). 

Fraksiyonlama
Ters faz, SAX (Güçlü Anyon Değişimi), HILIC (Hidrofilik Etki-
leşim Kromatografisi), SCX (Güçlü Katyon Değişimi) ve ERLIC 
(Elektrostatik İtme Hidrofilik Etkileşim Kromatografisi) gibi 
tercihen kullanılan kromatografik yöntemler zenginleştirme 
basamağının verimliliğini arttırmaktadır. Özgünlükleri farklılık 
gösteren bu yöntemler, biyolojik örneğin karmaşık içeriğinin 
sadeleştirilmesinde farklı avantajlar sunar. Bu nedenle kullanı-
lacak ön-fraksiyonlama yöntemi, çalışmanın amacına ve tercih 
edilecek diğer uygulama tekniklerine göre değişkenlik gösterir 
(45-50).

Kütle Spektrometresi Analizi
İyonizasyon: Binlerce fosfopeptidin ya da fosforilasyon bölgesi-
nin tanımlanması, yüksek çözünürlüklü kütle spektrometreleri-
nin yine yüksek basınçlı sıvı kromatografileriyle birleştirilmesiy-
le sağlanır. Zenginleştirme sonrası analize hazır hale getirilen 
fosfopeptit preparatları, kromatografi sistemlerinde polaritele-
rine göre ayrımlanır. Daha sonra yumuşak iyonizasyon sağlayan 
bir iyonizasyon kaynağı ile gaz faz iyonlar elde edilir. Fosfopro-
teomik çalışmalarda genellikle ESI kullanılmakla birlikte MALDI 
ve DESI gibi farklı iyonizasyon kaynakları da vardır. 

Elektrosprey iyonizasyonu, sıvı kromatografisinden gelen faz ile 
örnek enjeksiyonundan oluşan karışımın, MS cihazı öncesinde 
iyonizasyon kaynağına alınarak, pozitif veya negatif yüklü iyon-
lar elde etmek üzere şartlandırılması esasına dayanır. Sıvı fazı 
spreyleyecek olan iğne, izole bölmenin duvarlarına ve sprey 
içeriğinin dağılımını yönlendirmeye yardımcı olan geniş silindi-
rik elektrota karşı yüksek voltajla yüklenmiş olarak uzanır. İğne 
ucunda oluşan elektriksel alan, spreylenen sıvının yüklenme-
sini sağlar. Elektrik alana maruz kalan damlacıkların çapı, iğne 
etrafından bölme içine verilen basınçlı sıcak gazın yardımıyla 
giderek küçülür. Damlacıklar belirli bir süre sonra bir patlama 
şeklinde çok daha küçük taneciklere ayrılarak iyonik molekül-
lerden oluşan bir buhar haline gelirler ve yayılan iyonlar ince 
bir hattan (cone) geçerek MS cihazının iç kısımlarına yönlendi-
rilirler. İyonlar daha sonra kütle analizöründen geçerek, kütle/
yük (m/z) oranına göre dedektöre ulaşır. Oluşan sinyaller m/z 
oranına bağlı olarak göreceli bolluklarını temsil eden bir kütle 
spektrumu grafiği şeklinde görüntülenir. Elektrosprey iyoni-
zasyon tekniği, karmaşık biyolojik örnekleri oldukça etkin bir 
şekilde analiz edilebilecek forma getirerek MS sistemlerinin 
klinik çalışmalarda kullanılmasına büyük katkı sağlamıştır (51, 
52). Ancak ESI kaynağının bazı sınırlamaları vardır. Kontaminant 
madde içeren ve göreceli olarak düşük konsantrasyonda olan 
örneklerin iyonizasyon verimliliği düşük olur ve buna bağlı ola-
rak analiz sonrası sekans bilgisinin ve dolayısıyla tanımlanacak 
protein sayısının da düşük olmasına neden olur. Analiz gücün-
deki yetersizliğin üstesinden gelmek üzere triptik peptit karışı-
mı halindeki örneklerde fosfopeptitlerin zenginleştirmesi ama-
cıyla zaman içinde birçok yeni metot geliştirilmiş ya da metot 
iyileştirmeleri yapılmıştır. Bu bağlamda ilgili olmayan peptitler 
büyük ölçüde ortamdan uzaklaştırılmış ve sinyal güçleri artan 

fosfopeptitlerin daha fazla sayıda ve daha doğru bir şekilde ta-
nımlanması hedeflenmiştir (53-55). 

