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OZET

Bu projede amacimiz;

Biyokimya, biyomedikal, genetik bilimi, mikrobiyoloji gibi alanlarda kullanilan jel
elektroforez cihazini tasarlayip, uygulama yapmaktir.

Jel elektroforez tiplerinden agaroz jel elektroforezi, mevcut sistemler incelenip kendi
tasarladigimiz cihaz ve elektrik devreleri ile gelistirilmesi saglanmistir.

Jel elektroforezi, saflastiriimis niikleik asit ve proteinlerin molekdl agirhgi, miktari ve alt
tiplerinin saptanmasinda yaygin olarak kullanilan molekuler bir inceleme yontemidir.
Elektroforetik analiz elektriksel bir alanda, ortamda ¢6ziinmus molekdllerin elektrik yuklerine
gore go¢ etmeleri prensibine dayanir. Bu go¢ hizi molekiliun blydkligine, yapisina, ortamin
yogunluguna, iyonik kuvvete ve uygulanan akima bagl olarak degismektedir.

Eksi yukli molekdller(anyonlar) arti yikli elektroda (katoda), artt yikli molekuller
(katyonlar) ise eksi yukli elektroda (anota) hareket eder.

Kullanilan molekilun jel Gzerindeki yerini belirlemek icin ortamda UV 1s1g1 altinda floresan
etki gosteren etidyum bromarin (EB) veya benzeri bir 1siyict maddenin bulunmasi

gerekmektedir.

Agaroz deniz yosunlarindan elde edilen bir seker molekilii zinciridir. Ureticiler bilimsel

calismalar icin 6zel toz formlar yapar ve oldukca da pahalidir.
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BOLUM 1
GIRIS

Jel elektroforezi, makromolekilleri buyuklik, elektrik yiki ve diger fiziksel ozellikler
temelinde ayiran bir yontemdir. Elektroforez (electrophoresis) terimi yukli partikillerin
elektrik akimi etkisi altinda hareketini acgiklamaktadir. Elektro (electro) elektrige karsilik
gelir, forez (phoresis) anlami karsiya gecirmek/tasimak olan Yunanca bir kelimedir. Jel
elektroforezi elektrik varliginda hareketlenen molekdllerin jel boyunca karsiya hareket ettigi
bir teknigi tanimlar. Elektroforez icin gerekli gug, jelin iki ucunda bulunan elektrotlara
uygulanan voltajdir. Bir elektrik alaninin bir molekilu hangi hizla jel ortaminda hareket
ettirdigi, molekdlin 6zelliklerine baghdir.

Bircok oOnemli biyolojik makromolekil (6rnegin amino asitler, peptitler, proteinler,
nikleotidler ve nikleik asitler) iyonlasabilen gruplara sahiptir ve pH’ya bagl olarak ¢ozeltide
katyon (+) ya da anyon (-) biciminde, elektrik yiki tasiyan turler olarak bulunurlar. Net
yukun ézelligine bagh olarak, yuklu partikuller katota veya anoda dogru hareket edecektir.
Ornegin, elektrik alaninin uygulandigi jel notral pH’da ise, DNA’nin negatif yikli fosfat
gruplari anoda dogru hareket eder (Westermeier, 1997).

Agaroz jel elektroforezi DNA molekillerinin ayrimi, tanimlanmasi ve saflastiriimasi igin
kullanilan standart bir yontemdir. Teknik basit, hizli ve diger prosedirlerle ayristirilamayan
DNA fragmanlarini ¢ozebilme yetenegindedir. Ayrica DNA’nin jeldeki konumunu, distk
konsantrasyonlarda floresan veren etidiyum bromid ile boyayarak belirlemek mumkandur.
Takip eden bolum, agaroz jel elektroforezinin hazirlanmasi icin fiziksel ilkeleri, bilesenleri
(jel matriksi, tampon, yikleme tamponu ve markor) ve proseduri agiklayacaktir (Sambrook
1989). Agaroz jel elektroforezinin fiziksel Ozellikleri nlkleik asitlerin ve proteinlerin
ayrilmasi i¢in kullanilan bir tekniktir. Makromolekillerin ayrilmasi iki degiskene baglidir:
yuk ve kitle. DNA gibi biyolojik bir drnek bir tampon c¢ozeltiye karistirilldigr ve jele
uygulandigi zaman bu iki degisken birlikte rol oynar. Bir elektrottan gelen elektrik akimi,
molekdlleri iterken ayni anda diger elektrot molekdlleri kendine dogru ceker. Jeldeki
strtinme kaynakl ayrim guct molekulleri biydkliklerine gére ayirarak “molekiler elek”
gorevi yapar. Elektroforez sirasinda makromolekdller, jelin porlarinda hareket etmeye
zorlanir. Elektrik alani altinda hareket oranlari su faktorlere baghdir:

- Alanin guci
- Molekillerin blayuklugu ve sekli
- Orneklerin goreceli hidrofobisitesi

- Molekullerin iginde hareket ettigi tamponun iyonik kuvveti ve sicakhgi



Elektroforezle ilgili basit denklemlerin incelenmesi, jel elektroforezinde yuklu partikdllerin
ayrilmasinin tam olarak anlasiimasi acisindan énemlidir. Elektrotlara voltaj uygulandiginda,
potensiyal gradient, E, olusur ve su esitlikle aciklanabilir :

E=V/d 1)

V, uygulanan voltaj ve d elektrotlarin cm olarak birbirinden uzakhgidir.

Potansiyel gradient, E, uygulandigi zaman, yUkli molekuller Gzerinde bir gug, F, olusur ve su
esitlikle agiklanir :

F=Eq 2

g molekidl Gzerindeki yiktir (Coulomb). Bu gi¢ Newton cinsinden o6lc¢ilebilir ve yukli
molekilin elektroda dogru hareket etmesini saglar.

