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prtlektroforez nedir?—— —

forez (‘) Destek ortams (D
(elektriksel yiik) + phoresis aror CGOo— ANOT
[seperasyon (ayrilma)] D "
o ANTOMNLAS,
Elektroforez; elektriksel alanda yukli <
ﬁartikﬁllerin, yiiklerine ve molekii ,:F-,:}
uyukliagiine gore farkl hizlarda - ()
hareket etmeleri esasina dayanarak KATYONLAR
birbirlerinden ayrilmalarini saglayan

analitik bir metottur.

Y

- veltiern

Net yiike sahip tanecikler, bir elektroforetik sistemde tasidiklar: yiikiin
tipine gore ya katoda ya da anota dogru hareket eder.

Elektriksel alanda [ (+) yukla tanecikler |, [(-) kutba];
anyonlar [ (-) yukla tanecikler |, anoda (+) kutba dogru hareket ederler.

Iyonoforez: Sadece kiiciik iyonlarin gociinii ifade ederken kullanilan terimdir.



GOC hizinin bagli oldugu faktorler

Elektroforez ortaminda, molekillerin hareket hizlar
1. Molekiliin net elektriksel ytikiine,
. Molekiiliin yapisi ve buyukligiine,

Elektriksel alanin giiciine,

3
4. Destek ortaminin ozelliklerine,
5

Uygulama 1si1s1 gibi faktorlere baglidir.
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Elektroforetik Mobilite (Hareketlilik)
Elektroforetik mobilite, ytiklii molekiillerin destek ortami tizerindeki hareket
yetenegidir. Parcacik tizerine etki eden iki glictin etkisi sonucu meydana gelir:

1. Elektrik alanin iyon tizerine olusturdugu hareket gticti
2. Destek ortaminin siirtiinme direnci sonucu olusan hareketi engelleyici gti¢

partikiiliin net yiiki (Q)

6TIrn

- Q: partikiilin net yiki ile=====2> dogru orantili
= r: partikilin iyonik yarigapi

+ n: tampon ¢ozeltinin viskositesi[ Ters eranfil



Elekroforez bilesenler;

Bir elektroforez sisteminde asagidaki
bilesenlere ihtiyag vardir:

1. Destek ortam

Tampon

Gl kaynag!

Boyalar

Dansitometre

bl ol
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Destek Ortami

Ayristirilmak istenen ornegin uygulandigi ve tizerinde
veya icerisinde goc ettigi ortamdr.

Kullanilan ornege ve analizin amacina gore farkl
fiziksel 0zelliklere sahip destek ortamlar1 kullanilir.

(kagit; nisasta, agaroz, poliakrilamit jelleri ve seliiloz
asetat membrani).

Elektroforez tipi cogunlukla kullanilan destek
ortamina gore isimlendirilir. (6rn: Kagit elektroforezi)



“Guc Kaynagi —

Elektroforetik sistemlerde giic kaynaginin gorevi
elektrik gticti saglamaktir.

Gug kaynaklari sabit elektrik akimi, sabit voltaj veya
sabit giic saglayabilmelidir.



/ e e
Tamponlar

Elektroforezde kullanilan tamponlarin gorevi:
Uygulanan elektrik akimini tasimak

Elektroforez ortaminin pH’sin1 sabitleyerek ayrilmak
istenen partikiillerin elektrik ytikiinti belirlemektir.
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Boyalar

(Cogu biyolojik bilesik renkli olmadigi icin destek
ortami tizerinde yerlerinin belirlenmesi ve gorsel hale
getirilmesi icin boya kullanilr.

e Boya elektroforez ile ytirtitme islemi sonrasinda jelin
boyanmasi seklinde uygulanir ya da

e orneklerin jele tatbik edilmesi esnasinda uygulanir
(DNA elektroforezinde kullanilan etidyum bromiir gibi)
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likla kullanilan boyalar

Ayirim yerlerini belirlemek ve gorsel hale getirmek icin
kullanilan boyalar uygulama tiplerine gore farklilik
goStertir.

Coomassie Brilliant Blue serisi boyalar PAGE- [EF’ da
basarryla kullanilir

Etidyum bromir niikleik asitleri boyamak igin
kullanilir

DNA’ya 32P baglanirsa bantlarin otoradyografi ile
gorilmesi saglanabilir

Gumiis nitrat boyalar protein ve polipeptitleri 10
kattan 100 kata kadar daha duyarh sekilde boyar
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Dansitometre

Uygulama, yuriatme, boyama ve kurutma isleminden
sonra bantlardaki boya yogunlugunu (madde
miktarini) saptamak icin kullanilir.