Yaklaşık 30 yıl önce biyolojik örneklerin analizinde kullanılmaya 
başlanan MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization) 
teknolojisi, yapılan çeşitli iyileştirmelerle fosfoproteomik çalış-
malar dahil olmak üzere günümüzde de kullanılmaya devam 
etmektedir (56, 57). MALDI-TOF kütle spektrometresi, analit 
moleküllerini içinde barındıran ve iyonizasyonu sağlayan kim-
yasal bir matriksin lazerle vurulması yoluyla gaz fazına geçmiş 
iyonik moleküllerin MS analizörlerine yönlendirilmesi esasına 
göre çalışır (58). MALDI çalışmalarında fosforile peptidlerin 
iyonizasyon verimliliğini arttırmak amacıyla çeşitli kimyasal-
lardan oluşan kombinasyonlarla yeni matriksler oluşturulmaya 
çalışılmıştır. Matriks kombinasyonu olarak metandifosfonik asit 
ve 2,5-dihidroksibenzoik asitin uygulandığı bir çalışmada hem 
fosfopeptit sinyallerinin anlamlı bir şekilde yükseltildiği hem 
de ortamdaki başka iyonik ürünlere dair siynal gürültülerinin 
temizlendiği bildirilmiştir (59, 60).

Yöntemlerin verimliliğini artırmak ve örnek hazırlığı sırasındaki 
uzun ve zahmetli süreçleri kısaltmak için farklı zamanlarda iyon 
kaynağıyla ilgili çeşitli alternatif çalışmalar yapılmıştır. Karmaşık 
matrislerden çok çeşitli moleküllerin analizine imkan sağlayan 
DESI-MS (Desorption Electrospray Ionization Mass Spectro-
metry) metotlarında elektrospray voltajı, solvent infüzyon ora-
nı ve kompozisyonu gibi enstrümental değerler analiz gücünü 
etkilemektedir (61). 2013 yılında yayınlanan bir çalışmada fos-
fopeptidlerin etkili bir şekilde iyonlaştırılmasında nispeten hızlı 
bir metot geliştirilmiştir. Çalışmada peptit zincirleri üzerindeki 
fosfat gruplarının deprotonasyonunu baskılamak amacıyla, 
hazırlanan örnek preparatının pH değeri oldukça düşürülmüş 
ve desorpsiyon elektrosprey iyonlaştırma kütle spektrometresi 
kullanılarak doğrudan analiz yapılmıştır (62). Biyolojik örnek-
lerin analizinde DESI kullanımına olan ilgi son yıllarda yapılan 
çalışmalarda da görülmektedir (63, 64).

Fragment iyonların elde edilmesi: İyonize olan peptitler önce 
analizöre ardından da parçalanma hücresine gönderilirler. 
Peptitler, enerji yüklenmiş inert gaz yardımıyla spektrumları 
verecek fragmentlere parçalanırlar. Peptit iskeletinin parça-
lanmasında çarpışma kaynaklı ayrışmanın (Collision-induced 
dissociation; CID) kullanımı fosfat gruplarının kaybına neden 
olabilir. Buna bağlı olarak oluşan nötr kayıplar, parçalanma ve-
rimliliğini düşürür ve peptit dizisinin doğru bir şekilde yorum-
lanmasını zorlaştırır. Alternatif olarak daha az nötr kayıpların 
gözlendiği elektron transfer ayrımı (electron transfer dissocia-
tion; ETD), elektron yakalama ayrımı (electron capture dissoci-
ation; ECD) ve ışın tipi CID (beam-type CID veya high-energy 
collision dissociation; HCD) gibi farklı parçalanma türleri de 
kullanılmaktadır. Birbirini tamamlayan iki teknik olarak ETD ve 
CID’in birlikte kullanımı, parçalanma verimliliğini arttırabilmek-
tedir (65-68).

Spektrumların elde edilmesi: Parçalanma sonrasında peptit 
fragmentleri kütle ve iyonik yüklerine göre belirli bir hızla yol 
alarak detektörün önündeki plakaya çarparlar ve elektrovolt 
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cinsinden bir enerji üretilmesine sebep olurlar. MS analizi sonu-
cunda fragmentlerden, kütle/yük (m/z) oranlarına göre spekt-
rumlar oluşturulur (69-71).

Diğer proteomik çalışmalarda olduğu gibi fosfoproteomik ça-
lışmalarda da cihazın çözünürlük gücü, kütle doğruluğu, dina-
mik aralık, hassasiyet ve parçalanma teknikleri gibi özellikler, 
elde edilecek sonuçları dolayısıyla da MS analizlerini de içine 
alan bütün bir çalışmanın gidişatını doğrudan etkileyen önemli 
parametrelerdir (72). 

