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Proteomik calismalar, kitle spektrometresi ve kromatografi alanin-
daki teknolojik gelismeler sayesinde patolojik ya da fizyolojik olay-
lari daha detayli olarak degerlendirebilmemize imkan saglamak-
tadir. Kitle spektrometresi tabanli proteomik calismalarin 6nemli
bir arastirma alani olan protein fosforilasyonlari, hiicresel isleyisin
patolojik degisiminde molekdiler aktivitenin dinamik belirtecleri
olarak etkin rol oynar. Bu nedenle hastaliklarin molekiler meka-
nizmalarinin aydinlatiimasinda ve etkin tani-tedavi yontemlerinin
gelistirilmesinde fosfoproteomik calismalar artan 6neme sahiptir.
Fosfoproteinlerin tanimlanmasi ve miktar analizlerinin yapilabil-
mesi oldukga verimli tekrarlanabilir yontemlerin kullaniimasini ge-
rektirir. Bu amagla fosfoproteomik uygulamalardaki verimliligin en
Ust diizeye cikariimasinda mevcut yontemler gelistirilmeye devam
etmektedir. Kiitle spektrometresi tabanl fosfoproteomik arastirma-
larin temel metodolojisinin anlatildigi ve uygulamalarda karsilasilan
zorluklarin tartisildigi bu calismanin, MS tabanli fosfoproteomik ala-
nina ilgi duyan arastirmacilara yardimci olacagini umuyoruz.

Anahtar Kelimeler: Fosfoproteomik, 6rnek hazirligi, zenginlestir-
me, niceliksel fosfoproteomik, kiitle spetrometresi

GiRiS

insan genom projesinin tamamlanmasiyla birlikte - protein
kodlayan yaklasik 20.000 gen ortaya ¢ikarilmis, bu genlere
ait mutasyonlar ve ekspresyon farkliliklar ortaya konulmus-
tur (1). insan genomunun haritalanmasi hastaliklarin mole-
kiler mekanizmasinin anlasiimasinda, erken tespitinde ve
tedavisinde buylik umut kaynagi olmustur. Kapsamli geno-
mik calismalarla tespit edilen mutasyonlar ve ekspresyon
farkliliklar gesitli hastaliklarda rol oynayan sinyal yolakla-
rina olan bakis acimizin gelismesini saglarken kanser gibi
molekiler mekanizmasi kompleks olan heterojen hastalik-
larin arastirilmasinda sadece genomik analizlerin yeterli ol-
madigi da anlasiimistir. Bununla birlikte yasanan genomik

ABSTRACT

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.
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devrim; protein, transkript, metabolit veya lipid profillerinin
biyoniformatik destekle topluca degerlendirildigi genom
sonrasl “omik” platformlarinin gelismesine zemin hazirla-
mistir (2, 3). Hiicrenin fonksiyonel makromolekiilleri olan
proteinlerin; fizyolojik ve patolojik siireclerdeki roliinii daha
iyi anlamaya yonelik yapilan proteomik calismalar son on-
bes yil icerisinde 6zellikle kanser arastirmalarinda 6nem ka-
zanmistir (4, 5). Post translasyonel degisiklikler (PTM'ler) ve
izoform varyasyon nedeniyle genomun aksine ¢cok daha ce-
sitli olan proteom ayni zamanda dinamik yapidadir. Genel-
likle geri donusiimli modifikasyonlar olan fosforilasyonlar,
proteinleri aktif ya da inaktif formlarina donustirirler. Buna
baglh olarak sinyal iletimi, biiylime ve apoptoz gibi hiicresel
streclerin diizenlenmesinde rol oynayan fosforilasyonlar,
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en sik calisilan modifikasyonlar arasinda yer alir. Ancak belirli
bir protein poptilasyonunda yalnizca kii¢tik bir bélim, belirli bir
zaman araliginda ve kisa siireli olarak fosforile olur. Bu nedenle
fosfoproteinler, bir hiicre lizati icinde bulunan tiim proteinlerin
kicuk bir bolimind temsil eder. Bu durum ise fosfoproteomik
analizleri zorlastiran ¢ok hassas ve spesifik stratejiler gerektirir
(6-8). Guniimuzde gergeklestirilen fosfoproteomik ¢alismalarin
is akisl; kiitle spektrometresi tabanli analizler igin kritik bir adim
olarak kabul edilen zenginlestirme basamaginin uygulandigi
ornek hazirligr asamasi, MS analizi ve informatik analiz olmak
Uzere U¢ ana baglikta toplanir (9).

FOSFOPROTEOMIK

Hucrenin baslica fonksiyonel makromolekdilleri olan proteinler
bulunduklari doku, hiicre ve hiicresel kompartmanlara gore
farkhliklar gostermekle birlikte organizmanin fizyolojik ya da
patolojik olan faaliyetleri boyunca dinamik bir profil sergile-
mektedir. Proteinlerin fonksiyonlarinin, ifade farkliliklarinin ya
da etkilesimlerinin bir bitiun halinde incelendigi proteomik
cahismalar; bu dinamik profili, stirekli olarak gelisen MS taban-
I teknolojiler ve preperasyon yontemleri sayesinde her gegen
glin daha net ve daha detayl bir sekilde aciga ¢ikarmaktadir.
Glnimuzde tek bir 6rnekte binlerce proteini profilleme kabili-
yeti olan bu gti¢li teknoloji, fosforile proteinlerin karakterizas-
yonunda buyik 6lcekli calismalarin énlint agmistir (8, 10).