Ayni zamanda yukli molekdllerin hareketini yavaslatan, strtinmeden dogan bir de direng
vardir. Bu direng fonksiyonlari :

- Molekilin hidrodinamik bayukligu

- Molekdlin sekli
- Elektroforez icin kullanilan ortamdaki por blyuklugu
- Tamponun yogunlugudur.

Elektrik alaninda yikli molekullerin hizi (v) potansiyel gradient, yuk ve sirtinme gicinin
bir fonksiyonudur ve su esitlikle agiklanabilir:

v=Eq/f (3)
f strtlinme katsayisidir.

Bir iyonun elektroforetik hareketi, M,iyon hizinin potansiyel gradiente bélinmesi biciminde
gosterilir

M=v/E (4)

Buna ek olarak esitlik 3’te goruldigu gibi elektroforetik hareket M,molekul yukunin q ,
strtnume katsayisi f ‘e bolunmesi bigiminde de gésterilebilir

M=q/f (5)

Potansiyel gradient uygulandiginda farkli yikli molekuller farkl elektroforetik hareketlilige
(M) bagli olarak ayrilmaya baslayacaktir.



Elektroforetik hareketlilik yiklt grubun pK degerine ve molekul buyuklugine bagl olarak,
yuklu bir molekdlin 6nemli ve karakteristik bir parametresidir. Farkli siirtiinme kuvvetlerine
maruz kalacaklarindan, ayni yuki tasityan molekuller dahi farkli molekil buyiklikleri sebebi
ile ayrilmaya baslayacaktir.

Lineer cift zincirli DNA, jel matrislerinde baz ciftlerin sayisinin log1l0’una ters orantili
sekilde hareket eder. Daha buyuk molekiller daha fazla surtinme engeli ile karsilasirlar ve
jelin porlarinda daha etkisiz bir sekilde hareket ettikleri igin daha yavastirlar.

Cozeltideki elektrotlar arasindaki akim, ¢cogunlukla tampon iyonlar tarafindan iletilirken, ¢ok
az bir bolimd de ornekteki iyonlar tarafindan iletilir. Akim 1, voltaj V ve diren¢ R arasindaki
iliski Ohm Kanunu’nda soyle gosterilir:

R=V/I (6)

Bu denklem, R direnci icin uygulanan V voltajini arttirarak elektroforetik ayristirmanin
hizlandirilabilecegini gosterir. Bu da | akiminda bir artisla sonuglanir. Kat edilen uzaklik hem
akim hem de zamanla orantili olacaktir. Ancak, V voltajindaki artis ve buna bagli olarak |
akimindaki artis, cogu elektroforez tiirtinin baslica problemlerinden biri olan 1s1 olusumuna
yol acar. Bu durum, elektroforez sirasinda olusan Watt olarak 6l¢tilen W guciinin, direng ile
akimin karesinin ¢arpilmasi bi¢ciminde hesaplandigi su denklemle gosterilir:

W=12R (7)

Elektroforez isleminde Gretilen giiclin biyuk boltimd 1s1 olarak dagilacagr icin su zararli
etkiler ortaya ¢ikabilir:

- Aynistirilan 6rneklerin yayilmasina neden olan tampon iyonlarinin ve 6rnegin diflizyon
oraninda bir artis,

Ayristirilimis  6rneklerin  karismasina neden olan konveksiyon (isityayim) akimlarinin
olusumu,

- Istya duyarli olan drneklerde intabilizasyon (6rnegin DNA’nin denatlrasyonu),

- Tampon yogunlugunda azalma ve buna bagli olarak ortam direncinin dismesi.



BOLUM 2

ELEKTROFOREZIN TANIMI

Yukli molekdllerin bir elektriksel alan uygulandiginda, sivi iceren bir ortamda hareket

hizlarinin 6lguldigu bir yontemdir. (Ek Resimler 1)

Elektroforetik sistemde analizi yapilacak 6rnek bir destek ortamina uygulanir. Modern
elektroforetik tekniklerde destek ortami olarak daha ¢ok jeller tercih edilmektedir. Jeller igine

uygun tampon yerlestirilerek islem gerceklestirilir.

Makro molekilleri(6zellikle nukleik asit ve proteinleri) birbirinden ayirmak bazen
saflastirmak icin kullanilir. Molekdlleri buytklik, yik ve konformasyonlarina gore ayirmaya
yarar. Analiz edilecek 6rnek jele bir leke ya da ince bir bant halinde uygulanir. Kati jel destegi
ile ayrimi yapilacak molekullerin hareketi, molekdllerin yikine boyutuna, bigimine, kimyasal
icerigine ve uygulanan elektriksel alana baglidir.

Oldukga hizli ve kullanishi bir teknik olan elektroforezin bir homojenattaki molekulleri ayirma
kapasitesi genellikle fazla ylksek degildir. Bu nedenle bu teknikten preperatif olarak sinirli
olctde yararlanilmaktadir. Buna karsilik az miktardaki protein ya da nikleik asit karisimlarini
(ayrica nukleoprotein ve polisakkarit karisimlarini) saflastirmakta ve analiz yapmakta yaygin

olarak kullanthr.
Elektroforez Aygitlarinda iki Temel Esitlik Onem Tasir :

1- Ohm yasasina gore ,elektrik alani,akim ile direncin carpimina esittir.Elektroforez
aygitinda olusan direncin hemen hemen tamami jel tarafindan olusturulur. Direng,
akimin gectigi bolgenin alaninin ve kullanilan tamponun iyonik kuvveti ile ters
orantilidir. Belli bir akim icin, jelin kalinliginin veya tamponun miktarinin ve iyonik
kuvvetinin azalmasi direnci arttirir; boylece jel boyunca olusan voltaj derecelenmesi
ve jele uygulanmis molekulln elektroforetik go¢ hizi artar.

