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ELEKTROFOREZ NEDIR? ELEKTROFOREZ
e Elektroforez (elektrophoresis) terimi yuklu
Yiiklii bir molekiiliin iki elektrod arasina konuldugunda partikiillerin elektrik akimi etkisi altinda
yiikiine gore katod yada anoda gigme isine elektroforez

; hareketini agiklamaktadir.
denir.

e Elektro (electro) elektrige karsilk gelir, forez
Cathode (phoresis) anlami karsiya gecirmek /tasimak
- olan Yunanca bir kelimedir.
¢ Jel elektroforezi elektrik varliginda

hareketlenen molekiillerin jel boyunca karsiya
hareket ettigi bir teknigi tanimlar

Anode
tves 7]
' &+

+» Elektroforez, elektriksel bir alanda molekiillerin
ELEKTROFOREZ yiiklerine, molekiiler agirliklarina ve
« Birgok biyolojik makromolekiil (6r. Amino asitler, peptitler, proteinler, bUyU kIUklerme gore aylrt edlldlklerl blr tekmktlr‘
niikleotidler ve niikleik asitler) iyonlasabilen gruplara sahiptir ve pH’a bagh

olarak gozeltide katyon (+) ya da anyon (-) bigiminde elektrik yiikii tagtyan tiirler
olarak bulunurlar.

+¢ Elektroforetik analizin temeli, molekiillerin
« Elektrik alana maruz kaldiklarinda bu molekiiller anyon veya katyon agirliklari . . . . . T
farklarina gére birbirinden yiik kiitle oranina uygun olarak ayriliriar. elektriksel bir alanda jel lizerindeki gogune
" dayanir.
il
— . «* Bu gog hizi molekiliin blyuklugiine, yapisina,
Al ~ athode . . .
)‘959 9(5’ jeldeki kullanilan maddenin konsantrasyonuna,
v, = _ ) . . v
© iyonik kuvvete ve uygulanan akima bagli olarak

degismektedir.




Molekdl Buyuklagu!
*Kuguk molekul buytk molekulden
daha hizli hareket eder

F] & sma
# —— Plarge
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ELEKTROFORETIK YONTEMLER

e Elektroforez, bir ¢cozeltide asili taneciklerin,
elektrik alani etkisiyle ayrilmasidir.

¢ Elektroforetik yontemler; DNA, RNA ve protein
molekdllerini blyuklik, sekil ve topolojik
ozelliklerine gore ayiran yontemlerdir.

ELEKTROFORETIK YONTEMLER
eFarkli elektroforez yontemleri
—Destek ortaminin tipine gore

Selliloz: aminoasitler, karbohidratlar, diisiik molekiiler agirlikli
eJel: niikleik asitler ve proteinler

—Konuma gore
eDikey
eYatay

ELEKTROFORETIK YONTEMLER

e Agaroz Jel Elektroforezi

e Poliakrilamid Jel Elektroforezi

¢ Degisken Alanl (Pulsed Field ) Jel Elektroforezi
e izoelektrik Focusing

« iki Boyutlu Elektroforez

¢ Kilcal (Kapiller) Elektroforez

e immiinoelektroforez

Agaroz Jel Elektroforezi

¢ Ayirici bir matriks olan agaroz jel igerisinde
elektriksel alana maruz birakilan, DNA veya
RNA pargalarinin biyukliklerine gore
ayristirilmasina denir.

¢ Nkleik asit fragmentlerinin;
v tanimlanmasi,
v'saflastiriimasi

v've ayrilmasi igin kullanilan en yaygin yéntem
agaroz jel elektroforezidir.

Agaroz Jel Elektroforezi

¢ Teknik -basit, hizli ve diger prosediirlerle
ayristirilamayan DNA fragmanlarini ¢ézebilme
yetenegindedir.