Dansitometrenin bir bileseni olan fotodedektorde
saptanan sinyaller ornegin konsantrasyonu ile
orantilidir.

Destek ortamai sabit bir hizla 1s1tk demetinden gecirilir,
boylece farkli noktalarda alinan coklu dansite
okumalari icin grafik (elektroforetogram)
olusturulur. Grafik yardimi ile tiim fraksiyonlarin
miktar1 hesaplanir.



lektroforez cihazi

* Elektroforez cihazindaki parcalar:
Tamponun konuldugu tank

Her bir tampon tankinda platin veya karbon elektrot (elektrotlar giic
kaynagina baglidir)

Uzerinde ayirimin gerceklestirildigi elektroforez destek ortam

Kapak (buharlasmay1 en aza indirmek ve sistemi korumak icin tiim sistem bir
kapakla ortiilidar.) =

©)

Elektroforez sisteminin sematik gosterimi
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Elektroforetik Ayirmanin Asamalari

Destek ortamin hazirlanmasi ve orneklerin
uygulanasi

Yurutme

Boyama

Seffaflastirma ve Kurutma
Degerlendirme (Dansitometre ile)



lektroforetik Aylranm Asamalari

Destek ortamin hazirlanmasi ve orneklerin uygulanasi: Destek
ortamin fazla tamponu giderilir ve elektroforez tankina yerlestirilir.
Ornekler, elektroforez tankina doldurulmus tampon ile temas
halindeki destek ortam tizerine uygulanur.
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“Elektroforetik Ayirmanin Asamalari

Yiiriitme: Elektrik akimi uygulanarak ornekler ytriatilir.
Yurutme bittikten sonra, destek ortam elektroforez kabindan
¢ikartilip kurutulur veya ornek bilesenlerinin yayilmamasi i¢in
sabitlestirici ¢ozeltiye konur.

Boyama: Her bir bilesene ait bandin yerini belirlemek ve
goruntr hale getirmek icin boyama yapilir.

Seffaflastirma ve Kurutma : Fazla boya uzaklastirilarak
seffaflastirma ve kurutma yapilir.

Degerlendirme: Dansitometre ile elde edilen
elektroforetogramdan her bir bandaki 6rnek miktar1 ytizde(%)
ve mg/dl olarak hesaplanur.

NOT: Boya, orneklerin jele tatbik edilmesi esnasinda
uygulanmissa 3. ve 4. basamaklar atlanir.
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* Serum protein elektroforezinde elde edilen 5 protein
banti1 ve elektoforetogrami

Fraksiyon g/dL
Albumin 3,7-5,7

Alfal-globulin 0,1-0,3

Alfa2-globulin 0,4-1,0

Abumin Beta-globulin 0,5-1,0

Gamma globulin 0,5-1,5

AFa Globulnler Total protein 6,5-8,2

Beta globuiner

Gamma glebdinfer

/\/\/\&

Albumin Beta Gamma

Serum preteinlesinin I

elektroforez ife ayrpmi Globulinker

Elektroforez tekniginin asamalari ve elektroforetogram eldesi
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“ELEKTROFOREZ TURLERI

1. Zon (bolge) elektroforezi: Destek ortamin tiiriine gore
siniflandirilir

a. Nisasta Jel elektroforezi

b. Selliloz asetat elektroforezi (CAE)

c. Agaroz jel elektroforezi (AGE)

d. Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)
Izoelektrik odaklama elektroforezi (IEF, IF)
Iki boyutlu (2D) elektroforez
Kapiller elektroforez (CE)

Blotlama teknikleri

a. Southern blotlama

b. Northern blotlama

c. Western blotlama

6. Immiinoelektroforez (IE)

hiha



/Nisasta Jel elektroforezi

Destek ortam olarak nigasta jel kullanilir.

Makromolekiillerin yiiklerine ve molekiil
buiytikliiklerine gore ayrilmasinda kullanilan ilk
elektroforez destek ortamidir

Ancak, jelin hazirlanmasindaki zorluklar nedeniyle
kullanimi sinirhidir.



e o
Selliloz Asetat Elektroforezi

Elektroforetik destek olarak seltiloz asetat membranlari kullanilir.

Ticari olarak temin edilebilen membranlar seliiloz asetat fiberleri
arasinda %80 oraninda hava icerir; kuru, opak ve kirilgan yapidadir

Numune membran tizerine uygulanmadan 6nce membran tamponla
islatilir (1slatildiginda hava bogluklar siviyla dolar ve filmler esnek bir
yap1 kazanir).

95 kisim metanol+5 kisim glasiyel asetik asit karisimina batirilarak
seffaflastirilir (dansitometrik 6l¢tim icin uygun hale getirilir).