2- Sistemin Urettigi gl direnc ile akimin karesinin carpimina esittir. Uretilen giig 1s
seklinde ortaya cikar ve elektoforez aygiti, jelin sicakligini artirmaksizin ancak belli
miktarda gucu dagitabilir. Bu nedenle voltajin Ust sinirt genellikle elektroforez
aygitinin isty1 dagitma yetenegine baglidir.
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2.1. ELEKTROFOREZIN TARIHCESI

Bu ayirma yontemi ilk olarak isvecli kimyaci Arne Tiselius tarafindan serum proteinleri
tizerinde calisirken bulunmus ve bu calismadan dolayr kendisi 1948'de Nobel Odilii ile
odullendirilmistir. Elektroforezin kapillerde gerceklestirilmesinin avantajlari  1980’lerin

baslarinda Jorgenson ve Lukas’in ¢alismalari ile belirginlesmistir.

1937°’de tanimlanan serbest sollisyon elektroforezi,frontal elektroforez veya “moving
boundary” elektroforezidir. Tiselius bir elektrolit solusyonunda ¢6zunmus olan proteinleri,
protein-elektrolit sollisyonunun bulundugu “U” seklindeki kuartz bir borunun(Resim 1)

icinden elektrik akimi gecirerek ayirmistir.

pH 7.6°da albumin, a, B ve y olarak isimlendirilen 4 serum protein fraksiyonunu saptamis
ve bu bandlarin sinirlari arasindaki absorbans degisikligini optik olarak élgmastir. Bu teknik
hala elektroforetik mobilite ve protein-protein etkilesimi ile ilgili arastirmalarda
kullaniimaktadir; fakat,klinik laboratuvarlarda rutin galismalar igin kullaniimaz, kompleks bir
arac gerektirir,teknik zordur ve 0.5 mL 0rnek gerektirir.

En yaygin elektroforez uygulamalari, serum proteinleri, hemoglobinler ve izoenzimleri
icerir. izoenzimlerden ise, CK, LDH ve ALP en yaygin olarak kullanilandir. Piyasadaki

yaygin elektroforez enstriiman dreticileri Beckman Instruments, Helena Laboratories ve Sebia

Laboratories’e ait olanlardir.

Resim 1: Arne Tiselius- Protein-Elektrolit Sollisyonunun Oldugu “U” Bi¢cimdeki Kuartz
Boru Sekli



2.2.ELEKTROFOREZ CESITLERI

KLASIK YONTEM

1. Kagit elektroforezi

2. Seliiloz asetat elektroforezi

3. Jel elektroforezi

a. Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)
b. Agaroz jel elektroforezi

KAPILLER ELEKTROFOREZ

1. Kapiller Bolge Elektroforezi (CZE)
2. Kapiller Jel Elektroforezi (CGE)
3. Kapiller izoelektrik Odaklama (CIEF)

4. Kapiller izotakoforez (CITP)

2.3.CALISMA PRENSIBI

Makro molekilleri(6zellikle nikleik asit ve proteinleri) birbirinden ayirmak bazen
saflastirmak icin kullantlir. Moleklleri blytklik, yik ve konformasyonlarina gére ayirmaya
yarar. Biyokimya ve molekiler biyolojide uygulanan en yaygin yontemdir. Eksi yikli
molekdller(anyonlar) arti yikll elektroda (katoda), arti yuklt molekuller(katyonlar) ise eksi
yuklu elektroda (anota) hareket eder. Elektroforezde tampon sistem kullanilir ve bir

ortam(kagit,sellloz asetat,nisasta,agaroz jeli ya da poliakrilamit) ile bir dogru akim kaynagi

gerekir. (Resim 2)(Ek Resimler 2)
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Resim 2: Elektroforez Sistemi



2.4.Agaroz Jel Elektroforezi

Serum proteinleri, hemoglobin varyantlari, LDH izoenzimleri, lipoprotein fraksiyonlari ve

diger maddelerin analizi i¢in basariyla uygulanmaktadir.

Agaroz sicak suda ¢6zin(r, sogutuldugu zaman, karsthkli hidrojen baglarinin olusumu ile
jel yapisi olusur. Bu olusum geri dénustimlidir. 200-50,000 bg boyutlari arasindaki DNA ve

RNA molekdllerini tanimlamakta kullanilan standart yontem agaroz elektroforezidir.

Agaroz bir alg turinden elde edilir. Jel elektroforez tanponuna koyulmus agarozun yiiksek
sicaklikta ¢ozindirilmesi ile hazirlanir. Kaynatilmis agaroz c¢ozeltisi 50 dereceye kadar

sogutularak jel tepsilerine dokulir.

Ayrimi yapilacak 6rnek taraklarla olusturulmus kuyucuklara yiklenir ve elektriksel alanda
yuratilerek ayrimi yapihir. Jel uygun sekilde hazirlanirken ya da drnekler yiklenip elektriksel

olarak ayrildiktan sonra boyanir ve drneklerin gérintilenmesi gerceklestirilir.

Nikleik asitlerin agaroz jeldeki hareketleri agaroz konsantrasyonu ile nukleik asit
molekdllerinin boyutlari ve seklinden etkilenir.Nukleik asitlerin ayirimi icin en etkin agaroz
konsantrasyonlari %0,3-2,0 dir.Agaroz jel elektroforezi ile 6zellikle degisik kaynakli DNA
nin izole edildikleri veya enzim kesim drlnlerinin molekdl agdirhklari ve miktarlari

belirlenebilir. Ayni zamanda proteinlerin yuklerine gore ayrilmasinda da kullaniimaktadir.