¢ Ayrica DNA'nin jeldeki konumu, disik
konsantrasyonlarda floresan veren Etidyum
bromid ile boyayarak gorintilemek
muimkindir.
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Jel elektroforezi ile DNA ayirimi

Agaroz Jel Elektroforezi

electrophoresis chamber

buffer solution DA fragments agarose gel
o Agaroz jel elektroforezinin fiziksel 6zellikleri A
Makromolekdllerin ayriimasi iki degiskene baglidir; yiik electrode electrode
ve kiitle. e ©)
¢ DNA (negatif yukl() bir tampon ¢ozeltiye kanstirilip jele
uygulandigi zaman bu iki degisken birlikte rol oynar.
X . . . bﬁyilk Orta ku ﬁk Elektroforez sonrasi
o Bir elekrottan gelen elektrik akimi, molekdlleriiterken f <
ayni anda diger elektrot molekiilleri kendine dogru geker. =2
v' DNA (-) yiiklidir; (-) elektrot tarafindan itilir, (+) elektrot electrode electrode
tarafindan gekilir. e small DNA fragments move

further through the gel than
large fragments

Agaroz Jel Elektroforez Bilesenleri Agaroz Jel Elektroforezi

1. AGAROZ e Agaroz: bir kirmizi alg turl olan Agar agar’dan elde
2. TAMPON COZELTi edilen dogrusal bir polisakkarit

3. ETIDYUM-BROMUR

4. MARKER Agarose

5. YUKLEME TAMPONU

HO o}
CHOHE _
o
-0 [} o
HO 0

D-galactose 3,6-anhydro
L-galactose

Agaroz:

e Blyiik Por ¢apina sahiptir

Cool to 65°C, and
pour into mold o

make wells
Finished ge]%weﬂs

e Cok hassastir ve elle
dokunuldugunda kolayca
bozulabilir.

e 200 kDa’dan daha buyik
molekdllerin ayrilmasinda
kullanihr.

Microwave
to boil

Mix agarose
and buffer

Hazirlanigi: Agaroz jel; kuru toz
halindeki agarozun, sivi tampon
icine konmasi ve berraklasana
kadar kaynatilmasi ile olusur.

Hazirlanan jel kasete dokaldr.




Agaroz:

o Belirli bliyliklikteki bir DNA pargasi agarozun
konsantrasyonuna bagh olarak Jel iginde farkli
hizlarda hareket eder.

v'Disiik agaroz konsantrasyonu=Biiyiik porlar,
buytk DNA’larin ayrilmasini saglarken

v'Yiiksek agaroz konsantrasyonu:kiiciik porlar, kiigiik
DNA’larin ayrilmasini kolaylastirir.
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Farkh miktarlarda agaroz igeren jellerin ayirim

guciu
Jel igerisindeki Lineer DNA (bp)
agarozun miktari molekiillerinin etkin
(%, i) ayinm araligi

0.3 5.000 - 60.000
0.6 1.000 - 20.000
0.7 800 - 10.000
0.9 500 - 7.000
12 400 - 6.000
15 200 - 3.000
20 100 - 2.000

Agaroz:

O Bulyilk molekiller porlardan kugiik
molekdllere gore daha yavas gegerler.

O Bu boyuta gore ayrilmayi saglar, buna gore
blyuk molekiller kuyucuklara yakin kalirken,
kigukler daha uzakta yerlegir.

Jel elektroforezi ile DNA ayirimi

electrophoresis chamber

buffer solution  DNA fragments agarose gel

‘o
=

electrode electrode

i <)
biiyiik orta\ Kiigiik Elektroforez sonrast
2
T e
electrode el de

small DNA fragments move
further through the gel than
large fragments

Tampon Cozelti:

¢ DNA'nin elektroforetik hareketliligini
saglar, bu hareketlilik tamponun
kompozisyonuna ve iyonik glicline
gore degisir.