MS tabanh fosfoproteomik calismalar icin zorunlu bir adim
olarak kabul edilen zenginlestirme teknikleri ile 6n fraksiyon-
lama yontemlerinin kombinasyonel kullanimi; fosfoproteomun
kapsaml profillerinin elde edilmesini saglayarak proliferasyon,
migrasyon, farklilasma ve apoptoz gibi temel hiicresel sirec-
lerdeki fosforilasyonlarin kritik rollerinin ortaya c¢ikariimasini
kolaylastirmaktadir. Ancak diisiik stokiyometri, genis dinamik
aralik ve fosforile proteinlerin cesitli izoformlari nedeniyle ge-
nis Olcekli bir fosfoproteomik calismanin farkli basamaklarinda
asiimasi gereken cesitli zorluklar ortaya ¢ikmaktadir (11-13).

Genis olcekli fosfoproteomik stratejilerde genellikle, ters faz
sivi kromatografisi ile birlestirilmis elektrosprey iyonizasyonu
(ESI) ve tandem MS kullanimi tercih edilmektedir (14-16). Kit-
le spektrometresi tabanli bir cok ¢alismadaki fosfoproteomik
is akisi, genellikle kompleks biyolojik 6rneklerin hazirlanmasi,
ornek icindeki ilgili bazi bilesenlerin zenginlestiriimesi ve kon-
santre edilmesi, LC-MS/MS analizi ve biyoinformatik basamak-
larindan olusur (Sekil 1). Ornek hazirhgi ve uygulama adimlari,
deneyin sonraki tiim basamaklarini telafi edilemez bir sekilde
etkiledigi icin tanimlama, dogrulama ve miktar analizlerinin net
bir sekilde yapilabilmesinde kritik Gneme sahiptir. Bu nedenle
asagida belirtilen protein ekstraksiyonu, enzim kesimi, fraksi-
yonlama (istege bagl), zenginlestirme ve temizleme (clean up,
desalting vb.) basamaklari 6rnek hazirhdr bashd altinda daha
detayl olarak incelenecektir.

Ornek Hazirhg:

Proteomik calismalarin yillar icerisindeki gelisim sirecinde
amaca yonelik olarak Bottom-up ve Top-down yaklasimlari
benimsenmistir. Bu yaklasimlar is akisi ve 6rnek hazirligi siireg-
lerinde temel farkliliklar gosterir. MS tabanli fosfoproteomik ca-
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Sekil 1. Bottom-up Fosfoproteomik Is Akisi. Ornek hazirhig:
“In solution digestion” ile triptik peptitler elde edilir, TiO2 /
IMAC vb yontemlerle fosfopeptitler zenginlestirilir. Tuzsuzlastir-
ma sonrasinda liyofilizator ya da speedvac ile kurutma islemi
yapihr. Fraksiyonlama tercihen yapilir (a), sivi kromatografisi ile
birlestirilmis ESI-QTOF MS/MS (b), biyoinformatik analiz (c)

lismalarda 6zellikle Bottom-up yaklasimina ait is akisi uygulanir
(Sekil 1). Fosfopeptitlerin MS analizi stirecine katildigi ve bunun
icin proteolitik sindirimin yapildigi Bottom-up yaklasimda, trip-
tik peptitler 3 farkh sekilde elde edilir. Bunlar: proteolitik sindi-
rimin ve protein ayriminin jelde gerceklestirildigi “in gel diges-
tion”, triptik peptitlerin sivi ortamda elde edildigi “in solution
ve filtre destekli 6rnek hazirligi olarak bilinen FASP (Filter-aided

sample preparation) yontemleridir (17-20).

”

Ornek Toplama ve Protein Ekstraksiyonu
Fosfoproteinlerin incelenmesindeki ilk adim numunenin dog-
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Sekil 2. TiO, Zenginlestirme is Akisi. a) TiO, boncuklari ile ze-
nginlestirme: TFA-Asetonitril-Glikolik asit iceren TiO, yikleme
tamponuna triptik peptitler ve TiO, boncuklar alinir. 5-10
dk inkiibasyondan sonra santriflij yapilir. Slipernatant temiz
bir tipe alinarak daha az miktarda TiO, boncuklaryla tekrar
inklibasyon ve santrifiij yapilir. Bu islem istenirse birka¢ kez
tekrarlanabilir. Stipernatant atilarak tim TiO, boncuklan to-
planir. TFA ve asetonitrilden olusan yikama tamponu ile 2 kez
yikama yapilir. TiO, boncuklar kisa bir stre kurutulur ve son
olarak amonyum hidroksit ile eltisyon yapilir (39).