2.5.Poliakrilamid Jel Elektroforezi

En yaygin kullanim alani olan elektroforez tipidir. Jel sentetik bir madde olan akrilamid ile
akrilamid turevi olan N-N'-metilen bisakrilamidin polimerlesmesiyle olusturulur ve 6rnekler
bu jel Gzerinde yuratuldr. Proteinler icin cok uygun oldugu gibi DNA ve RNA elektroforezleri
icin de kullanilabilir. Akrilamid miktar1 ve akrilamid/bisakrilamid orani jelin ayristirma
kapasitesini belirler. Akrilamid / bisakrilamid orani yikseldikce jellerde i1sinma fazlalasir,

kirllganlik artar, daha kolay yikanir.(Resim 3)

Akrilamidin polimerizasyonuyla hazirlanan poliakrilamid jellerin elektroforetik ayirimlarinda

cesitli ustunlukleri vardir.



Kicuk ya da orta boydaki (yaklasik 1 milyon dalton kadar)nikleik asitler ve proteinler igin

yuksek ayristirma glictine sahiptir.

Goc eden molekillerle destek materyali arasindaki etkilesim minimum dizeydedir. Destek
materyali fiziksel olarak oldukga kararli ve dayaniklidir.

Poliakriklamid jeller akrilamid ve capraz baglayici N,N’metilen-bis akrilamidin serbest
radikal polimerizasyonu ile hazirlanir.Kimyasal polimerizasyon bir baslatici-katalizor
(amonyum  persulfatTEMED)  sistemi  tarafindan  kontrol  edilir.Fotokimyasal

polimerizasyon,UV 1s1g1 altinda riboflavin tarafindan gerceklestirilir.

ISiefill b t=ibalAe ez a8
R e
&H imibeli prae (Ao B araisn

¢ 2

28 VE MEREAPTOETANOL LS BEITHA

B
B R
A - I 2

L]

|
o PELIAERILANIT | ZL TLESTREFORET]
g Lr—
i we -
o L] —

A @ e
Fachram ol b

Resim 3: Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Proteinlerin ayrilmasi igin kullanilan jeller genelde %7,5 poliakrilamid igerir. Bu jeller
10.000-1000,000 Da molekdaller icin kullanilabilir ama en iyi ¢6ziinme 30,000-300,000 Da
arasinda elde edilir. Bir jelin ayristirma giici ve molekil boyutu araligi akrilamid ve bis

akrilamid konsantrasyonuna baglidir.iki maddenin polimerizasyonu ile jelde porlar olusur.

Dusuk konsantrasyonda daha buyuk porlar olusur ve yiiksek molekil agirhkli biyolojik
molekdillerin analizi yapilabilir.Yuksek konsantrasyonlarda ise kiglk porlar olusur ve distik

molekal agirhkli molekullerin ayrilmasi yapilir.



2.6.Kagit ve Seltloz Asetat Elektroforezi

Kagit tampon ¢ozelti ile doyurulduktan sonra, iki ucu tampon cozeltiye batacak sekilde
gerilir. Ornek madde kagt tizerine genellikle bir gizgi halinde suriliir. Kurumamasi icin kagit
hem Gstten kapatilir hem de bir su deposu Ustiinde tutulur. Gerilim uygulandiktan sonra bir

stre bekletilir, stire tamamlandiginda kagit ¢ikartilir, kurutulur ve analiz edilir.(Resim 4)
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Resim 4: Kagit Elektroforezi

2.7.Kapiller Elektroforez

Kapiller, ince ¢apli ve ince duvarli damarlardir. Ceperleri yari gegirgendir. Arterlerin dokulara
ulastigi en ince uclarina arter kapilleri, venlerin baslangic yaptigi en ince uclarina ven

kapilleri denir.

Cozelti icindeki partikillerin elektriksel alan etkisi altinda go¢ etmesi prensibine dayanan

yeni ve gucli bir analitik ayirma teknigine ise kapiller elektroforez denir.(Resim 5)

Fiziki temelleri diger elektroforezlerle ayni olmasina karsin, teknik ve gerektirdigi ekipman
cok farkhdir.

Duyarlihgi, test maliyetinin dustklugd, otomasyona uygunlugu, test cesitliligi gibi
avantajlaryla kapiller elektroforez, kiglik capli (25-75 um),100 cm. uzunlugunda ‘fused’

silika kapiller boru kullanilarak gerceklestirilen bir yontemdir.



Tipik bir sistem, ince silika kapiller bir boru, iki elektrolit tampon haznesi, bir yiksek voltaj
gl¢c kaynagi ve bir veri degerlendirme birimiyle iliskili detektérden olusmaktadir. Dar ¢aph
tlplerde calismanin avantaji, diger elektroforetik yodntemlerde olusan Isinin ortadan
kaldirilmis olmasidir. Normal jeller icin kullanilan max voltaj 15-40 V/cm iken, kapiler
elektroforezde 800 V/cm gibi yuksek bir akim uygulanabilir. Boylece DNA’y! jeldeyuritme

sresi saatlerden dakikalara diser ve oldukca 6nemli bir zaman kazanci saglanir.

Resim 5: Kapiller Elektroforez

Kapiler Elektroforez ile uyusturucu maddeler, ila¢ etken maddeleri, patlayict maddeler,
miurekkepler, inorganik anyon ve katyonlar vb. maddeler, adli amaclarla mikemmel bir
sekilde ayrintili olarak incelenebilmektedir.

Ornegin, mirekkeplerin boyar madde bilesenleri bu teknik ile tek tek ayrilarak, tilkenmez

kalem murekkepleri mukayese edilebilir ve her bir boya tanimlanabilir.

