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NEDIR?

- Elektroforez genel anlamda, ozel bir sivi ortamda,
parcaciklarin igerdikleri elektriksel yuke gore farkl hizda ve
farkli yonde hareket etmesi sonucu, butun bir maddenin
yapisindaki farkli maddelerin ayirt edilebilmesini saglayan
bir inceleme yontemidir

- llk kez 1937 yilinda Arne tiselius tarafindan gelistirilmis
olan elektroforezden, ozellikle tipta ve biyokimyada,
kandaki cesitli protein ve lipitlerin ayrilmasi, taninmasi ve
miktarinin olgulmesinde yararlanilir. Ayrica elektroforez den
sanayide yaygin bicimde yararlaniimaktadir.




CALISMA PRENSIBI

- Elektroforezin calisma ilkesi; molekul agirligr ve molekulde
bulunan elektrik enerjisinin jel icinden bir yukten digerine
giderken kat ettigi mesafe farklliklarini ele almaktir. Bu
farkliliklara gore enzim ya da proteinin birbirinden farki
anlasabillir.

- Anyonlar anoda, katyonlar katoda hareket ederler. Molekullerin
elektroforezdeki hizini etkileyen cesitli faktorlerde vardir.
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Elektroforez icin dort seye ihtiya¢ vardir:
T T S R

-lyonlarin hareket edebilecedi uygun bir destek ortami
(kagit,seluloz asetat,nisasta,agaroz jeli ya da poliakrilamit)

-Elektriksel alani olusturmak igcin dogru akim saglayacak guc
kaynag|
-Uygun pH’da bir tampon c¢ozelti

-Birbirinden ayrilan bantlari kantitatif olarak degerlendirebilen
dansitometre.




GUC KAYNAGI

- Elektrotlar arasinda elektrik akimi saglar.
- GO¢ hizinin artmasi,

- Ayirt edilen molekullerin buharlasmasi,

- Su kaybi,

- lyon konsantrasyonunun artmasi,

- Tampon viskozitesinde azalma direncinin dusmesi,

- Bu problemleri en aza indirmek i¢in: sabit akimli gu¢ kaynagi
kullaniimaldir.




Tamponlar

 Elektrik akimini tasimak
- Elektroforezin yurutuldugu pH'yi belirlemek
- Yurutulen molekulun elektriksel yukunu belirlemek

Tamponun iyonik giicii ise ;

- lyonik bulutun kalinlasmasi

- Migrasyon orani

- Elektroforetik zonlarin daha keskin ayrilmasi
- Molekullerin hareket etmesinde onemlidir.

- Barbital tamponlar & Tris-borik asid-

- EDTA tamponlari en iyi bilinen tamponlardir.




BOYAMA

- Elektroforez tamamlandiktan sonra destek ortami bir boya ile
muamele edilerek ayrilmis fraksiyonlarin identifikasyonu

saglanir.
Ethidium Bromide

-Numune tarafindan alinan
boyanin miktar1 ; Amino Black.

- proteinin tipine .

- sabitleyici ajanlarin olusturdugu

QilRed O

Coomassie Brilliant Blue

Nitrotetrazolium Blue

denatiirasyon derecesine baglhdir.

En iyi bilinen boyalar ;
Sudan Red 7B




Elektroforezde Goc¢ Hizi

- Molekulun net elektriksel yukune
- Molekulun yapisi ve buyuklugune
- Elektriksel alanin gucune

- Destek ortamin ozelligine

- Uygulama isisina baglidir




Elektroforezin genel proseduru

a. Uygulama

b. Yurutme E
c. Boyama

d. Temizleme i :

e. Seffaflastirma

f. Degerlendirme



Uygulama ve yurutme:

Teknige,sureye ve analizin ¢esidine gore degisebilir.
Boyama:

Sadece incelenecek maddeyi boyayan boyalar kullanilir.
Temizleme:

Normalde destek ortami boya icine kondugunda tamamen
boyanir.Ancak biz sadece incelenecek kismin boyall kalmasini
Isteriz. Bu nedenle de destek ortami belli bir temizleme
sivisinda bir sure tutulur. (% 5 asetik asit)

Seffaflastirma:

Dansitometre de okuma yapilabilmesi icin destek ortaminin
seffaf olmasi gerekir.Bunun igin %30-40 dimetil sulfoksit veya
diger seffaflastiricilar kullanilabilir.