ru sekilde toplanmasi ve tim hiicre lizatindan veya 6zel olarak
hiicresel alt birimlerden proteinlerin izolasyonunun gercek-
lestirilmesidir. Burada dikkat edilmesi gereken ¢ok énemli bir
nokta, biyolojik sistemdeki orijinal durumun korunmasi icin
enzimatik aktivitenin durdurulmasidir. Bu nedenle toplanan
numune, gerekli islemler yapilarak hizh bir sekilde dondurulur
ve -80°C'de saklanir. Protein ekstraksiyonu asamasi ise istenme-
yen protein degredasyonlarinin dnlenmesi icin enzimatik akti-
vitenin minimum oldugu +4°C'lik bir ortamda ya da buz Ulze-
rinde gerceklestirilir. Clinkli huicrenin lizis asamasinda proteaz
ve fosfatazlar aktiflesir ve gerekli dnlemler alinmadig taktirde
proteinler bozulabilir ve degisen pH’la birlikte fosfoproteinler
Uzerindeki fosfat gruplari kaybolabilir (21). Bununla birlikte en
iyi korumanin saglanmasi icin 6rnegin ¢ézlindirilmesinde ve
ektraksiyonun ilk adimlarinda, kullanilan tamponlara proteaz
ve fosfataz inhibitorleri eklenir (22). Hem proteaz hem de fos-
fataz inhibitorlerini uygun oranlarda iceren hepsi bir arada kok-
teyller ticari olarak satilmaktadir.

Triptik Peptit Eldesi

Rastgele degredasyonun dnlenmesi MS analizinde elde edilen
sonuglara net bir sekilde yansimaktadir. Enzim kesiminin yeterli
verimlilikte gerceklesmemesi durumunda MS spektrumundan
yeterli Grlin bilgisi elde edilemez. Proteaz enziminin kesim bol-
gesine ulasabilmesi icin polipeptit zincir primer hale getirilir.
Polipeptit zincirindeki arjinin ve lizin kalintilarini kesen tripsin,
bu siirecte en sik kullanilan proteazdir. Bunlarin digsinda Asp-N,
Glu-C ve Lys-C olarak adlandirilan cesitli proteazlar da kullanil-
maktadir (23).

Tuzsuzlastirma-Konsantre Etme
Lizis asamasinda protein disi makromolekiiller ve iyonlar, pro-
teinlerle ayni ortami paylasir. Ayrica homojenizasyon ve triptik

Experimed 2018; 8(1): 23-32

peptidin elde edilmesinde kullanilan cesitli kimyasallar da kir-
lilige neden olur. Sonuglarin verimliligini etkileyen bu konta-
minant molekiller analiz dncesinde dogru bir sekilde uzaklas-
tinlmahdir. Bu amagla, farkli uygulama yollari olan temizleme,
tuzsuzlastirma ve konsantre etme islemleri zenginlestirme 6n-
cesinde ya da zenginlestirme sonrasinda yapilabilmektedir. Bu
islemlerin bir arada ya da ayri ayr yapildigi C18 materyal iceren
cesitli yontemler ve ticari Girinler mevcuttur (24, 25). Kontami-
nantlar uzaklastirmak Uzere zenginlestirme sonrasinda grafit
kolonlari kullanilabildigi gibi 6rnek, analiz cihazina verildikten
sonra analitik kolon oncesi trapping kolonu ve metodu kulla-
nilarak da uzaklastirma yapilabilmektedir (26). MS analizi dnce-
sinde fosfopeptitlerin uzun siire saklanabilmesi ve konsantre
edilmesi icin genellikle liyofilizatér ya da vakum konsantrator
(speedvac) cihazlari kullanilir. Liyofilizasyon sonrasinda drnek-
ler -80°C'de analiz slirecine kadar saklanabilir.

Zenginlestirme Stratejileri

Kompleks biyolojik numunelerde ¢ok diisiik ve cok yliksek mik-
tarda bulunan proteinlerin MS analiz stirecine birlikte katilmasi,
protein profilinin dogru bir sekilde olusturulmasinda 6nemli bir
sorun teskil eder. Cok diisiik miktarda bulunan fosfoproteinle-
rin genellikle peptit seviyesinde zenginlestirildigi bu basamak
bu nedenle kritik 6neme sahiptir. Fosfat grubunun kimyasal
ozellikleri temel alinarak gelistirilen cesitli zenginlestirme stra-
tejileri; immobilize metal afinite kromatografisi (IMAC), metal
oksit afinite kromatografisi (MOAC), immun afinite ve kimyasal
tirevlendirme seklinde gruplandirilir (27-33). En eski zengin-
lestirme stratejilerinden olan IMAC yonteminde, genellikle Fe*3,
Al ve Ga** metal iyonlar bir matriks ortaminda (kromatografik
kolon, MALDI plate ya da manyetik boncuklar gibi) selatlanmig
olarak bulunur ve pozitif yikli bu metal iyonlarinin, negatif
yUkli fosfat gruplarini yakalamasi esasina dayanir. Kuvvetli
asidik tamponlarin kullanildigi MOAC ydnteminde de benzer
prensipden faydalanilir ancak TiO,, ZrO,, Fe,O, gibi metal oksit-
ler fosfopeptitlere kovalent baglanir. Farkh asit turleri ve farkli
pH'da tamponlar kullanilarak IMAC ve MOAC yéntemlerinin ¢cok
sayida modifiye formu gelistirilmistir (34-38). Sekil 2'de temel
adimlan anlatilan TiO, ile zenginlestirme global fosfoproteomik
calismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Her iki fosfopep-
tid zenginlestirme yontemiyle ilgili temel sorunlardan birisi,
negatif yukli karboksil gruplari ile pozitif ylkli metal iyonlari
arasindaki zayif afiniteden dolayi fosforile olmamis asidik pep-
tidlerin spesifik olmayan tutunmasidir (39). Fosforile serin ve
treonin kalintilarina kimyasal grubun eklendigi tiireviendirme
yontemlerinin hassasiyeti ise IMAC ve MOAC yontemlerinden
cok daha dusliktur. TUrevlendirme basamaklarinda olusabile-
cek yan reaksiyonlar ve disuk hassasiyet nedeniyle bu yontem
fosfoproteomik calismalarda ¢ok az tercih edilmektedir (39, 40).
Literatlrde reseptor tirozin kinazlarin hedef alindigi cok sayida
fosfoproteomik ¢alisma mevcuttur. Bu tiir calismalarda serin ve
treonin kalintilarindaki fosforilasyona gére ¢ok daha az goriilen
tirozin fosforilasyonu icin spesifik antikorlarin gelistirildigi im-
mun afinite zenginlestirme yontemi kullanilir (27, 41).