2.8.Arastirmanin Amaci

Jel elektroforezi nikleik asitlerin ve proteinlerin ayrilmasi icin kullanilan bir tekniktir.
Makromolekullerin ayrilmasi iki degiskene baglidir: yik ve kitle. DNA gibi biyolojik bir
ornek bir tampon ¢ozeltiye kanstirildigi ve jele uygulandigi zaman bu iki degisken birlikte rol
oynar. Bir elektrottan gelen elektrik akimi, molekulleri iterken ayni anda diger elektrot
molekdlleri kendine dogru ceker. Jeldeki surtinme kaynakli ayrim gicl molekilleri
blyudkllklerine gore ayirarak “molekiler elek” gorevi yapar. Elektroforez sirasinda

makromolekadiller, jelin porlarinda hareket etmeye zorlanir.
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AMAG:

Elektroforezin amaci hastadan herhangi bir zamanda belirli bir miktar kan alinmasiyla
baslar. Laboratuvarda elektroforez islemi uygulanan kanin Hb A, Hb Aj ve Hb F yogunluklar
ayri ayri belirlenir. Bu laboratuvar incelemesi kansizlik turlerinin ayirt edilmesi agisindan
blylk 6nem tasiyan bilgiler verebildiginden, ¢ok sik kullanilan bir yéntem haline gelmistir.
Laboratuvara gelen kanda 6ncelikle anormal bir hemoglobin bulunup bulunmadigr arastirilir.
Bu asamada anormal yapida bir hemoglobine rastlanmazsa incelemeye son verilir; anormal
yaptli bir hemoglobin bulunursa bunun yapisini aydinlatmak amaciyla bir ileri asamaya
gecilir. ilk asamada hemoglobin seliiloz asetat ile alkali pH’a getirildikten sonra isleme tabi
tutulurken, daha ileri inceleme gerektiren durumlarda hemoglobinin baska bazi maddelerle
islem gérmesi ya da n6tr pH’a ulasmak igin fosfat ile tamponlanmasi gerekmektedir. Yapilan
ileri inceleme, hemoglobin zincirlerinin yapisini ve hangi hemoglobinlerin hangi yogunlukta

bulundugunu gosterecektir.

2.9.Elektroforezin Kullanim Alanlari

=  Patolojik durumlarin tanimlanmasinda ve takibinde siklikla kullanilir. Serumda, dokuda,
hemoglobinde ve idrarda, patolojik durumlar sonucunda ortaya g¢ikan normal olmayan
proteinlerin varhgini, normal proteinlerin yoklugunu veya tedavi sirasinda hastaligin seyrini

izlemek amaciyla kullantlir.

= Son yillarda proteomiks teknolojisinin, en 6nemli yéntemlerinden biri haline gelmistir. Bu
yontem ile protein miktarlarindaki cok kuciik degisikliklerin dahi analizi yapilabilmektedir.

Boylece, patolojik durumlarda ortaya ¢ikan yeni proteinler kolaylikla tanimlanabilmektedir.

= QOtomatize edilmis olmasi nedeniyle, basta kimya, biyokimya, farmakoloji, toksikoloji, adli tip

bilimlerini kapsayan cesitli bilimsel alanlarda pratik ve yaygin bir bicimde kullaniimaktadir.

=  Yasadisiilag kullanimi analizi igin de kullanilmaktadir. KE'nin, laboratuvarlar arasi yeterlilik

testlerinde yasadisi eroin ve kokain testlerinde son derece glivenilir oldugu kanitlanmistir.

= El yapimi patlayicilarin degerlendirilmesi acgisindan da, patlamadan arta kalan anyon ve
katyonlarin incelenmesini kolaylastirarak, kullanilan patlayici karisimi tipini ve kaynagini

saptamaya yardim etmektedir

= Saflastirma
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1.MATERYAL

3.1.1.Agaroz

Deniz yosunundan ekstrakte edilen dogal bir kolloit olan agaroz, galaktoz ve 3,6-
anhidrogalaktoz tnitelerinin ardisik olarak yer aldigi agarobioz Unitelerinin tekrarlanmasindan
olusan ve molekiler kutlesi yaklasik 12.000 Da olan lineer bir polisakkarittir. Agaroz ¢ok
hassastir ve elle dokunuldugunda kolayca bozulabilir. Agaroz jel blyuk por ¢apina sahiptir ve
temelde 200 kDa’dan daha buyiik molekilerin ayrilmasinda kullanilir.

Agaroz jel elektroforez islemi hizhdir, fakat agaroz jellerde olusan bantlar bulnaikga ve
dagilmaya meyilli olduklari icin ¢ozinurliga sinirlidir. Bu por c¢apinin bir sonucudur ve
kontrol edilemez. Agaroz jel kuru toz halindeki agarozun sivi bir tampon igine konmasi ve
sonra karisimin, agaroz berrak bir ¢cozeltiye donlisene kadar kaynatiimasiyla olusturulur. Daha
sonra bu cozelti jel tepsisine dokulir ve oda sicakhginda katilasincaya kadar sogutulur.

Katilastiktan sonra yogunlugu agaroz konsantrasyonuyla belirlenen bir matris olusturur.

Agaroz dogrusal bir polimer olan, temel yapisi, 1,3 baglantili B-D-galakto-furanoz ve 3,6
1,4-baglantili - o-L-galakto-furanozun dehidrasyon. Agar, pektin heterojen karisimlarindan

olusan bircok kiicik molekdllerden olusur.(Ek Resimler 3)

3.1.2.Tamponlar

Jel elektroforezinde kullanilan tamponlar;

- Elektrik akimini tasimak

- Elektroforezin yuratildigu pH’yi belirlemek

- Yuruttlen molekdlin elektriksel yikinu belirlemek amaclariyla kullanilir.
Tamponun iyonik guct ise ;
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- iyonik bulutun kalinlasmasi
- Migrasyon orani
- Elektroforetik zonlarin daha keskin ayriimasi

- Molekillerin hareket etmesinde dnemlidir.

