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Giris - .

TANIM :

® Elektriksel bir alanin tesiri altinda kolloidal dispers
fazlarin tasidiklari elektriksel yukin aksi kutbuna
dogru gog etmeleri

® Bir elektriksel alanda yuklu partikullerin gogudur.
® Yunanca, elektron-elektrik
® Latin




Tarihi Siireg -

® 1907 wyilinda Field ve Teague : Cesiti madde
karisimlarini teskil eden kisimlarin elektriksel bir alanda
farkli suratlere sahip oluslarina dayanarak birbirlerinden
ayrilabilecegi

® Tselius(1930)
® Longsworth(1945) ==y Cizgi tasinmasi
® Alberty ve ark.ca(1953) ~

® Protein calismalarinda kullanilan ilk
elektroforez yontemi :

— Arne Tiselius(1937), solusyon elektroforezi, frontal
elektroforez veya moving boundary elektroforezidir.




Tiselius Ele
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Temel Prensip

® Notr destek matriksi
® Elektrik akimi

® Negatif yuklu molekullerin pozitif
elektroda

® Pozitif yuklu molekullerin ise negatif
ele




Gocu etkileyen faktiirle

® Molekullerin net elektriksel yuku
(agaroz,nisasta,seluloz asetat)

® Molekulun sekli ve buyuklugu (PAGE)
® Elektriksel alanin gucu

® Yurutme ortaminin ozelligi (Por genisligi,
konsantrasyon, pH)

® Yurutmenin yapildigi sicaklik (jelin
dehidrasyonu, deformasyonu, heterojeni)




Kullamm Alantart

® Saflastirma
® Saflik kontrolu

® Molekul agirhgi saptama

® Kalitsal veya kalitsal olmayan hastalik
saptama

® Enzim izoenzimlerin saptanmasi(Tanisal




Degerlendirme ve Dansi

® Onceden boyama sonrasi bantlar kesilip,
titrasyon veya spektrofotometrik yontemlerle
miktar saptanmasi

® Gunumuzde dogrudan bantlardaki boya
yogunlugunu saptayan dansitometri sistemleri

® Dansitometri : Absorbans olcumu
— Destek ortamdaki boyanin absorbansini olcer




Elektroendosmosis _

® Destek matriksteki karboksil ve sulfat
gruplarina bagli olusan bir olgu

® Molekul gocune olumsuz etkisi var

® Bu asidik artiklar pozitif elektroda goc¢
oraninin artmasina ve negatif yuklu
molekullerin go¢ hizinin azalmasina hatta
tersine donmesine

® Agar yerine agaroze (iyonlarindan
arindirilmis agar)

® Seluloz asetat




Elektroforez Eki

® Elektroforez tanki :
— Tampon ve destek matriksin kondugu
— Cevre isisindan korunma ve buharlagsmayi azaltma

® Guc¢ Kaynagi :
® Plateler:

® Tampon solusyonlari :

— Ana fonksiyonu elektroforez stresince olusacak Ph
degisikliklerini tamponlamak ve elektrik akimini iletmek

Dest

Boya




Elektroforez Yiintemle

® Serbest ve Hareketli Cephe Elektroforezi
® Kagit Elektroforez Sistemleri

® Seluloz Asetat Elektroforezi

® Agarose Jel Elektroforezi

® Nisasta Jel Elektroforezi

® Poliakrilamid Jel Elektroforezi

¢ Kapillar Elektroforez

® immunoelektroforez




Serbest ve Hareketli Cep

Elektroforezi

® 1930’'larda Tiselius tarafindan

® U seklinde boru

® Alt kisimda protein-tampon karisimi
® Ust kisimda saf tampon

® Negatif ve pozitif elektrodlar

® Optik olcumle saptama

® Halen protein-protein etkilesimleri ile ilgli
calismalarda kullaniimakta, rutinde degil
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Seliilloz Asetat Elektroforezi

® Destek ortami : Selulozun hidroksil gruplari asetik asit
anhidr grupsariyla tepkimeye sokularak elde edilir

® Kagit Elektoroforezi ile iyi ayrimi yapilamayan serum
orneklerinde iyi sonug¢

® Avantajlari :
— Pahali olmamasi
— Ayrimin hizli olmasi
— Azmiktarda numuneye ihtiya¢c duymasi