Avantaji, ayirimin hizli olmasi (20 dk-1 sa) ve seffaf membranlarin
uzun sure saklanabilmesidir.

Dezavantaji, kullanimdan once 1slatilma ve dansitometri oncesi
seffaflagtirma geregi nedeniyle bircok uygulamada yerini agaroz jel
almistir.

Seluloz Asetat, sellilozun asetik anhidrit ile muamele edilmesi sonucu
sellilozun hidroksil gruplarina asetil gruplarinin ilavesi ile elde edilir.
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~ Agaroz jel elektroforezi (AGE)

Destek ortam olarak agaroz jel kullanilir

AGE, serum proteinleri, niikleik asitler (0.5-20 kbp),
hemoglobin varyantlari, laktat dehidrogenaz ve
kreatin kinaz izoenzimleri, lipoprotein fraksiyonlar1
vb. maddelerin analizinde kullanilmaktadir.

Tipik bir AGE stiresi 30-90 dakikadir.

Agaroz, agarin (sulfatlanmis galaktoz monomerleri igeren asit karakterli
bir polisakkarit) sulfatlardan arinmis seklidir.
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Agaroz jelde yurutulen DNA orneklerine ait band
goruntuleri
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~—Poliakrilamit Jel Elektroforezi

(Polyacrylamide Gel Electrophoresis, PAGE)
Bu yontemde destek ortam poliakrilamittir.

Arastirma calismalarinda en yaygin kullanim alani
olan elektroforez teknigidir.

Ayirim guict yuksektir.

PAGE ile 20 veya daha fazla fraksiyon elde edilebilir.
Ozellikle, proteinlerin saflik kontrolii, fraksiyonlama,
saf proteinlerin alt birimlerinin incelenmesi, molekiil
agirligi tayini, izoenzimlerin analizleri olmak tizere
protein ve niikleik asit calismalarinda kullanilir.

Poliakrilamit, akrilamidin cesitli katalizorlerle birlikte 1sitiimasiyla olusan
polimeridir.



PAGE, farkh sekillerde uygulanabilmektedir. Ornegin: SDS-PAGE
(Sodyum Dodesil Stilfat- PAGE) SDS-PAGE molektiler biyolojideki
arastirmalar i¢in en yaygin olarak kullanilan protein elektroforez
teknigidir.

SDS anyonik bir deterjan olup protein molekiillerini olusturan alt
birimleri birbirinden ayirir. Ayrica (-) yiik tagidigindan peptitlerede
yiiksek oranda (-) yiik kazandirir. Boylece elektrik yiikii agisindan
karisim igerisindeki biitiin protein molekiilleri esit duruma getirilir.

SDS-PAGE ile proteinler, net ytik ve sekillerine gore dedil, sadece
molekiil biiytikliiklerine gore, birbirinden ayrilirlar
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Tzoelektrik odaklama elektroforezi

[zoelektrik odaklamada (fokuslama) proteinler
izoelektrik pH’larinin farkli olusundan (pI)
yararlanilarak ayristirilabilmektedir.

Bu teknikte elektroforetik hareket pH'nin fonksiyonu
olarak ele alinir ve destek ortami olan jelde kararl bir pH
gradiyenti olusturulur.

Bir protein karigsimi jele uygulaninca protein izoelektrik
noktasina esit pH’a gelinceye kadar go¢ eder. Bu pH'da
elektriksel yiikii sifir olur ve go¢ durur. Boylece
proteinler pI noktalarna gore ayrilirlar.

izoelektrik pH (pl): Amfolit bir molekilin net yikinin sifir oldugu pH’dir. Bir
molekdul izoelektrik pH’sinin altindaki pH’larda pozitif yukla olup katoda; izoelektrik
pH’sinin Ustindeki pH’larda negatif yuklu olup anota hareket eder.

Amfolit: Hem pozitif hem de negatif yukli gruplar tagsiyan molekul (zwitter iyon).



“Kapiller elektroforez

Kapiller elektroforezde ici silika ile kaplanmis 20-200
cm uzunluktaki kiictik ¢capli (10-100 pm) kapiller
tuplerde klasik elektroforez yontemleri uygulanir.
Kapiller elektroforetik sistem,

e Kapiller bir boru,

e Bu borunun iki ucunda iki tampon haznesi,

e Bu hazneye bagh bir gii¢ kaynagi,

e Dedektor ve

e Dedektore bagl bir bilgisayardan olusur.

Gti¢ kaynaginin iki ucu arasindaki baglantiy1 kapiller
boruyu dolduran tampon saglar
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Kapiller borunun c¢api cok kiiciik oldugundan islem sirasinda iginden
katoda dogru ‘elektroozmotik akis denilen bir sivi akisi olur.

