SODYUM DODESIL SULFAT
POLIAKRILAMID JEL
ELEKTROFOREZI TASARIMI

YAKIN DOGU UNIVERSITESI
BIYOMEDIKAL MUHENDISLiGI BOLUMUNE
SUNULAN
BITIRME PROJESI RAPORU

BENGISU COBAN
FAHRI TEZCAN

Biyomedikal Miihendisligi Bolumii
Lisans Programi

LEFKOSA, 2018



Bu belge ile, bu belgede ki biitiin bilgilerin akademik kurallara, etige uygun oldugunu ve
uygun sunuldugunu beyan ederiz. Ayrica bu ¢alismada kullanilan 6zgiin olmayan biitlin
materyal ve bilgilerinin bulundugu adresleri tam olarak referans verdigimizi de beyan

ederiz.

Isim, Soyisim: Bengisu Coban
Fahri Tezcan

Imza :

Tarih :



Ailemize ve saygideger hocalarimiza...



OZET

Bu bitirme projesi sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezinin tasarimini
icermektedir. Birinci boliimde, bitirme projesinin sorunundan, amacindan, 6neminden,
elektroforezin tarihsel gelisiminden ve ¢esitlerinden bahsedilmistir.ikinci boliimde,
elektroforezin genel olarak ne oldugundan bahsedilmis ve devaminda da sodyum dodesil
siilfat ve poliakrilamid jelin tam olarak ne oldugu ve ne ise yaradig1 agiklanmistir.Ugiincii
boliimde, tasarimda kullanilan materyallarden ve bu materyallerin ne ise yaradigindan

bahsedilmistir.

Anahtar kelimeler: Elektroforez; ayristirma; ornek analizi; sodyum dodesil siilfat;

poliakrilamid jel
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BOLUM 1
GIRIS

1.1 Projenin Sorunu

Sodyum dodesil silfat poliakrilamid jel yontemi ile gerceklestirilen protein
ayristirmalarinin diger yontemlerden daha pratik ve hizli oldugu gorilmistiir. Bizim
bitirme projemizde de diger yontemler yerine SDS PAGE yontemi kullanilmigtir. SDS
PAGE yontemi kullanilarak yapilan deneylerin diger deneylerden baska bir farki boyama
islemi ad1 verilen islemden sonra elde edilcek verilere yani ayristirma verilerine daha kolay

ulagilmasidir (Giryan, 2016).

1.2 Projenin Amaci

Bu proje ile proteinlerin ve enzimlerin ayristirilmasinda kullanilan elektroforez tekniginin
tasarimi, elektroforez cihazinin nasil ¢alistigi, ¢alisma kosullar1 ve elektroforezin tarihsel

gelisimini icermektedir.

1.3 Projenin Onemi

Elektroforez; molekillerin ve makromolekillerin elektrik yiklerine goére molekil
agirliklaria ayrilmasi teknigine verilen isimdir. Bu projenin yontemi, oncelikle cihazin
tasariminin yapilmasidir.Tasarimi yapilan cihazda ise proteinlerin veya polipeptitlerin
molekiil agiliklarina gore akrilamid jelde elektrik akimi etkisiyle hareket ettirilmesi ve

sonunda jelde bunlarin tespit edilmesini kapsar (Giryan, 2016).

1.4 Elektroforezin Tarihsel Gelisimi

1907 yilinda Field ve Teague tarafindan ¢esitli madde karigimlarinin elektriksel bir alanda

farkl1 siiratlere sahip oluslart kullanilarak birbirinden ayrilabilecegi bulundu. Tselius 1930



yilinda serum proteinleri tizerinde ¢alisirken, Longsworth 1945 yilinda, Alberty 1953
yilinda ¢izgi tasinmasi lizerinde arastirmalar yapmis ve 1980’lerin basinda modern

elektroforez Jorgenson ve Lukas’in ¢alismalari ile baslamistir (Ozan, 2016).