® Dezavantajlari :

— Destek ortaminin opak olmasi ve dansitometrede
okutulmadan once kimyasal islemlere olan ihtiyaci

— Buyuk molekdlld proteinlerde kullanimi sinirli (porlarin
ufakligindan)




Agarose Jel Elektrofor

® Destek matriks olarak agar(agaroz)

® Agar, proteinlerin adsorbsiyonuna ve
elektroendosmosise neden olur

® Agaroz, agarin iyonlarindan arinmig hali, yukaridaki
dezavantajlar minimal seviyede

® Kullanim alanlari :
— Serum proteinlerinin
— Hemoglobin varyantlarinin
— Laktat dehidrogenaz izoenzimlerinin
— Lipoprotein fraksiyonlarinin
— DNA ve RNA analizlerinde




Agarose Jel Elektrofor

® Agaroz destek matriksin dezavantajlari :
— Cok yumusak olmasi
— Cabuk ufalanmasi
— |Islenmesinin zor olmasi

® Jelden numunenin kolaylikla eksrakte
edilmesi

® Ozellikle molekdler biyolojide




Testin Yapihgr

Tablo 1. Aynistirllacak DNA uzunluklarina gore tercih edilmesi

o M O I e ku I er Qa I | $ ma I a l'd a gereken agaroz konsantrasyonlari

agaroz DNase Ve DNA UZUNLUKLARI (bp) % (w/v) AGAROZ KONSANTRASYONU
RNase’dan yoksun 5 000-60 000 0.3
1 000-20 000 0,6
olmali 800-10 000 0,7
® DNA’nin uzunluguna ooy Lo o
gore optimal jel 2003 000 i
konsantrasyonu ’

ayarlani




Testin Yapihgr

® Agaroz kullanilacak tamponla sulandirilir
® Tampon cesitleri :
— Tris-asetat(TAE)
— Tris-fosfat(TPE)
— Tris-borat(TBE)
— Alkalin gibi EDTA igeren tamponlar
Stok tampon 10X
Kullanilan tampon 0,5X
En ¢cok TAE kullaniliyor

TPE ve TBE daha dayanikli ve hizlari daha yuksek




® Ethidium bromide eklenir(O,5mg/I)
® Jel plate dokulur, tarak konulur ve dondurulur

® Delikli kisim negatif elektrota gelecek sekilde
tanka konulur

® Tampon eklenir




Testin Yapihgr

® Numuneler jele yuklenmeden once
yukleme boyasi ile boyanir

— Yogunluklarinin arttiriimasi
— Boyanmasi

— Jeldeki ilerleme hizinin
gorulebilmesi

® En cok kullanilan yukleme boyasi,
bromofenol blue ve ksilen siyanol
FF icerenlerdir

— Bromc
FF'e c




Testin Yapilisi _

® Numunelerin ne kadar ilerledigini
gormek icin markerlar kullanilir ve
kontaminasyona neden olmamak igin
jele en son konulur

® Enzimlerle kesilen DNA

® En cok kullanilanda 500 bp ve 1000 bp
daha yogun

¢ Ethidium bromide kanserojen bir madde




Nisasta Jel Elektrofo

® Destek matriksi hidrolize edilmis nisasta
® ||k defa Smithies kullanmis

® Smithies gocun, elektriksel yuke oldugu
kadar molekul buyuklugunede bagl
oldugunu soylemis

® Hem vertical hemde horizontal olarak
uygulanabilir




Poliakrilamit Jel Elektroforeiiiih

® Destek matriks, Akrilamit momonerlerinin
metilenbisakrilamit ile polimerizasyonu
sonucunda elde edilir.