Bu temel ydontemler daha verimli bir zenginlestirme protokolu-
niin gelistirilmesi amaciyla cesitli fraksiyonlama yontemleriyle
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kombine edilmistir. Ayrica SIMAC, PolyMAC ve Phostag gibi ge-
listirilen farkli yontemler de bulunmaktadir (42-44).

Fraksiyonlama

Ters faz, SAX (Glglu Anyon Degisimi), HILIC (Hidrofilik Etki-
lesim Kromatografisi), SCX (Gui¢lii Katyon Degisimi) ve ERLIC
(Elektrostatik itme Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi) gibi
tercihen kullanilan kromatografik yontemler zenginlestirme
basamaginin verimliligini arttirmaktadir. Ozgiinliikleri farklilk
gosteren bu yontemler, biyolojik drnegin karmasik iceriginin
sadelestirilmesinde farkl avantajlar sunar. Bu nedenle kullani-
lacak 6n-fraksiyonlama yontemi, calismanin amacina ve tercih
edilecek diger uygulama tekniklerine gore degiskenlik gosterir
(45-50).

Kiitle Spektrometresi Analizi

iyonizasyon: Binlerce fosfopeptidin ya da fosforilasyon bélgesi-
nin tanimlanmasi, yiiksek ¢ézinirlikli kiitle spektrometreleri-
nin yine yiiksek basingli sivi kromatografileriyle birlestirilmesiy-
le saglanir. Zenginlestirme sonrasi analize hazir hale getirilen
fosfopeptit preparatlari, kromatografi sistemlerinde polaritele-
rine gore ayrimlanir. Daha sonra yumusak iyonizasyon saglayan
bir iyonizasyon kaynagi ile gaz faz iyonlar elde edilir. Fosfopro-
teomik calismalarda genellikle ESI kullaniimakla birlikte MALDI
ve DESI gibi farkli iyonizasyon kaynaklari da vardir.

Elektrosprey iyonizasyonu, sivi kromatografisinden gelen fazile
ornek enjeksiyonundan olusan karisimin, MS cihazi 6ncesinde
iyonizasyon kaynagina alinarak, pozitif veya negatif ytklu iyon-
lar elde etmek Uzere sartlandirilmasi esasina dayanir. Sivi fazi
spreyleyecek olan igne, izole bélmenin duvarlarina ve sprey
iceriginin dagilimini yonlendirmeye yardimci olan genis silindi-
rik elektrota karsi yiiksek voltajla yiiklenmis olarak uzanir. igne
ucunda olusan elektriksel alan, spreylenen sivinin yiiklenme-
sini saglar. Elektrik alana maruz kalan damlaciklarin ¢api, igne
etrafindan bdlme icine verilen basingli sicak gazin yardimiyla
giderek kuguliir. Damlaciklar belirli bir stire sonra bir patlama
seklinde ¢ok daha kiicuk taneciklere ayrilarak iyonik molekdil-
lerden olusan bir buhar haline gelirler ve yayilan iyonlar ince
bir hattan (cone) gegerek MS cihazinin i¢ kisimlarina yonlendi-
rilirler. iyonlar daha sonra kiitle analizériinden gecerek, kiitle/
yuk (m/z) oranina gore dedektore ulasir. Olusan sinyaller m/z
oranina bagli olarak goéreceli bolluklarini temsil eden bir kiitle
spektrumu grafigi seklinde goriuntilenir. Elektrosprey iyoni-
zasyon teknigi, karmasik biyolojik 6rnekleri oldukca etkin bir
sekilde analiz edilebilecek forma getirerek MS sistemlerinin
klinik calismalarda kullaniimasina biyik katki saglamistir (51,
52). Ancak ESI kaynaginin bazi sinirlamalari vardir. Kontaminant
madde iceren ve goreceli olarak diisiik konsantrasyonda olan
orneklerin iyonizasyon verimliligi disuk olur ve buna bagli ola-
rak analiz sonrasi sekans bilgisinin ve dolayisiyla tanimlanacak
protein sayisinin da diistik olmasina neden olur. Analiz gliciin-
deki yetersizligin tstesinden gelmek lzere triptik peptit karisi-
mi halindeki 6rneklerde fosfopeptitlerin zenginlestirmesi ama-
ayla zaman icinde bircok yeni metot gelistirilmis ya da metot
iyilestirmeleri yapilmistir. Bu baglamda ilgili olmayan peptitler
blyuk olclide ortamdan uzaklastinlmis ve sinyal glgleri artan
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fosfopeptitlerin daha fazla sayida ve daha dogru bir sekilde ta-
nimlanmasi hedeflenmistir (53-55).