1.5 Elektroforez Cesitleri

Elektroforezin SDS PAGE disinda baska gesitleri de vardir; serbest ve hareketli cephe
elektroforezi, kagit elektroforezi, seliiloz asetat elektroforezi agaroz jel elektroforezi,
nisasta jel elektroforezi, poliakrilamid jel elektroforezi, kapillar elektroforez,
immunoelektroforez bu gesitlerdir. Kagit elektroforezipahalidir, islem uzun siirer. Kendi
igerisinde iki ¢esidi vardir. Bu gesitlerden ilki giic kaynagindan diisiik voltaj alir. Digerinde
ise yiiksek voltaj alimi1 vardir. Bu elektroforez ¢esidinde orneklerin yiiklendigi destek
matriksi adindan da anlasilabildigi gibi filtre kagididir. Bu yontem kullanilarak protein,
enzim ve aminoasitler ayristirilabilir.Seliiloz asetat elektroforezi, kagit elektroforezinden
farkli olarak, pahali degildir, ayrimi 1y1 yapar. Destek ortaminin opak olmasina karsin az
miktarda serum Ornegi yeterlidir. Dansitometrede okutma islemine girmeden once
kimyasal islemlere ihtiya¢ oldugundan pratik degildir. Biiylik molekiillii proteinlerde
kullanim1 tercih edilmez, porlar1 ¢ok ufaktir.Hareketli cephe elektroforezi ‘u’ seklinde bir
borudur. Bu ‘u’ seklindeki borunun alt kismina igerisinde protein karistmi olan tampon
cozelti {listline de saf tampon konularak doldurulmaktadir. Bu borunun c¢dzeltilerin
konuldugu bir agiz kismi1 vardir. Bu kisimdan gii¢ kaynagi baglantisi yapilmaktadir. Pozitif
ve negatif kutuplara baglanmis giic kaynagi ile verilen akim ile ayrim
gerceklestirilmektedir. Akim ile negatif yiiklii proteinler anoda dogru; pozitif yiikli
proteinler de katoda dogru hareket etmeye baslamaktadir. Boru boyunca yapilan optik
Ol¢timler ile belli bash poteinlerin birbirlerine gore hizlar1 ve yonleri saptanarak ayristirma
yapilmaktadir. Agaroz jel elektroforezinde, destek matriksi olarak kullanilan agaroz;
proteinlerin absorbesine ve elektroendozmisine neden olmaktadir, yumusaktir ve ¢abuk
dagilir. Buna ragmen molekiiler biyoloji alaninda kullanimi, numune ekstraktesi kolay

oldugundan yaygindir. Serum proteinlerinde, hemoglobin varyantlarinda, laktat,



dehidrogenaz izoenzimlerinde, lipoprotein fraksiyonlarda, DNA ve RNA analizlerinde
kullanilir.Nisasta jel elektroforezinde ise destek matriks olarak hidrolize edilmis nisasta
kullanilir. Smithes tarafindan kullanilmigtir. Smithes ayni1 zamanda elektriksel alandaki
gocitin, elektriksel yiike bagli oldugu kadar molekiil agirligina da bagl oldugunu séyleyen
kisidir. Kapiller elektroforez kiglk c¢aplidir; 100 cm uzunlugunda kapiller boru ile
gerceklestirilen bir elektroforez yontemidir. Bu yontemde diger yontemlerden farkli olarak
seperasyon art1 kutuptan eksi kutba dogru olmaktadir. Kullanishdir, az miktarda numune
ve reaktif vardir. Kapiller boru uzun 6miirlii ve ucuzdur, hizli ayrim yapabilmektedir.
Yiiksek secilik ozelligi ile dikkat geker.Immunoelektroforez ydntemi ile 1953 yilinda
Grabar ve Williams sayesinde tanigilmistir. Bu yontemde de daha 6nce bahsedilen agaroz
kullanilmaktadir. Scheidegger bu yontemi bugiin kullanilan haline getiren kisidir. Caligma
prensibi, serum proteinlerinin elektroforetik ayrimindan sonra hangi protein i¢in galigma
yapiliyorsa o proteine karst antiserum eklenerek antijen-antikor  ¢Okeltisinin
gosterilmesidir. Virlis teshisi, protein konsantrasyon degisiklerinin gosterilmesinde, klinik

laboratuvarlarinda, bir ¢ok spesifik protein gosterilmesinde kullanilmaktadir (Ozan, 2016).