Biyoinformatik
MS analizi sürecinde elde edilen spektrumlardan oluşan ham 
verilerin analizi, güçlü yazılımlarla yapılmaktadır. PLGS (Waters 
Corp., Milford, MA), Progenesis (Nonlinear Dynamics, Newcast-
le, UK), Mascot (Matrix Science, London, UK), Proteome Discove-
rer (ThermoScientific, Bremen, Germany) ve MaxQuant (http://
www.maxquant.org) gibi programlar, ham verilerin dijital ola-
rak belirli filtrelere göre değerlendirilmesini sağlamaktadır (73, 
74). Phospho.ELM (http://phospho.elm.eu.org/), PhosidaPHO-
SIDA (http://www.phosida.com/) UniprotKB/Swiss-Prot (http://
www.uniprot.org) ise fosfoproteomik çalışmalarda veritabanı 
olarak en çok kullanılan araçlardandır. Genel olarak internet 
üzerinden erişilebilen veri tabanlarından yola çıkarak tanımla-
nan proteinlerin etkileşimlerini, hangi yolakta bulunduklarını 
ve ne tür görevlere sahip olduklarını belirlemek için Reactome 
(http://www.reactome.org/), IPA (IPA, QIAGEN, Redwood City, 
CA, USA, www.qiagen.com/ingenuity), Cytoscape (http://www.
cytoscape.org/) ve KEGG (http://www.genome.jp/kegg/) gibi 
programlar kullanılabilmektedir (75-78).

NİCELİKSEL FOSFOPROTEOMİK 

Niceliksel fosfoproteomik çalışmalar, protein ya da peptit sevi-
yesinde olabilir. Protein seviyesinde yapılan miktar tayinlerinde 
jelli sistemler kullanılır. Geleneksel proteomik olarak adlandırı-
lan 1D (Tek boyutlu jel elektroforezi), 2D-PAGE (iki boyutlu po-
liakrilamid jel elektroforezi) ve 2D-DIGE (diferansiyel jel elekt-
roforezi) gibi jelli sistemlerde proteinler polarite ve moleküler 
büyüklüklerine göre ayrılır. 2D yaklaşımda fosfoproteinler ön-
celikle pozitif ya da negatif yüklerine göre belirli bir pH yönün-
de hareket eder. Her bir fosfoproteinin net yükünün sıfır olduğu 
izoelektrik noktasında (pI) göç tamamlanır. İkinci boyutta ise 
proteinler, SDS gibi denatüre eden ajan içeren bir tampon içeri-
sinde moleküler büyüklüklerine göre ayrılır. Daha sonra comas-
sie mavisi ve gümüş nitrat gibi çeşitli boyaların kullanılmasıyla 
proteinlerin spotlar halinde görüntülenmesi sağlanır. Floresan 
boyamanın yapıldığı 2D-DIGE yöntemiyle tek bir jelde daha faz-
la sayıda proteinin daha hassas miktar analizi yapılabilmektedir 
(78-81). Bununla birlikte miktar analizi için western-blot gibi an-
tikor tabanlı yöntemler de kullanılmaktadır. MS tabanlı bir fos-
foproteomik çalışmanın sonucunda bulunan belirli proteinlerin 
doğrulaması bu yöntemlerle yapılabilir (82). 

Uzun yıllar boyunca protein kantifikasyonu çalışmalarında 
kullanılan temel yöntemler, proteinleri izoelektrik değerlerine 
ve moleküler ağırlıklarına göre ayıran jelli sistemler olmuştur. 
Ancak jel tabanlı yöntemler; belirli molekül ağırlığına veya pI 

değerlerine sahip proteinlerin tespitinin zorluğu, bir tek nokta 
üzerinde farklı proteinlerin bulunabilmesi ve görece az sayıda 
örneğin çalışılabilmesi gibi sınırlılıklara sahiptir (83, 84). 