Once katyonlar (en yiiksek yiik/kiitle oranina sahip olandan
baslayarak), sonra nétr molekiiller (en kii¢tik kiitleli olandan
baslayarak), en sonunda da anoda gitmek isteyip de ozmotik akisa
kapilip zit yonde hareket eden anyonlar (en kii¢iik ytik/kiitle oranina
sahip olandan baslayarak) dedektore ulasgirlar.

Uygulama alani genistir. Diisiik molekiil agirlikli iyonlarin, proteinlerin
ve diger makromolekiillerin ayrilmasi gerceklestirilir. Ayrica, inorganik
iyonlar, aminoasitler, organik asitler, ilaclar, vitaminler, porfirinler,
karbonhidratlar ve DNA parcaciklarinin ayrilmasinda da
kullanilmaktadir.

Elektroozmoz: Herhangi bir yukin destek ortam Uzerine segici bir gekilde
baglanmasina bagli olarak, sivinin destek ortam Uzerinde bir yone dogru hareket
etmesi.
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Iki Yonlui (boyutlu) (2D) Elektroforez

Iki yonde uygulanan elektroforez yontemidir. SDS-
PAGE ve IEF in iki boyutlu jellerde birlestirilmesi ile
uygulanir.

Birinci yonde ytike, ve ikinci yonde molekil agirligina
(MA) bagl elektroforez kullanilmaktadir

SDS-PAGE molekul buiytiklagu, IEF ylik esasina gore
ayrim yapar

2D elektroforez, SDS-PAGE ve IEF’in her birinden
daha fazla duyarliliga sahiptir.

pl farkli, MA yakin olan veya MA farkli, yakin pI olan
proteinlerin ayriminda kullanilir.
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“Blotlama Teknikleri (Transfer etme)

e Southern blotlama teknigi, 1975te Edward
Southern tarafindan DNA ayirimi ve belirlenmesi
icin gelistirilmistir. Daha sonralar1 RNA ve protein
analizi icin gelistirilen Northern ve Western
tekniklerinin isimleri Southern kelimesinden
esinlenerek konulmustur.

1. Southern Blotlama—— DNA
2. Northern Blotlama— - RNA
3. Western Blotlama —— Protein
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SOUTHERN BLOTLAMA

DNA ve DNA parcaciklarinin ayirilmasi ve taninmasi
icin kullanilmaktadir. Bu teknikte:

DNA ve DNA parcalari, once AGE ile ayrilir

Daha sonra jel tizerine nitroseliiloz membran filmi
yerlestirilir

DNA ve DNA parcalari lekeleme ile membran tizerine
transfer edilir (blotlanir)

Daha sonra isaretli komplementer niikleik asit
problar ile hibridize edilerek saptama ve tanimlama
yapilir.



{A} unlabeled DNA
. cut with a
restriction
nuclease

labeled DNA
of known sizes as
size markers

DNA FRAGMENTS SEPARATED
BY AGAROSE GEL ELECTROPHORESIS

stack of paper towels

alkali solution

SEPARATED DNA FRAGMENTS BLOTTED
ONTO NITROCELLULOSE PAPER

(C)

nitrocellulose

remove nitrocellulose
paper with tightly bound DNA

LABELED DNA PROBE
HYBRIDIZED TO
SEPARATED DNA

sealed
plastic
bag

labeled

D

NA probe

in buffer

LABELED DNA PROBE HYBRIDIZED
TO COMPLEMENTARY DNA BANDS
VISUALIZED BY AUTORADIOGRAPHY

positions <
of
labeled
markers

T

-

=

labeled
bands
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~« NORTHERN BLOTLAMA

RNA ve RNA parc¢aciklarinin ayrilmasi ve taninmasi
icin kullanilmaktadir.

RNA ve RNA parcaciklari, Southern teknigindeki gibi
ayrilir ve blotlanir, isaretli niikleik asit problari ile
hibritlenerek saptama ve tanimlama yapilir.

WESTERN BLOTLAMA

Kompleks bir karisimdaki bir veya daha fazla proteinin
ayrilmasi, saptanmasi ve tanimlanmasi icin kullanilan
bir yontemdir.

Bu teknik de Southern teknigine benzer sekilde
uygulanir. Ancak ayirim i¢cin AGE degil SDS- PAGE
kullanilir ve tanimlama aranan proteine ozgii isaretli
antikor ile gerceklestirilir.



Immiinelektroforez (IE)

* Antijen-antikor (Ag-Ab) etkilesimine dayanan
elektroforez teknigidir.