Degerlendirme:
Dansitometre de yapillir.
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Elektroforez cesitleri

Kagit elektroforezi

Seluloz asetat elektroforezi

Jel elektroforezi
a)Agaroz jel elektroforezi
b)Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)
- SDS-poliakrilamid jel elektroforezi
- Kapiller elektroforez
- Immunoelektroforez
- Nisasta jeli elektroforezi



Seluloz asetat elektroforezi

Selulozun hidroksil gruplari, asetik anhidrit ile reaksiyona
sokulursa seluloz asetat elde edilir.

Avantajlar:

Hem elektroforez suresi kisa (30-0 dk) hemde deney bittikten
sonra numuneleri uzun sure korumak mumkun oldugundan
rutinde sik kullanilir.

Dezavantajlari:

Rezolusyon jeldeki kadar iyi degildir. En onemli dezavantaji da
standardizasyonu iyi degildir. Ayni firmaca uretilen ayni parti
icinde bile farkliliklar gorulebilir.
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- Selulloz asetat elektroforezi




Agaroz jel elektroforezi

- Destek maddesi olarak bir karbonhidrat polimeri olan agaroz
veya agaropektin kullanilir. Bu maddelerin proteinlere affinitesi
az oldugundan protein bantlari birbirinden daha iyi ayrilir. Ayrica
cok iyi seffaflastiklari icin dansitometrik degerlendirmeleri daha
guvenilirdir. Bu nedenle rutin uygulamalarda sikca
kullaniimaktadir. Deney sureside oldukca kisadir (30-90 dk.)

- Serum proteinleri, nukleik asitler, hemoglobin varyantlari, laktat
dehidrogenaz ve kreatin kinaz izoenzimleri, lipoprotein

fraksiyonlari ve diger bazi maddelerln anallzlerlnde basari ile
kullaniimaktadir. "




R T TR R EEIErIE ..
DNA'NIN AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

Agaroz Jelin Hazirlanmasi:

« Agaroz bir alg turinden elde edilir.

* jel elektroforez tanponuna koyulmus agarozun yuksek sicaklikta
cozundurulmesi ile hazirlanir.

« Kaynatilmig agaroz ¢ozeltisi 50 dereceye kadar sogutularak jel tepsilerine
dokular.

« Ayrimi yapilacak ornek taraklara olusturulmus kuyucuklara yuklenir ve
elektriksel alanda yuruttlerek ayrimi yapilir.

Jel uygun sekilde hazirlanirken ya da ornekler yuklenip elektriksel olarak
ayrildiktan sonra boyanir ve orneklerin goruntulenmesi gercgeklestirilir.




Nukleik asitlerin agaroz jeldeki hareketleri agaroz
konsantrasyonu ile nukleik asit molekullerinin
boyutlar ve seklinden etkilenir.Nukleik asitlerin ayirimi
icin en etkin agaroz konsantrasyonlari %0,3-2,0 dir.

Agaroz jel elektroforezi ile 6zellikle degisik kaynakli DNA in izole
edildikleri veya enzim kesim UrlGnlerinin molekil agirliklari ve
miktarlarn belirlenebilir. Ayni zamanda proteinlerin yuklerine
gore ayrilmasinda da kullaniimaktadir.




Nisasta jeli elektroforezi
e S RN AV S S S

- Destek materyali olarak nisasta kullanilir.

- Nisasta jel elektroforezi hem ytizey yiikii, hem de molekiil
buiytikligline bagl olarak ayirt edilen makromolekiiler iyonlarin
ozelliklerinin anlagilmasina izin verir. Dogal nigasta
jellesmediginden kismen hidrolize olarak kullanilir.

- Agaroz jelde oldugu gibi, nisasta jelde de islem horizontal olarak

gerceklestirilebilir.




Poliakrilamid jeli elektroforezi
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-Ayrilan protein zonlarinin diskoid seklinden dolayi bu
metod bazen disk elektroforezi olarak da
tanimlanmaktadir.

Avantajlari:
-Termostabil, saydam, kimyasal olarak inerttir.
- Genis por buyuklugune sahiptir.

Yuksuzdur.

Dezavantaji:
Kanserojeniktir.



ng-pollaknlamld Jel elektrogorez

- Bu elektroforez t1p1nde[3 mercaptoethanol kullamhr amac
disulfid kopriilerini indirgemektir.