Yaklasik 30 yil 6nce biyolojik 6rneklerin analizinde kullanilmaya
baslanan MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization)
teknolojisi, yapilan cesitli iyilestirmelerle fosfoproteomik calis-
malar dahil olmak lzere glinimiizde de kullanilmaya devam
etmektedir (56, 57). MALDI-TOF kiitle spektrometresi, analit
molekdillerini icinde barindiran ve iyonizasyonu saglayan kim-
yasal bir matriksin lazerle vurulmasi yoluyla gaz fazina ge¢mis
iyonik molekiillerin MS analizérlerine yonlendirilmesi esasina
gore cahsir (58). MALDI calismalarinda fosforile peptidlerin
iyonizasyon verimliligini arttirmak amaciyla cesitli kimyasal-
lardan olusan kombinasyonlarla yeni matriksler olusturulmaya
cahsiimistir. Matriks kombinasyonu olarak metandifosfonik asit
ve 2,5-dihidroksibenzoik asitin uygulandigi bir ¢calismada hem
fosfopeptit sinyallerinin anlamli bir sekilde yikseltildigi hem
de ortamdaki baska iyonik Grtinlere dair siynal grultilerinin
temizlendigi bildirilmistir (59, 60).

Yontemlerin verimliligini artirmak ve 6rnek hazirligi sirasindaki
uzun ve zahmetli stirecleri kisaltmak icin farkli zamanlarda iyon
kaynadyla ilgili cesitli alternatif calismalar yapilmistir. Karmasik
matrislerden cok cesitli molekdillerin analizine imkan saglayan
DESI-MS (Desorption Electrospray lonization Mass Spectro-
metry) metotlarinda elektrospray voltaji, solvent inflizyon ora-
ni ve kompozisyonu gibi enstriimental degerler analiz glicini
etkilemektedir (61). 2013 yilinda yayinlanan bir calismada fos-
fopeptidlerin etkili bir sekilde iyonlastirimasinda nispeten hizh
bir metot gelistirilmistir. Calismada peptit zincirleri tizerindeki
fosfat gruplarinin deprotonasyonunu baskilamak amaciyla,
hazirlanan 6rnek preparatinin pH degeri oldukca diistiriimis
ve desorpsiyon elektrosprey iyonlastirma kitle spektrometresi
kullanilarak dogrudan analiz yapilmistir (62). Biyolojik 6rnek-
lerin analizinde DESI kullanimina olan ilgi son yillarda yapilan
calismalarda da gorilmektedir (63, 64).

Fragment iyonlarin elde edilmesi: iyonize olan peptitler 6nce
analizore ardindan da parcalanma hiicresine gonderilirler.
Peptitler, enerji yiiklenmis inert gaz yardimiyla spektrumlari
verecek fragmentlere parcalanirlar. Peptit iskeletinin parca-
lanmasinda carpisma kaynakli ayrismanin (Collision-induced
dissociation; CID) kullanimi fosfat gruplarinin kaybina neden
olabilir. Buna bagli olarak olusan nétr kayiplar, parcalanma ve-
rimliligini dusirlir ve peptit dizisinin dogru bir sekilde yorum-
lanmasini zorlastinr. Alternatif olarak daha az notr kayiplarin
go6zlendigi elektron transfer ayrimi (electron transfer dissocia-
tion; ETD), elektron yakalama ayrimi (electron capture dissoci-
ation; ECD) ve 1sin tipi CID (beam-type CID veya high-energy
collision dissociation; HCD) gibi farkli parcalanma turleri de
kullanilmaktadir. Birbirini tamamlayan iki teknik olarak ETD ve
CID'in birlikte kullanimi, parcalanma verimliligini arttirabilmek-
tedir (65-68).

Spektrumlarin elde edilmesi: Parcalanma sonrasinda peptit
fragmentleri kitle ve iyonik yiklerine gore belirli bir hizla yol
alarak detektoriin 6niindeki plakaya carparlar ve elektrovolt
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cinsinden bir enerji Giretiimesine sebep olurlar. MS analizi sonu-
cunda fragmentlerden, kiitle/ytuk (m/z) oranlarina gére spekt-
rumlar olusturulur (69-71).

Diger proteomik calismalarda oldugu gibi fosfoproteomik ca-
lismalarda da cihazin ¢ézlindrlik gict, kitle dogrulugu, dina-
mik aralik, hassasiyet ve parcalanma teknikleri gibi 6zellikler,
elde edilecek sonugclari dolayisiyla da MS analizlerini de icine
alan biitln bir calismanin gidisatini dogrudan etkileyen 6nemli
parametrelerdir (72).