3.1.2.1.Elektroforez Tamponu

DNA’nin elektroforetik hareketliligi elektroforez tamponunun kompozisyonuna ve iyonik
giiciine gore degisir. iyonlarin yoklugunda, eletrik iletimi en disiik diizeydedir ve DNA cok
yavas hareket eder yahut hic¢ etmez. Yilksek iyonik gucli bir tamponda ise elektrik iletimi ¢ok
verimlidir fakat onemli miktarda 1s1 olusur. En kot durumda bu isi sebebi ile jel erir ve DNA

denattire olur.

Dogal cift zincirli DNA elektroforezinde kullanilan tamponlar mevcuttur.(Resim 6).
Bunlar genellikle EDTA (pH 8,0) ve yaklasik 50 mM (pH 7,5-7,8) konsantrasyonunda Tris-
asetat (TAE), Tris-borat (TBE), veya Tris-fosfat (TPE) icerir. Elektroforez tamponlari
genellikle konsantre soltisyonlar olarak hazirlanir ve oda sicakhginda saklanir.

TBE, agaroz jel elektroforezi icin baslangicta 1x calisma giicliinde kullaniimistir. Ancak,
0,5x calisma sollsyonu yeterinden fazla tamponlama kapasitesine sahiptir ve artik hemen
hemen tiim agaroz jel elektroforezleri bu tampon konsantrasyonu kullanilarak yapiimaktadir.

Resim 6: Tampon C0zelti Tanki
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3.1.2.2Agaroz Konsantrasyonu

Belirli blyuklikteki bir DNA parcasi agarozun konsantrasyonuna bagli olarak jel icinde
farkli hizlarda hareket eder. Belirli konsantrasyondaki agaroz ve/veya tampon icin 20 ile
50.000 bp arasinda buyuklige sahip bir DNA parc¢asini ayirmak mimkindir. Yatay jellerde

agaroz genellikle %0,7 ile %3 arasindaki konsantrasyonlarda kullanilir.

Lineer DNA molekillerinin ayrimi icin tavsiye edilen agaroz jel konsantrasyonu;

% Agaroz DNA biyuklik arahgr (bp)
0.75 10.000-15.000
1 500-10.000
1.25 300-5000
1.5 200-4000
2.00 100-2500
2.5 50-1000

Tablo 1: DNA molekdllerinin ayrimi icin tavsiye edilen agaroz jel konsantrasyonu

3.1.2.3.Yurutme Tamponu

Yuritme tamponu oncelikle agaroz jele yuklenecek DNA o6rnekleri, genellikle su, sakaroz
ve bir boyadan (6rnegin ksilen siyanol, bromofenol mavi, bromokresol yesil vb) olusan
yuritme tamponuyla Kkaristirilarak hazirlanir. Yuklenecek DNA’nin  maksimum miktari
parcalarin sayisina baghdir. Etidiyum bromid ile boyanmis bir jelin fotografiyla belirlenebilen
minimum DNA miktari, 0,5 cm genisligindeki bir bantta, 2 ng’dir. Bu genislikteki bir bantta
500 ng’dan daha fazla DNA varsa kuyucuk asiri yiklenecektir ve bu da bulanikliga yol
acacaktir. (Ek Resimler 4)

Yuritme tamponunun Ug gorevi vardir:

Ornegin yogunlugunu arttirarak DNA’nin kuyuya esit bir sekilde yayilmasini
saglamak.
Ornege renk katmak ve bu sayede yiikleme islemini basitlestirmek.
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Elektrik alaninda tahmin edilebilir bir hizda anoda dogru hareket eden 6rnege renk

vermek.

3.2.CIHAZLAR VE ALETLER

1)Elektroforez Tanki

2)Gl¢ kaynagi

3)Mikrodalga firin (lecla marka)

4)Mikropipet

5)Laboratuvar Tupleri

6) Transillminator(uv)(herolab marka)

7)Plastik Tarak(jel Gzerindeki kuyucuklari olusturmak igin kullanilir)

(Ek Resimler 5-6-7-8)

Kimyasal Malzemeler:
1 gram Agaroz(C24H38019)
50-60 ml TBE(tris borat)

2 ml Etidyum Bromr (EtBr)( C21H20BrN3)

3.3.GUC KAYNAGI

3.3.1.Elektrik devresi icin kullanilanlar

Gug kaynagt, genel tanimiyla, bir enerji Ureticisidir. Elektrotlar arasinda elektrik akimi saglar.
- GO¢ hizinin artmasi,

- Ayirt edilen molekillerin buharlasmasi,
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- Su kaybi,
- lyon konsantrasyonunun artmast,
- Tampon viskozitesinde azalma direncinin dismesi,

- Bu problemleri en aza indirmek icin: sabit akiml gl¢ kaynagi kullaniilmahdir.

3.3.2.Dogrultucu
AC gerilimi DC gerilime ceviren gi¢ kaynaklaridir.

Elektronikte kullanilan dogrultucularin yararlandigi AC gerilim, sehir sebekesinden alinan

220 Volt 'luk gerilimdir. Bu gerilim siniizoidal olarak degismektedir.
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Tablo 2: Dogrultucularin Zaman Grafigi
Dogrultucularin Yapisi:
Transformator: 220V ihtiya¢ duyulan AC gerilime dontstirilmesini saglar.

Dogrultma Devresi: AC gerilimi DC gerilime c¢eviren devredir. Bu DC gerilim, sinizoidal
degisimin tek yonl halidir.

Filtre Devresi: Dalgalanmasi mimkiin oldugunca az DC gerilim olusumunu saglar.