MS yöntem ve teknolojilerindeki gelişmelere bağlı olarak bü-
yük ölçekli protein ekspresyonu ve karakterizasyonu çalışma-
larını gerçekleştirme imkanı sunan “shotgun” proteomik tek-
nikleri jelli yöntemlerin yerini almaya başlamıştır. MS tabanlı 
kantitatif proteomik uygulamaları içerisinde yer alan kararlı 
izotop etiketli yöntemler, izotopların kütle dışındaki özellik-
lerinin ortak olması nedeniyle gelişmiş kütle dedektörlerinin 
kullanıldığı MS tabanlı kantitatif çalışmalarda büyük avantaj 
sağlamıştır. Ancak etiketli kantifikasyon çalışmalarında da, kul-
lanılan tekniklere göre değişen bazı zorluklar söz konusudur. 
Etiketlemenin tam olarak gerçekleşmemesi, metabolik olaylar 
ile etiketli molekülün başka bir moleküle dönüşebilmesi, bazı 
yöntemlerde etiketlemenin gerçekleşmesi için örnek materya-
linin metabolik olarak aktif olması gerekliliği, sadece az sayıda 
örneğin bir arada çalışılabiliyor olması, preparasyon sürecinin 
çok uzun sürmesi, maliyetlerin yüksek olması ve informatik 
yazılımlarının yeteri kadar güvenilir olmaması gibi zorluklar, 
etiketli yöntemlere dair sınırlılıkların önemli bir kısmını oluştur-
maktadır (85, 86).

Bu bağlamda hasta-kontrol eşleştirmesi yapılarak çok sayıda 
numunenin analiz edildiği biyobelirteç çalışmalarında etiketsiz 
yöntemlerin tercih edildiği görülmektedir. Örnek hazırlığı aşa-
masındaki bir takım kolaylıklar, gelişmiş hesaplama araçlarıyla 
informatik programlarının daha güçlü hale gelmesi, özellikle 
global protein ekpresyon farklılıklarının araştırıldığı çok sayıda 
numune içeren çalışmalarda etiketsiz yöntemlerin tercih edil-
mesini sağlamıştır (87). 

Etiketli Yöntemler
Etiketlemeler metabolik, enzimatik ve kimyasal olarak gerçek-
leştirilebilir. Fosfoproteomik çalışmalarda, en çok metabolik eti-
ketlemenin yapıldığı SILAC (stable isotope labeling with amino 
acids in cell culture) yöntemi kullanılır (88). Bu yöntemde etiket-
leme, hücrelerin iki farklı hücre kültürü ortamında büyütülmesiy-
le gerçekleştirilir (89). Hücre populasyonlarından birinin besiye-
rine hafif diğer bir değişle doğal 12C, 14N atomlarına sahip arjinin 
ve lizin aminoasitleri eklenirken diğerine ağır izotop (13C, 15N) 
etiketli arginin ve lizin aminoasitleri eklenir. Hücre ortamlarından 
biri 5-6 pasaj sonrasında, ağır izotoplu aminoasitlerle etiketlen-
miş olur. Etiketleme sürecinin tamamlanmasından sonra her iki 
ortamdaki hücreler birleştirilerek kesim ve zenginleştirme basa-
makları uygulanır. Etiketli peptit çiftleri arasındaki pik yoğunluk-
larının (intensity) oranı, fosfoproteinlerin miktar değişimlerinin 
göreceli olarak belirlenmesini sağlar. Yüksek etiketleme oranına 
sahip SILAC yönteminin en önemli avantajlarından biri, etiketli 
örneklerin iş akışının ilk basamaklarında birleştirilmesiyle yapılan 
hataların en aza indirgenmesidir. Bu nedenle güvenilir, doğru 
ve tekrarlanabilir bir miktar tayini için oldukça sık tercih edilen 
kolay uygulanabilir kantitasyon yöntemidir. SILAC uygulamala-
rında genellikle iki farklı hücresel durumun karşılaştırması yapılır. 
Bununla birlikte üç farklı izotop formlarının kullanıldığı 3-pleks 
ya da 5-pleks SILAC ile tek bir deneyle ikiden fazla hücresel du-
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rum karşılaştırılabilmektedir (90, 91). SILAC yönteminin, hücre 
hatları dışında zebrafish, drosophila, nematod ve fare gibi orga-
nizmalarda da uygulaması yapılmıştır (92-95). Ancak bu organiz-
malardaki metabolik hızın düşük olması nedeniyle etiketleme 
verimliliği azdır. Sınırlı sayıda hücresel durumun karşılaştırıldığı 
SILAC yönteminin bu nedenle en büyük dezavantajı doku ya da 
biyolojik sıvılar için uygulanabilirliğinin düşük olmasıdır. Dahili 
standartların kullanıldığı Pulsed-SILAC ve Super-SILAC teknikle-
rinin geliştirilmesiyle bu dezavantajların önüne geçilmeye çalı-
şılmaktadır (92, 96). 