Biyoinformatik

MS analizi stirecinde elde edilen spektrumlardan olusan ham
verilerin analizi, glicli yazilimlarla yapiimaktadir. 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 gore degerlendirilmesini saglamaktadir (73,
74). Phospho.ELM (http://phospho.elm.eu.org/), PhosidaPHO-
SIDA (http://www.phosida.com/) UniprotKB/Swiss-Prot (http://
www.uniprot.org) ise fosfoproteomik calismalarda veritabani
olarak en ¢ok kullanilan araglardandir. Genel olarak internet
Uzerinden erisilebilen veri tabanlarindan yola ¢ikarak tanimla-
nan proteinlerin etkilesimlerini, hangi yolakta bulunduklarini
ve ne tlr gorevlere sahip olduklarini belirlemek icin Reactome
(http://www.reactome.org/), IPA (IPA, QIAGEN, Redwood City,
CA, USA, www.giagen.com/ingenuity), Cytoscape (http://www.
cytoscape.org/) ve KEGG (http://www.genome.jp/kegg/) gibi
programlar kullanilabilmektedir (75-78).

NiCELIKSEL FOSFOPROTEOMIK

Niceliksel fosfoproteomik calismalar, protein ya da peptit sevi-
yesinde olabilir. Protein seviyesinde yapilan miktar tayinlerinde
jelli sistemler kullanilir. Geleneksel proteomik olarak adlandiri-
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 molekiiler
blyukliklerine gore ayrnlir. 2D yaklasimda fosfoproteinler 6n-
celikle pozitif ya da negatif yiiklerine gore belirli bir pH yonln-
de hareket eder. Her bir fosfoproteinin net ylkuinin sifir oldugu
izoelektrik noktasinda (pl) gé¢ tamamlanir. ikinci boyutta ise
proteinler, SDS gibi denatiire eden ajan iceren bir tampon iceri-
sinde molekdler buytikltklerine gére ayrilir. Daha sonra comas-
sie mavisi ve giimUs nitrat gibi cesitli boyalarin kullaniimasiyla
proteinlerin spotlar halinde gériintiilenmesi saglanir. Floresan
boyamanin yapildigi 2D-DIGE yontemiyle tek bir jelde daha faz-
la sayida proteinin daha hassas miktar analizi yapilabilmektedir
(78-81). Bununla birlikte miktar analizi icin western-blot gibi an-
tikor tabanli yontemler de kullaniimaktadir. MS tabanli bir fos-
foproteomik calismanin sonucunda bulunan belirli proteinlerin
dogrulamasi bu yontemlerle yapilabilir (82).

Uzun yillar boyunca protein kantifikasyonu calismalarinda
kullanilan temel yontemler, proteinleri izoelektrik degerlerine
ve molekiiler agirliklarina gore ayiran jelli sistemler olmustur.
Ancak jel tabanli yontemler; belirli molekil agirhigina veya pl
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degerlerine sahip proteinlerin tespitinin zorlugu, bir tek nokta
Uzerinde farkli proteinlerin bulunabilmesi ve gorece az sayida
ornegin calisilabilmesi gibi sinirliliklara sahiptir (83, 84).

MS yéntem ve teknolojilerindeki gelismelere bagli olarak bu-
yik 6lcekli protein ekspresyonu ve karakterizasyonu calisma-
larini gerceklestirme imkani sunan “shotgun” proteomik tek-
nikleri jelli yontemlerin yerini almaya baglamistir. MS tabanli
kantitatif proteomik uygulamalari icerisinde yer alan kararli
izotop etiketli yontemler, izotoplarin kitle disindaki 6zellik-
lerinin ortak olmasi nedeniyle gelismis kiitle dedektorlerinin
kullanildigi MS tabanh kantitatif calismalarda buyiik avantaj
saglamistir. Ancak etiketli kantifikasyon calismalarinda da, kul-
lanilan tekniklere gore degdisen bazi zorluklar s6z konusudur.
Etiketlemenin tam olarak gerceklesmemesi, metabolik olaylar
ile etiketli molekullin baska bir molekiile dénisebilmesi, bazi
yontemlerde etiketlemenin gerceklesmesi icin 6rnek materya-
linin metabolik olarak aktif olmasi gerekliligi, sadece az sayida
ornedin bir arada calisilabiliyor olmasi, preparasyon sirecinin
¢ok uzun siirmesi, maliyetlerin yiiksek olmasi ve informatik
yazilimlarinin yeteri kadar giivenilir olmamasi gibi zorluklar,
etiketli ydntemlere dair sinirliliklarin dnemli bir kismini olustur-
maktadir (85, 86).

Bu baglamda hasta-kontrol eslestirmesi yapilarak ¢ok sayida
numunenin analiz edildigi biyobelirte¢ calismalarinda etiketsiz
yéntemlerin tercih edildigi goriilmektedir. Ornek hazirhgr asa-
masindaki bir takim kolayliklar, gelismis hesaplama araglariyla
informatik programlarinin daha gliclii hale gelmesi, 6zellikle
global protein ekpresyon farkhliklarinin arastirildigi cok sayida
numune iceren calismalarda etiketsiz yontemlerin tercih edil-
mesini saglamistir (87).