Regilator Devresi: Tam dogrultulmus DC gerilim olusumunu saglar.
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Tablo 3:Dogrultucularin yapisi

Guc¢ kaynagimizda kullandigimiz devre elemanlari asagida verilmistir.
induktor=100 uH
Diyot=ES2F

C1 ve C3 kondansatorleri=100 nF 50 V,C2 kondansatdrii=10 uF 250 V,C4
kondansatorii=100 nF 50 V,C5 kondansatori=4.7 uF 250 V,C6 kondansatdrii=100 nf 250 VV

Potansiyometre=50 K

R1 direnci=0.01 ohm 1 W,R2 direnci=IM % W,R3 direnci=15 K 1W,Ul
entegersi=MAX1771,T1 transistori=IRF644,Switch=CKC5102

Resim 7’de guc kaynagimizda kullanilan elemanlari gorebilirsiniz.
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Resim 7: Gi¢ Kaynagi Elemanlari



Gug kaynagimizin devresinde 100uH’lik indiktor kullaniimistir. Bu indiktor devre icin

gerekli olan akimi saglamaktadir, gerilimi istenilen seviyeye dustirmektedir.

Devrede kullanilan diger elektronik malzeme diyottur. Devrede kullanilan diyot devreye
gelen AC gerilimi DC gerilime cevirmek icin yarim dalga dogrultma yapan (bir tane diyot
kullanildigi icin) elektronik malzemedir, akimi (+) alternansta gecirirken (-) alternansta

gecirmemektedir. Devrede kullanilan diger bir malzeme kondansatorddr.

Kondansator devrede filtreleme islemi yapmaktadir. Diyottan gecen (+) alternansi filtreleme
yaparak gerilimin daha dizgln bir hala gelmesini saglamaktadir.Deneyimizde 25-100 V
gerilime ihtiya¢c duydugumuz icin gl¢ kaynagi devresinde MAX1771 entegresi kullanilarak
yukseltec devresi kullaniimistir.

Devreye paralel olarak baglanan potansiyometre ile de istenilen gerilim ayari yapilmaktadir.
Ayrica devre Uzerinde kisa devreleri 6nlemek icin kisa devre koruma devresi mevcuttur.(Ek
Resimler 9-10)

Devre elemanlarini yerlestirmeden ve lehimlenmeye baslamadan dnce baski devre plaketinin

bakir yollari gbzle ve bir avometre ile kontrol edilmelidir.

Elektrolitik kondansatorlerin kutuplu oldugu icin polaritelerine, diyotlarin anot-katot uclarina
ve regule entegrelerinin giris, ¢ikis uclarina dikkat etmek gerekir. Elektrolitik kondansatorler
plakete iyice oturtularak monte edilmelidir. Hareket etmesi, iceriden bacaginin kirlimasina

neden olabilir.
Potansiyometre kablo baglantisi kolay olacak sekilde monte edilmelidir.
Anahtar, acik-kapali (1-O) olmak (zere iki konumludur.

Lehimleme yapilirken lehimle ilgili tim kurallara uyulmasi gerekmektedir. Lehim yapilirken
soguk ve catlak lehim olmamasina dikkat edilmeli, iki yizey de iyice isindiktan sonra lehim

yaptimalidir.

Lehimin kendiliginden dagildigi gozlenmelidir. Lehim sogurken devre elemanlari hareket

ettirilmemelidir.
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BOLUM 4

TASARIM

Arastirmalarimiz sonucunda uygun olan konseptin ve seklin dogrultusunda belirledigimiz
boyutlar neticesinde saglamlik, dayaniklilik ve kullanisli olmasi agisindan “mika” malzemesi
kullanmaya karar verdik. Parcalarimizin boyutlarini, kalinhiklarini oranlarken denememize

yardimci olmasi agisindan uygulama kisminda parcalar kullandik.(Resim 8)

Resim 8: Tasarim Tank Asamalari

Dogru sonuca daha garanti bir sekilde ulasmak adina belirli ¢izimler yaptik.(Resim 9)

o | E | !

Tank Yank Kapaklar

R

Franhk Frey Tarar

Resim 9: Tasarim Tank Asamalari
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Parcalarimizi yapistirirken arastirma sonucunda seffaf silikon kullandik, tankimizin icine
konulacak kimyasal sivilarla etkilesim durumu olmadigindan ve elektrigi iletmediginden
tasarimimizi dikkatli bir sekilde adim adim parcalari birlestirerek sonlandirdik.(Resim 10)

Tasarim asamasinda kullanilan yapistirici cok 6nemlidir. Eger ¢ok guicli bir yapistirici
kullanilsaydi yapilan en ufak hatada parcalari yerinden ¢ikarmak cok gii¢ olurdu. Mika
parcalari her ne kadar saglam parcalar olsa dahi kirilabilir. Yapistiricinin kuvvetli olmasi

durumunda yeniden diizen yapmak mimkin degildir.

Eger baska yapistiricilar kullaniimak istenirse jel ve ¢ozelti ile etkilesim yapmayacagindan

emin olunmahdir.
Silikon kullaniimasinin amaci yapilan yanlis yapistirmanin geri déntistinun olmasidir.
Mika pargalari silikon ile yapistirildiktan sonra donan kisimlari temizlenmelidir.

Mika parcalari dogru yapistirildiktan sonra sizdirma yapmamasi icin silikon Gzerinden bir kat
daha gidilebilir.

Resim 10: Tasarim Tank Asamalari

*Ek resimler boliminde daha fazla resim bulunmaktadir.(12-13-14)
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BOLUM 5

TARTISMA VE DENEY

5.1.Elektroforezin Deney Asamalari

Uygulama ve yuritme:

Teknige, sureye ve analizin cesidine gore degisebilir.
Boyama:

Sadece incelenecek maddeyi boyayan boyalar kullanilir.
Temizleme:

Normalde destek ortami boya igine kondugunda tamamen boyanir. Ancak biz sadece
incelenecek kismin boyali 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 stlfoksit veya diger seffaflastiricilar kullanilabilir.
Degerlendirme:

Dansitometre de yapilir.