Fosfoproteomik çalışmalarda kullanılan diğer etiketli yöntem-
ler ise ITRAQ (Isobaric tags for absolute and relative quantifica-
tion) ve TMT (tandem mass tag)’dir. SILAC yöntemine alternatif 
olarak ITRAQ ve TMT yöntemleri daha fazla sayıda örneği etiket-
leme imkanı sunar (88, 97). Bununla birlikte doku ve biyolojik 
sıvılar gibi farklı biyolojik numunelerde uygulanabilir olması 
önemli bir avantaj sağlar. SILAC ve diğer etiketli yöntemler ilaç 
hedeflerinin, ilaç direncinin, hücre döngüsü gelişiminin ya da 
sinyal yolaklarının araştırıldığı çalışmalarda kullanılabilmekte-
dir (6, 98). 

Etiketsiz Yöntemler
Etiketli yöntemlerin aksine etiketsiz kantitatif yöntemlerde nu-
munelerin preparasyonu ayrı ayrı yapılır ve preparatlar tek tek 
MS analizine tabi tutulurlar. Protein kuantifikasyonunda kroma-
tografideki pik yüksekliği veya peptit pik alanları gibi bolluğu 
ifade eden parametrelerin değişimi üzerinden hesaplama yapı-
labilmektedir. Kantifikasyonun diğer bir aracı ise MS analizi son-
rasında tanımlanan proteinlerin spektral sayımıdır. Bu araçların 
kullanımı ile belirli bir biyolojik örnek içindeki her bir proteinin 
bolluğu, diğer örneklerdekine göre etiketsiz olarak tespit edi-
lebilmektedir (99). Etiketsiz kantifikasyon; preparasyon aşama-
sının nispeten daha ucuz, kolay, hızlı olması ve analiz sırasında 

etiketleme verimliliğine bağlı varyasyonların görülmemesi ne-
deniyle ciddi avantajlar sağlamaktadır (100). 

Pik Yoğunluğu ve Spektral Sayım
MS analizi sonucu elde edilen kromatogramlardaki bellirli bir 
analite ait nispi yoğunluk ile aynı analitin örnek preparatındaki 
konsantrasyonu arasında doğrusal bir ölçütün bulunması, pik 
yoğunluğu hesabı ile yapılan rölatif kantifikasyonun temelini 
oluşturmaktadır. Protein bolluğundaki bir artış doğal olarak 
preparatta bulunan ilgili proteinin triptik peptitlerinin artışına 
ve MS/MS spektrumlarının artışına neden olacaktır (101). Temel 
olarak örnek içerisinde daha bol bulunan proteinin, daha faz-
la peptit ile ifade edileceği prensibine dayanan spektral sayım 
tekniği; protein abundance index (PAI ve emPAI), absolute pro-
tein expression (APEX), normalized spectral index (SIN) gibi he-
saplama araç ve stratejilerinin geliştirilmesiyle hem rölatif hem 
de mutlak kantifikasyonun aynı örneklere uygulanabilmesine 
imkan verir. Spektral sayıma dayalı kantifikasyon, pik yoğun-
luğu hesaplamasına göre geniş ölçekli proteomik çalışmalara 
daha uygun ve daha tekrarlanabilir özelliktedir (102, 103). 

SONUÇ

Fosfoproteinlere ait ifade farklılıklarının, fonksiyonel özellikle-
rin ya da etkileşimlerin yüksek verimlilikle değerlendirilmesin-
de kütle spektrometreleri popüler araçlar haline gelmiştir. Ça-
lışmaların hassasiyeti ve tekrarlanabilirliği için numune seçimi, 
toplama süreci ve kullanılan yöntemler dikkat edilmesi gereken 
önemli unsurlardır. Örnek hazırlığının her bir aşaması farklı yön-
temler kullanılarak yapılabilse de genel eğilim belirli teknikleri 
öne çıkarmaktadır. Örneğin; çok sayıda zenginleştirme yöntemi 
olmasına rağmen fosfopeptitler genellikle TiO2 ile zenginleşti-
rilmektedir. Diğer fosfopeptitlere nazaran düşük miktarda bulu-
nan fosfotirozin içeren peptitler için de immünoafinite zengin-
leştirme yöntemi kullanılmaktadır. 

28

Experimed 2018; 8(1): 23-32
Sürmen ve ark.  