Etiketli Yontemler

Etiketlemeler metabolik, enzimatik ve kimyasal olarak gercek-
lestirilebilir. Fosfoproteomik caligmalarda, en ¢ok metabolik eti-
ketlemenin yapildig SILAC (stable isotope labeling with amino
acids in cell culture) yontemi kullanilir (88). Bu yontemde etiket-
leme, hiicrelerin iki farkli hiicre kiiltiirG ortaminda bayuttalmesiy-
le gerceklestirilir (89). Hiicre populasyonlarindan birinin besiye-
rine hafif diger bir degisle dogal '>C, *N atomlarina sahip arjinin
ve lizin aminoasitleri eklenirken digerine agir izotop ("*C, *N)
etiketli arginin ve lizin aminoasitleri eklenir. Hiicre ortamlarindan
biri 5-6 pasaj sonrasinda, adir izotoplu aminoasitlerle etiketlen-
mis olur. Etiketleme siirecinin tamamlanmasindan sonra her iki
ortamdaki hiicreler birlestirilerek kesim ve zenginlestirme basa-
maklari uygulanir. Etiketli peptit ciftleri arasindaki pik yogunluk-
larinin (intensity) orani, fosfoproteinlerin miktar degisimlerinin
goreceli olarak belirlenmesini saglar. Yiiksek etiketleme oranina
sahip SILAC yonteminin en énemli avantajlarindan biri, etiketli
orneklerin is akisinin ilk basamaklarinda birlestirilmesiyle yapilan
hatalarin en aza indirgenmesidir. Bu nedenle givenilir, dogru
ve tekrarlanabilir bir miktar tayini icin oldukga sik tercih edilen
kolay uygulanabilir kantitasyon yontemidir. SILAC uygulamala-
rinda genellikle iki farkl hiicresel durumun karsilagtirmasi yapilir.
Bununla birlikte Ug farkl izotop formlarinin kullanildigi 3-pleks
ya da 5-pleks SILAC ile tek bir deneyle ikiden fazla hiicresel du-
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Tablo 1. Fosfoproteomik calismalarda kullanilan yontem, teknik ve yaklagimlar

Sindirim islemi

Swviicinde (In-solution) kesim, Jelde kesim, Filtre-destekli 6rnek hazirhgr (FASP)

Zenginlestirme Yontemleri

IMAC, MOAGC, SIMAC, Antikor tabanli Immiinoafinite, Kimyasal tiirevlendirme, PolyMAC, PhosTag

Tuzsuzlastirma (Desalting)

ZipTip, Kati-Faz Ekstraksiyon (SPE), Spin-tip kolon, Trapping kolon

Fraksiyonlama

SCX, SAX, HILIC, ERLIC, Ters faz sivi kromatografisi

Niceliksel Analiz

Etiketli (SILAC, ITRAQ, TMT) , Etiketsiz

iyonizasyon Kaynag: ESI, MALDI, DESI

Parcalanma Turi CID/CAD, ETD, ECD, HCD

Analiz Programlari

Mascot, Progenesis, PLGS, XITANDEM, MaxQuant

Veri tabanlari

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 1sotope labeling with amino acids in cell culture; ITRAQ: 1sobaric tags for absolute and relative
quantification; TMT: tandem mass tag; ESI: electrospray lonization; 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

rum karsilastinlabilmektedir (90, 91). SILAC ydnteminin, hicre
hatlar disinda zebrafish, drosophila, nematod ve fare gibi orga-
nizmalarda da uygulamasi yapilmistir (92-95). Ancak bu organiz-
malardaki metabolik hizin dusiik olmasi nedeniyle etiketleme
verimliligi azdir. Sinirh sayida hiicresel durumun karsilastirildig
SILAC y6nteminin bu nedenle en biyik dezavantaji doku ya da
biyolojik sivilar icin uygulanabilirliginin disik olmasidir. Dahili
standartlarin kullanildigi Pulsed-SILAC ve Super-SILAC teknikle-
rinin gelistirilmesiyle bu dezavantajlarin 6niine gegilmeye cali-
silmaktadir (92, 96).

Fosfoproteomik calismalarda kullanilan diger etiketli yontem-
ler ise ITRAQ (Isobaric tags for absolute and relative quantifica-
tion) ve TMT (tandem mass tag)‘dir. SILAC yontemine alternatif
olarak ITRAQ ve TMT yontemleri daha fazla sayida 6rnegi etiket-
leme imkani sunar (88, 97). Bununla birlikte doku ve biyolojik
sivilar gibi farkli biyolojik numunelerde uygulanabilir olmasi
onemli bir avantaj sagdlar. SILAC ve diger etiketli yontemler ilag
hedeflerinin, ila¢ direncinin, hiicre déngisu gelisiminin ya da
sinyal yolaklarinin arastirildigi calismalarda kullanilabilmekte-
dir (6, 98).

Etiketsiz Yontemler

Etiketli yontemlerin aksine etiketsiz kantitatif yontemlerde nu-
munelerin preparasyonu ayri ayri yapilir ve preparatlar tek tek
MS analizine tabi tutulurlar. Protein kuantifikasyonunda kroma-
tografideki pik yuksekligi veya peptit pik alanlari gibi bollugu
ifade eden parametrelerin degisimi tizerinden hesaplama yapi-
labilmektedir. Kantifikasyonun diger bir araci ise MS analizi son-
rasinda tanimlanan proteinlerin spektral sayimidir. Bu araglarin
kullanimi ile belirli bir biyolojik 6rnek icindeki her bir proteinin
bollugu, diger 6rneklerdekine gore etiketsiz olarak tespit edi-
lebilmektedir (99). Etiketsiz kantifikasyon; preparasyon asama-
sinin nispeten daha ucuz, kolay, hizli olmasi ve analiz sirasinda

etiketleme verimliligine bagh varyasyonlarin gériilmemesi ne-
deniyle ciddi avantajlar saglamaktadir (100).