® Tris-borat-EDTA Elektroforez Tamponu
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Etidyum-bromiir: Etidyum-bromiir:
¢ DNA sarmal yapisina baglanarak jelde ylriiyen DNA'nin e
goruntilenmesini saglar Inercalation of EtBr into DNA

EtBr bir interkalasyon ajandir.

DNA'nin igine kendini gok kiguk bir gizgi halinde yerlestirir
orda kalir.

UV isiginin altinda parlak bir bant halinde gorilmesini saglar.

NOT: Etidyum bromid gui¢lii bir mutajen/karsinojendir ve orta
diizeyde toksiktir. Etidyum bromid igeren jellere ve soliisyonlara
elle dokunurken mutlaka eldiven giyilmelidir

Etidyum bromdir ile boyanmis agaroz jelin UV- M a rker ( D NA Sta n d a rd 1 ) .

transilluminator’daki géruntiist
e Boyutu ve yogunlugu bilinen DNA fragmanlaridir. Molekiler

belirteg olarak kullanilir
o DNA'larin bliyuklugiini saptamayi kolaylastirir.
» 100Bp
e 50Bp

1500p

S0bp

Yiikleme Tamponu: et

¢ Bromofenol mavi kullaniyoruz.

¢ Jel yukleme boyasi da denir. < wells
* Yiiriitme tamponun ii¢ gorev DNA € BromophenolBlue
vardir; (4/)
v Ornegin yogunlugunu artirarak
DNA nin kuyuya esit bir sekilde
dagilmasini saglar Anot
*)

v Ornege renk katar ve yiikleme
islemini kolaylastirir

v Elektrik alaninda tahmin edilebilir
bir hizda anoda dogru hareket
eden ornege renk vermek
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AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ ASAMALARI

Jel Tablasi (Kaseti)

Agaroz jel hazirlanmasi
a. %0.8'lik agaroz jel hazirlamak igin 0.4 gram agaroz tartilarak 50 ml 1X TAE
veya 1X TBE igerisine konulur.

c. Elle dokunulabilir sicakliga gelinceye kadar sogutulur ve igerisine son 2. Jel dokmis standimim hazirlanmasi,

konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromur eklenir.

d. Kabarciklarin olusmamasmna dikkat ederek karigtirilir. a. Jel taraklan elektroforez tankinda uygun yerlere yerlestirilir.




b. 3-5 mm kalinh@nda bir jel dokalr

c. Jelde hava kabarcig olmamasina dikkat edilir. Eger hava kabarcig varsa
mikropipet ucu ile uzaklastiniir

d. Tamamen donduktan sonra taraklar kuyucuklarin bozulmamasina ozen
gosterilerek gikartilir ve jel igerisinde 1X TAE veya 1X TBE bulunan tanka
aktarilr.

¢. Tampon gozeltisinin agaroz jeli Imm gegmesi yeterlidir.
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3. Omeklerin agaroz jel kuyularina yoklenmesi

a. ik kuyuya DNA standarti yuklenir.

_ b. Diger kuyulara omekler yukleme boyast ile karistinilarak yuklenir.
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4. Elektrotlarin uglan dogru sekilde yerlestirilir. Voltaj 1-5 V/cm olacak sekilde

hesaplanir.

5. Yakleme boyasi jelin 2/3'okadar yurodupunde yurotme durdurulur

UV ssiginds NA goslemleni

DNA Goriintlileme: Agaroz Jel
Elektroforezi Agaroz Jel Elektroforezi ile DNAKalitesi

ONA sample in gel loading buffer

N TBJ@ © onaseparation
* Yuksek molekuler agirlikli bant (>48.5 kb)

ﬁm":., /u‘o b
Cothode |
* Suriklenme, DNAdegradasyonunu gosterir

(ya da gok fazla DNA yliklenmis olmasini).