- B-mercaptoethanol & SDS, numune ile 5 dakika kaynatilir.

- SDS: Kuvvetli deterjan etki ile proteinleri denatiire eder. SDS
proteinlerin ylizeyini kaplar ve proteinlerin hidrofobik
bolgelerine baglanir .

- Separasyon molekiiler biyukliige gore gerceklesir.

- Genellikle proteinlerin molekiil agirlig1 ve proteinlerin saflik
tayininde kullanilir.
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Kapiller elektroforez

- Sistem ters cevrilmis ‘U’ seklinde duran ve uclari tampon dolu‘}
tuplere batmis durumda iken yuksek gerilim uygulanan bir
borudan olusur.

- Di1s yuzeyi; ya bir sivi kilifi yada soguk hava akimi ile
sogutularak isinma sorunu ortadan tamamen kalkar.

- Cok kirilgan olan bu kapillerin kirilmasini onlemek icin Uzeri
poliimid tabakasi ile kaplanmistir.

- Poliimid tabakasinin detektor onune gelen kismi ya soyularak
yada yakilarak bir pencere acllir.

- Bu pencere, spektrofotometre kuveti gorevi gordur.

- Elektroforezle ayrilan molekuller bu pencereden gecerken i1sig:
absorbe ederler.

- Absorbe edilen 1s1k detektor tarafindan saptanir.
- Bilgisayar sistemi araciligi ile absorbsiyon pikleri ekrana verilir .

e
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Immiinoelektroforez

- Ik kez 1953 yilinda Grabar ve Williams isimli iki bilim adami, jel elektroforezi
sonras! immun diffizyon uygulamiglardir.

iImmiinelektroforez ile bir cok spesifik protein gosterilebilir:

Prealbumin, albumin, a1- asit glukoprotein, a1-antitripsin, tiroid baglayan
globulin, a1-kimotripsin, a2-HS glukoprotein, a2-makroglobulin,
seruloplazmin, haptoglobin, antitrombin Ill, C1 esteraz inhibitord,

hemopeksin, B lipoprotein, transferrin, C3, C4, C5, properdin faktor B,
plazminojen, IgA, IgM, IgG.

- Bu yontem bu gun klinik laboratuarlarda, immunglobulinlerin
gosterilmesinde yaygin olarak kullaniimaktadir.

Immunelektroforez i¢in agaroz jel kullanilir.

- Bu yontemin prensibi; serum proteinlerinin elektroforetik ayrimindan sonra,
aranan proteine karsi antiserum

ekleyerek antijen-antikor presipitatlarinin gosterilmesidir.



Diger elektroforez yontemileri
T T e

- iki yonla Jel Elektroforez

- [zoelektrik Odaklanma

- O’Farrell Metodu

- Pulse Field Jel Elektroforez (PFGE)
- Preparative Gel electroforezi

- Protein Elektroforezi

- Serum Protein Elektroforez

- Hemoglobin Elektroforezi

- Lipoprotein Elektroforezi



Kullanim yerleri

» Saflastirma
« Saflik kontrolua

* Molekil agirlig1 saptama

- Kalitsal veya kalitsal olmayan hastaliklarin belirlenmesi

 Enzim izozimlerinin saptanmasi (tanisal amacli, populasyon
calismasi icin,adli tipta)

- Immiinolojik ve molekiiler biyoloji




ELEKTROFOREZ DE GORUNTULEME
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Resim 1. Pre-S gen bdlgesinin ~446 b¢ ve 300 b¢ hizasindaki PCR amplifikasyon drtinlerinin jel elektroforezi
goéruntusu [Kolon M: Molekdler agirlik standardi (100 bg); Kolon 1-5: ~446 b¢ uzunlugundaki pre-S urtinleri;
Kolon 6: ~300 b¢ uzunlugunda pre-S trtint; Kolon 7: HBV DNA negatif kontrol].



Resim 1. Jel kuyucuklarinda 1'den 6'ya sirasiyla 3162, 316, 31.6, 3.16, 0.31 ve 0.03 PFU/ml konsantrasyon-
larda hedef genom ieren pozitif kontrol Grnekleri ile yapilan gercek zamanl RT-PCR reaksiyon irtinleri (7 no'lu
kuyucukta DNA agirlik belirteci bulunmaktadir)
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