Pik Yogunlugu ve Spektral Sayim

MS analizi sonucu elde edilen kromatogramlardaki bellirli bir
analite ait nispi yogunluk ile ayni analitin 6rnek preparatindaki
konsantrasyonu arasinda dogrusal bir dl¢iitiin bulunmasi, pik
yogunlugu hesabi ile yapilan rolatif kantifikasyonun temelini
olusturmaktadir. Protein bollugundaki bir artis dogal olarak
preparatta bulunan ilgili proteinin triptik peptitlerinin artisina
ve MS/MS spektrumlarinin artisina neden olacaktir (101). Temel
olarak drnek icerisinde daha bol bulunan proteinin, daha faz-
la peptit ile ifade edilecegi prensibine dayanan spektral sayim
teknigi; protein abundance index (PAl ve emPAl), absolute pro-
tein expression (APEX), normalized spectral index (SIN) gibi he-
saplama arag ve stratejilerinin gelistirilmesiyle hem rélatif hem
de mutlak kantifikasyonun ayni érneklere uygulanabilmesine
imkan verir. Spektral sayima dayali kantifikasyon, pik yogun-
lugu hesaplamasina gore genis 6lcekli proteomik calismalara
daha uygun ve daha tekrarlanabilir 6zelliktedir (102, 103).

SONUC

Fosfoproteinlere ait ifade farkhliklarinin, fonksiyonel 6zellikle-
rin ya da etkilesimlerin yiiksek verimlilikle degerlendirilmesin-
de kiitle spektrometreleri popiler araglar haline gelmistir. Ca-
lismalarin hassasiyeti ve tekrarlanabilirligi icin numune se¢imi,
toplama siireci ve kullanilan yontemler dikkat edilmesi gereken
dnemli unsurlardir. Ornek hazirliginin her bir asamasi farkl yén-
temler kullanilarak yapilabilse de genel egilim belirli teknikleri
dne cikarmaktadir. Ornegin; cok sayida zenginlestirme yéntemi
olmasina ragmen fosfopeptitler genellikle TiO2 ile zenginlesti-
rilmektedir. Diger fosfopeptitlere nazaran diisiik miktarda bulu-
nan fosfotirozin iceren peptitler icin de immiinoafinite zengin-
lestirme yontemi kullaniimaktadir.



Sdrmen ve ark.
Fosfoproteomikte Uygulama Basamaklari

Farkli hiicresel kosullarin bilgisini tasiyan her bir 6rnegin pro-
tein cesitliligini dogru nicel degerlendirmelerle ortaya koya-
bilmek molekdler olaylarin aydinlatiimasinda, hastaliklara dair
biyobelirteclerin tespit edilmesinde veya gelistirilecek ila¢ he-
deflerini bulmada biyiik 5nem tasimaktadir. Proteomik alanin-
da istenilen bu dogru nicel degerlendirmeleri elde edebilmek
icin etiketsiz yontemlerin yanisira cesitli etiketleme teknikleri
halen gelistiriimeye devam etmektedir. Etiketsiz yontemler
buyik olcekli kantitatif proteomik calismalarda avantaj sagla-
sa da ozellikle numune hazirligi sirasinda meydana gelebilecek
olumsuzluklar analiz giiciini etkileyebilen bazi sinirlamalara
sebep olmaktadir. Agir ve hafif etiketli numunelerle goreceli
kantifikasyonun gerceklestirildigi kararli izotop etiketleme ise
yaygin bir yontem haline gelmistir. Calismalarda hiicre hatlar-
nin kullanilmasi, hem verilerin daha dogru yorumlanmasinda
hem de daha 6ncesinde bahsettigimiz fosfoproteomik drnek
hazirligi asamasinda buiyilk avantajlar saglamaktadir. Bu ne-
denle calismalarin blyik ¢cogunlugunda 6zellikle kantifikas-
yonda kolaylik saglamasi agisindan hiicre hatlari kullaniimakta-
dir. Hiicre kiltiir cahsmalarinda protein ekspresyon farkliliklari
genellikle SILAC ile degerlendirilirken doku ve serum gibi biyo-
lojik 6rneklerin kullanildigi calismalarda TMT, ITRAQ ve etiketsiz
yontemler avantaj saglamaktadir (Tablo 1).

Son on yilda yapilan yogun arastirmalar, fosfoproteomik calis-
malarda 6zellikle fosfopeptit zenginlestirme icin daha spesifik
tekniklerin gelistiriimesine katki saglamistir. Ancak gelistirilen
cok sayida yonteme ve ekipmana ragmen kompleks numune-
lerle yapilan genis 6lcekli calismalardaki birinci sinirlayici faktor,
oldukga spesifik ve tekrarlanabilir bir fosfoproteomik is akisinin
olmamasidir.
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