Power
Supply Ernctrical
R Fleki (&)
— ~<a—




Agaroz Jel Elektroforezi ile DNAKalitesi

insan tam kan DNAsI

1

LambdaDNA

marker Whole blood genomic DNA

Lambda DNAcut with Hind
Il marker

Kaltar hicrelerinde RNA

1 ‘

1005025 ng L/ 5SIRNA, tRNA, ve

+~— DNA

~— 285

GenomkDINA Degrade RNA diger kiigik RNA
markerian molekdilleri
ANALIZ
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Agaroz Jel Elektroforezi ile RNA Boyutu
ve Kalitesi

e Boyut: mRNA, ribosomal RNA’dan (rRNA) kiglk
veya daha biytk olabilir.

o Kalite: yuksek kalitede RNA'nin 6zellikleri;
v’ 28S rRNA bandi : 18S rRNA bandi = 2:1 yogunluk
v Az olan veya hig olmayan genomik DNA (yiiksek MW band)

Not: Eger 18S rRNA, 28S rRNA'dan daha yogun ise
veya her iki bant da surtklenmisse, RNA
degradasyonu muhtemeldir.

Wi by
vy

sisny SOl w—— i

— -—

Horizontal Agaroz Jel Elektroforezi Vertikal poliakrilamid Jel Elektroforezi
DNA/RNA DNA/RNA/Protein
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Poliakrilamid Jel Elektroforezi Poliakrilamid Jel Elektroforezi
o Akrilamidin polimerizasyonuyla hazirlanan eKlglk veya orta boydaki niikleik asitler ve
poliakrilamid jellerin elektroforetik proteinler igin ylksek ayristirma giicl

ayirimlarinda gesitli tstlinlUkleri vardir.

¢ Kilglk ya da orta boydaki nikleik asitler ve
proteinler igin yiiksek ayristirma glicline
sahiptir.

ekiiciik DNA pargalarinin ayrilmasi ve analizi

* (350.000 Da yani 500 bg’ye kadar)

¢ Jeldeki kiiglik por boyutlari blyik DNA
molekdllerinin analizi igin uygun degil

eproteinlerin ayrilmasi ve analizi

Poliakrilamid Jel Elektroforezi Poliakrilamid Jel Elektroforezi
*Jelin ayristirma giicti ve molekil boyutu aralig|, « Akrilamid, bir norotoksindir ve kanser
akrilamidin ve bis-akrilamidin olusturma tehlikesi vardir. Bu sebeple
konsantrasyonuna bagli ldi |
—Diisiik konsantrasyonda bilyik porlar — yiiksek MW calisilirken eldiven kullaniimasi zorunludur.

molek.

—Yuksek konsantrasyonda kiigik porlar — diisik MW
molek.

Poliakrilamid jel
elektroforezinde
kullanilan camlar

Poliakrilamid Jel Elektroforezi

1. Gubuk(tip) bicimde hazirlananjeller
—  Camtupler jeliledoldurulur.

— DNAOGrnegi jelin tepesine uygulanir, elektroforeze tabi
tutulur.

—  Jeltupten gikarilir vegoriinarlestirilir.

2. Duizlemsel (slab) bigimde hazirlananjeller
— iki camtabakasi (jel kaseti)arasinda hazirlanir.
— Tarakile kuyucuklarolusturulur.
— DNAGrnekleri yiiklenerek elektroforeze tabitutulur.
— Uygun boyama ile géruntirlestirilir.
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Camlararasina dékilmiis
Plastic Wrap jelin polimerize olmasi igin
yatay olarak birakilmast
(Ustten
gorunusg).

ready to polymerize

Camlar arasinadokilmis
jelin polimerizeolmasi
icin yatay olarak
birakilmasi (Yandan
gorlinds).

Poliakrilamid jelin elektroforezinden sonra giimiis boyamaile
g6runtrlestirilen STRIokuslar (Promega GenePrint STRSistemleri

Polimerize olmus jelin elektroforeze yerlestiriimesi ve
ornek yiklenmesi.

Sample
Sample

wells
Cathode O—Qﬂ'
I

(LR
FHELE
"
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