® Konsantrasyonlarini degistirerek jeldeki por
buyuklugu ayarlanabilir

® Dusuk konsatrasyon-buyuk por-yuksel
molekul agirlikli numune

® Yuksek konsantrasyon-kuguk por-dusuk
molekul agirlikli numune




Poliakrilamit Jel Elektroforeiiiih

® Akrilamidin polimerizasyonu icin katalisit

® En basit ve guglu riboflavin, ancak
fotodekompozisyona ihtiyaci

® En c¢ok kullanilan, TEMED (tetrametiletildiamin) ve
amonyum perfulfat karisimi

® Polimerizasyon oda isisinda birka¢ dakika

® Diger katalisitler :

— DMAPN ve amonyum persulfat karisimi
— Riboflavin ve TEMED karigimi
— Askorbik asit, ferroz sulfat ve H202 karisimlari




Poliakrilamit Jel Elektroforeiiiih

® PAGE:

— serum proteinlerinin
— proteinlerin genetik varyasyonlarinin
— 1zoenzimlerin analizinde en iyi sonug¢ veren
elektroforez ortamidir
® Ayrisma hem molekuler elekleme hem de
elektrostatik harekete dayalidir

® Gog¢ eden molekullerle destek materyali
arasindaki etkilesim minimum seviyededir




Poliakrilamit Jel Elektrofore2m

® Genellikle dikey aparat kullanilir

® Seperasyondan sonra boyama yapilir
® En cok kullanilan boya coomassie blue
® Gumus boyama

® Amido black

® Ponceau red

® Nile red

® sypro red diger yontemler




Siniflandirma

® Jelin bigimine gore :
. Tup jel elektroforezi
: Tabaka jel elektroforezi
® Jelin konumuna gore :
. Dik jel elektroforezi
. Horizontal jel elektroforezi
® Jelin bilesimine gore :
. Native (dogal) jel elektroforezi
: SDS’li(sodyum dodesil sulfat) jel elektroforezi

® Jeli




Native (Dogal) PAGE

® Dogal formda ayrim

® Proteinin yuzeyinde bulunan amino asilerin
yan zincirlerindeki yuklerin olusturdugu iyonik
siddetle bagl olarak

® Molekiik biyukliigide etkili

® SDS-PAGE'in aksine jel bir ornek, denature
edici maddeler kullaniimiyor

® Enzimatik aktivite calismalarinda da
kullanilabiliyor




SDS-PAGE -

® Sodyum dodesil sulfat yani SDS deterjan etkisi ile
polipeptitlerin katlanmis yapisini bozarken alt Unite
etkilesimlerini de bozar

® SDS kaynakli negatif yuk

® Morbilitesi molekuler agirlik degerlerine bagli olarak
gerceklesir

® Protein orneklerinin beta merkaptanol, ditiotreitol gibi
kimyasal indirgen ajanlarla on igleme tabi tutulmasi

ile disulfit koprulerinin indirgenmesi, polipeptitlerin
arasindaki baglarin koparilmasini saglar

® SDS’in de varliginda, bu polipeptitler negatif
yuklenerek, elektrik alanda pozitif elektrota dogru
hareket eder




SDS-PAGE -

® SDS-PAGE igin onem tasiyan bazi kimyasallar ve
fonksiyonlari sunlardir ;

— SDS denatlran ajan olarak kullanilan bir tir deterjandir.
Proteinlerin denaturasyonunu saglarken ayni zamanda
onlarin negatif yuk kazanmalarini da saglar.

— TEMED , amonyum persulfat kaynakli serbest radikallerin
olusumunu katalizleyerek akrilamid ve bisakrilamdin
polimerizasyon reaksiyonlarini hizlandirir.

— APS yani amonyum persulfat polimerizasyonu saglayan
serbest radikaller olusturur. Taze kullaniimalidir.




SDS-PAGE -

® Yap|I|§|

Ayirma Jeli %12’lik, Ustten 0,5 cm bosluk kalacak sekilde
doldurulduktan sonra iizeri hava ile temasini kesmek i icin
N-Butanol ile kapatilir

—  Distile su ile yikama(N-butanol)

—  %4’luk konsantrasyon jeli (stacking gel) ve tarak1 saat
sure ile jelin polimerizasyonunun tamamlanmasi beklenir.

— Daha sonra tarak cikarilir, jelleri tasiyan parca elektorforez
tankina yerlestilir ve tank SDS-PAGE tamponu ile
doldurulur.

—  Proteinlerin denaturasyon islemleri yapilir ve kuyulara
konulur.