Fosfoproteomikte Uygulama Basamakları

Tablo 1. Fosfoproteomik çalışmalarda kullanılan yöntem, teknik ve yaklaşımlar

Sindirim işlemi Sıvı içinde (In-solution) kesim, Jelde kesim, Filtre-destekli örnek hazırlığı (FASP)

Zenginleştirme Yöntemleri IMAC, MOAC, SIMAC, Antikor tabanlı Immünoafinite, Kimyasal türevlendirme, PolyMAC, PhosTag

Tuzsuzlaştırma (Desalting) ZipTip, Katı-Faz Ekstraksiyon (SPE), Spin-tip kolon, Trapping kolon

Fraksiyonlama SCX, SAX, HILIC, ERLIC, Ters faz sıvı kromatografisi

Niceliksel Analiz Etiketli (SILAC, ITRAQ, TMT) , Etiketsiz 

İyonizasyon Kaynağı ESI, MALDI, DESI

Parçalanma Türü CID/CAD, ETD, ECD, HCD

Analiz Programları Mascot, Progenesis, PLGS, X!TANDEM, MaxQuant

Veri tabanları PHOSIDA, Phospho.ELM, NetworKIN, Motif-X,  KEGG, IPA, DAVID, STRING, Cytoscape

IMAC: immobilized metal affinity chromatography; MOAC: metal-oxide affinity chromatography; SIMAC: sequential elution from IMAC; SCX: strong cationic 
ion-exchange chromatography; SAX: strong anionic ion-exchange chromatography; HILIC: hydrophilic interaction liquid chromatography; ERLIC: electrostatic 
repulsion-hydrophilic interaction chromatography; SILAC: stable ısotope labeling with amino acids ın cell culture; ITRAQ: ısobaric tags for absolute and relative 
quantification; TMT: tandem mass tag; ESI: electrospray Ionization;  MALDI: matrix-associated laser desorption/ionization;  DESI: desorption electrospray ionization 
mass spectrometry; CID/CAD: collision-induced dissociation; ETD: electron transfer dissociation; ECD: electron capture dissociation; HCD: high-energy collision 
dissociation



Farklı hücresel koşulların bilgisini taşıyan her bir örneğin pro-
tein çeşitliliğini doğru nicel değerlendirmelerle ortaya koya-
bilmek moleküler olayların aydınlatılmasında, hastalıklara dair 
biyobelirteçlerin tespit edilmesinde veya geliştirilecek ilaç he-
deflerini bulmada büyük önem taşımaktadır. Proteomik alanın-
da istenilen bu doğru nicel değerlendirmeleri elde edebilmek 
için etiketsiz yöntemlerin yanısıra çeşitli etiketleme teknikleri 
halen geliştirilmeye devam etmektedir. Etiketsiz yöntemler 
büyük ölçekli kantitatif proteomik çalışmalarda avantaj sağla-
sa da özellikle numune hazırlığı sırasında meydana gelebilecek 
olumsuzluklar analiz gücünü etkileyebilen bazı sınırlamalara 
sebep olmaktadır. Ağır ve hafif etiketli numunelerle göreceli 
kantifikasyonun gerçekleştirildiği kararlı izotop etiketleme ise 
yaygın bir yöntem haline gelmiştir. Çalışmalarda hücre hatları-
nın kullanılması, hem verilerin daha doğru yorumlanmasında 
hem de daha öncesinde bahsettiğimiz fosfoproteomik örnek 
hazırlığı aşamasında büyük avantajlar sağlamaktadır. Bu ne-
denle çalışmaların büyük çoğunluğunda özellikle kantifikas-
yonda kolaylık sağlaması açısından hücre hatları kullanılmakta-
dır. Hücre kültürü çalışmalarında protein ekspresyon farklılıkları 
genellikle SILAC ile değerlendirilirken doku ve serum gibi biyo-
lojik örneklerin kullanıldığı çalışmalarda TMT, ITRAQ ve etiketsiz 
yöntemler avantaj sağlamaktadır (Tablo 1).

Son on yılda yapılan yoğun araştırmalar, fosfoproteomik çalış-
malarda özellikle fosfopeptit zenginleştirme için daha spesifik 
tekniklerin geliştirilmesine katkı sağlamıştır. Ancak geliştirilen 
çok sayıda yönteme ve ekipmana rağmen kompleks numune-
lerle yapılan geniş ölçekli çalışmalardaki birinci sınırlayıcı faktör, 
oldukça spesifik ve tekrarlanabilir bir fosfoproteomik iş akışının 
olmamasıdır.
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