5.2. Agaroz Jel Hazirlanmasi

%2’lik agaroz jel hazirlamak igin toz halindeki agarozdan hassas laboratuar tartisinda
1 gr tartthr. 50 ml Tris Borat ¢Ozeltisi icerisine konulur. Bu Ol¢tim yapilirken litre

seviyesini gosteren laboratuar tipd kullanilir.(Resim 11)

21



Resim 11:Deney Asamalari

Mikrodalga firinda agaroz tamamen eriyene kadar kaynatilir. Bu islemin sebebi
agarozun Tris Borat ¢Ozeltisi icerisinde tamamen ¢6zlinmesini saglamaktir. (Resim
12)

Resim 12:Deney Asamalari

Elle dokunulabilir sicakliga gelinceye kadar sogutulur ve icerisine son
konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak sekilde 2 ml etidyum bromur eklenir. Etidyum
bromr jelin muhafazasi icin énemlidir. Etidyum Bromdr jelin ph degerini uzun siire
koruyabilir. Etidyum bromiriin bir diger etkisi ise boya ile karistirilan DNA’nin UV

15101 altinda g6zlemlenebilmesini saglar. (Resim 13)
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Resim 13: Deney Asamalari

5.3.JEL DOKME STANDININ HAZIRLANMASI

Jel taraklari elektroforez tankinda jelde dizgun bdlmeler olusturacak konuma
yerlestirilir. Taraklar jel Uzerinde DNA ve boyalari igerisine koyabilecegimiz

kuyucuklari olusturur. Kullanilan taraklar plastik malzemeden yapilmistir. (Resim 14)

Resim 14: Jel Dokme Tanki

3-5 mm kalinh@inda bir jel dokulir. Dékilen jel kimyasal maddeler icerdigi icgin
eldiven kullaniimahidir. Jeli tank kismina yerlestirirken jelin zarar gérmemesine dikkat
edilmelidir. (Resim 15)
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Resim 15:Agaroz Jel

Jelde hava kabarcigi olmamasina dikkat edilir. Eger hava kabarcigi varsa mikropipet
ucu ile uzaklastirilir.

Tamamen donduktan sonra taraklar kuyucuklarin bozulmamasina 6zen gosterilerek
cikartilir ve jel icerisinde Tris Borat ¢zeltisi bulunan tanka aktarilir.

Tampon ¢ozeltisinin agaroz jeli Imm gec¢mesi yeterlidir.(EK Resim 11)

5.4.ORNEKLERIN AGAROZ JEL KUYULARINA YUKLENMESI

ilk kuyuya DNA standarti yiiklenir. Yiikleme islemi sirasinda kullandi§imiz pipetin
jeli delmemesine 6zen gosterilmelidir. (Resim 16)

Resim 16: Jel Kuyucuklarina DNA yiiklenmesi

Diger kuyulara érnekler yiikleme boyasi ile karistirilarak yiiklenir. Orneklerin

kuyucuklardan disari tasmamasina dikkat edilmelidir. (Resim 17)
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Resim 17: Jel Kuyucuklarina DNA yuklenmesi

Elektrotlarin uclari dogru sekilde yerlestirilir. (- den + ya dogru) Voltaj 1-5 V/cm
olacak sekilde hesaplanir.(Resim 18)

Resim 18: Deney Sonu

Yiikleme boyasi jelin 2/3’Ukadar yurudiginde yiritme durdurulur.
Jel transiluminator cihazi acilarak UV isiginda yuritilen DNA gozlemlenir.
(Resim 19)

Resim 19: UV’de Ydritilen DNA “nin gorintilenmesi
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BOLUM 6

SONUC

Agaroz jel elektroforezinin nikleik asitleri ayirmakta kullanilan etkili bir yol oldugu
kanitlanmistir. Agaroz yuksek jel giciinde biyuk DNA parcalarinin ayrilmasi igin distik
yuzde jeller kullaniimasini saglar.molekil eleme jel matris iginde agaroz demetler tarafindan

uretilen gozeneklerin blyukluga ile belirlenir.

Agaroz jel elektroforezi en cok molekuler biyoloji ve genetik dalinda kullanilan bir cihazdir.

Yapilmasi gereken pek cok islemden énce elektroforez islemi yapiimaktadir.

Jel elektroforezi tasariminda; tank kismini mika parcalarindan olusturduk.10-110 V arasi gli¢

kaynag! icin gerekli parcalari temin edip gl kaynagimizi olusturduk.
Laboratuvar ortaminda izole edilmis DNA kullanarak deneyimizi gerceklestirdik.

Deney esnasinda DNA nin 5 dakika icerisinde yirudugini gézlemledik. Yaklasik 40-45
dakika sonra DNA yiirtimesi tamamlanmis oldu.

Bu deney sonucunda elde ettigimiz verileri laboratuar ortaminda yapilan deneylerle

karsilastirdik. Hata payinin ¢ok az oldugunu gozlemledik.
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EK RESIMLER
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Resim 1:Elektroforez Resim 2:Calisma ilkesi

(a)Toz Agaroz (b)Agaroz Jel Karigimi

Resim 3: Kimyasal malzemeler
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Resim 4:Poliakrilamid Jel Elektroforezi

(a)Mikrodalga Firin (b)Tris Borat

Resim 5: Jel Hazirhk Asamalari
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(@) Tasarim Tank (b)Glic kaynagi

Resim 6:Tasarimlar

(a)Plastik Taraklar (b)Boyama Jeli

Resim 7:Ekipmanlar
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Resim 8:Agaroz Jel Hazirlik Asamasi Gosterimi
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Resim 9:Tank Tasarimi
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Resim 10:Deneyler
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Resim 11:Yapilan 3.deney
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