—  Ortalam 120 Voltta 50 dakika yuratme islemi yapilir
— Boyama yapilir(commasie blue ve gimus boyama)




Kapillar Elektroforez. .

® En yeni metot
® Kimyasal bilesiklerin ayrilmasi ve tayininde kullanilir

® Avantajlari :

— Yuksek secicilik

— Hizh ayrim

— Kapillerlerin uzun omurlt ve ucuz olmasi

— Az miktarda numune ve reaktiflere gerek duyulmasi

— Tayin sinirlarinin oldukg¢a dusuk duzeylere kadar inebilmesi
ISl
Ot




Kapillar Elektroforez _

® Kapiller elektroforez kucuk ¢capli (25-75 um), 100 cm
uzunlugunda ‘fused’ silika bir kapiller boru kullanirak
gerceklestirilen bir yontemdir
® Mikrolitre duzeylerinde ornek-1 milyona yakin fraksiyona
ayrilabilir
® Diger yontemlerden iki farki :
— Seperasyon (+) elektrottan (-) e dogru olur

— Elektroozmotik hareketlilik: YUksek voltaj uygulamasi sonucu (+)
iyonlarin (-) elektroda gog¢u sirasinda olusan akig

® Numune yukd dnemsenmeden elektroozmotik akis ornekleri,(-)
elektroda dogru ilerletir

® Seplerasyon (+) elektroda dogru geri migrasyon hizlari faklihgina
agh
® (+) iyonlar, hem elektroozmotik akis hemde iyon hareketleri ayni
yonde oldugu igin erken ¢ikar, (-) iyonlar yavastir




Kapillar

—
l_ ] Elektrolit l ‘

Elektrolit

Ll

Elektroforetogram




Immunoelektroforez _

® |k kez 1953 yilinda Grabar ve Williams
® jel elektroforezi sonrasi immun difuzyon

® Scheidegger yontemi gelistirerek bugunku kullanilan
haline getirmistir

® Kullanim alanlari :
— Bir ¢cok spesifik protein gosterilmesinde
— Kilinik laboratuarlarda, immunglobulinlerin gosterilmesinde
— Proteinlerin konsantrasyon degisikliklerinin gosterilmesinde
— Yapi anormallikleri gosterilmesinde
— Virus teshisi icinde kullanilabilir(drnegin hepatit B)




Immunoelektroforez _

® Agaroz jel kullanilir

® Prensibi, serum proteinlerinin elektroforetik
ayrimindan sonra, aranan proteine karsi
antiserum ekleyerek antijen-antikor
presipitatlarinin gosterilmesidir

® Once agaroz jel elektroforezi

® (Goc¢ yonune paralel simultane immun
difuzyon testi

¢ Antijen-antikor presitasyon bantlari




Immunoelektroforez ge

Counter immunoelektroforezi

Viruslarin teshisinde

Vertikal aparat kullanilir

Destek matriks agaroz jel

immun difizyondan 10 kat daha duyarli

Agaroz jel barbiturik asit-tris tamponunda hazirlanir
Uzerine delikler acilir

Antijenler pozitif elektroda, uygun antikorlar ise negatif elektroda
yakin gozeneklere

Yurutme yapihr
Boyamay takiben presipitatlar gorulur

® Negatif yukli antijenlerin alkalen ortamda (pH:8,6) elektroforezle
negatif elektroda gog¢ etmesi, buna karsilik antikorlarin endosmotik
goc¢ nedeniyle pozitif elektroda yayilimasi




Sitien

Immunoelektroforez ge

Standart immunoelektroforez

® |ki testin kombinasyonu
— Agaroz jel elektoroforezi
— Immun diflizyon

® Agaroz jel elektroforezi takiben go¢ yollarina paralel cukur acilir
ve uygun antiserum konur

® |mmun diflizyon
Komperatif immunoelektroforez
Radioimmunoelektroforez
Kantitatif immunoelektroforez
Capraz immunoelektoroforez
Elektroimmunoassay, rocket |IE
Capraz ve Elektroimmunoassay IE modifikasyonlari




povaLar

Numune turune gore degisir
® Protein boyalari

— Lightgreen

— Amido black

— Coomassie blue
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