1.6 Elektroforez

Elektroforez; bir ¢ozeltideki asili taneciklerin, elektrik alani etkisiyle ayrilmasidir. Bir
cozeltideki asili tanecikler yani ¢oziinmiis molekiiller elektriksel alan igerisinde,
ustlerindeki elektrik yiikiiniin kiitlelerine oraninca ayrismaktadirlar.Akim uygulanan
molekdllerin, molekiil agirliklarina gore ve poliakrilamid jel igerisindeki hareketlerine gore
ayrilmasina dayanir (SDS-PAGE jel elektroforezi, 2017).

1.7 Sodyum Dodesil Stlfat

Oligomerik proteinleri altbirimlerine aywran biyolojik deterjandir. Bu deterjan,
polipeptitlere baglanarak bir kompleks olusturmaktadir. Bu olusturdugu kompleks
polipeptitlerin negatif yiiklii kalmasini saglar.

Bu biyolojik deterjan,zar proteini gibi proteinleri ¢ozebilmektedir. Protein saflastirmada iki
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yontem vardir; preparatif saflastirmada hedef daha ¢ok biiyiik miktarda saf protein eldesi
etmek iken analitik saflagtirmada arastirma ve ya analizlerde kullanmaya yetecek kadar

yani daha az protein {iretimi yapilmaktadir (SDS-PAGE jel elektroforezi, 2017).

1.8 Poliakrilamid Jel

Poliakrilamid jel, destek matriksi olarak kulanilmaktadir. Protein ayriminda sik¢a
karsilmaktadir; porlu bir jel ortaya koymaktdir. Bu porlu jelin filtre gibi islevi vardir.
Icerisindeki biiyiik molekiillerin hareketini yavaslatma ve bununla beraber kiigiik
molekiillerin de hizim1 artirdigindan belli bir por biiyilikliigiinde jel kullanirsak bu
biiyiikliikkte ayrim yapmak miimkiindiir (SDS-PAGE jel elektroforezi, 2017).



BOLUM 2
MATERYAL ve METOD

2.1 Materyal

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi tasarimi i¢in; cam aparatlara, ¢entikli

cam aparatlara, su sizdirmaz contaya, taraga, klipslere, tanka,clektrotlara ihtiyag vardir
(Sekil 2.1).

Sekil 2.1: Cam aparatlar, ¢entikli cam aparatlar, su sizdirmaz conta, tarak, klipsler (SDS-
PAGE gel casting, 2016)

Dikey tip sodyum elektroforezimizin tasariminda kullanilacak camlar bu isleme uygun
olmasi igin tabakalar seklinde 10x10 santimetre kesilir. 1ki cam tabaka arasinda 0.5-2.0

mm aralik olmalidir. Bu araya su sizdirmaz contalar girecektir(Sekil 2.



Sekil 2.2: Su sizdirmaz conta ile camin ve ¢entikli camin ayrilmasi (SDS-PAGE gel

casting, 2016)

Bu camlarin arasina daha sonra poliakrilamid jel yerlestirilecektir. Bu jelin disar1 ¢ikmasini
engellemek icin camlar disariya sivi ¢ikist olmayacak sekilde klips ile tutturulmalidir

(Sekil 2.3).

A

Sekil 2.3: Camlarin klips ile sikistirilmasi (SDS-PAGE gel casting, 2016)

Tutturulan camlarin arasina ayirma ve yiiriitme jeli konulacaktir. Sivi ¢ikisi olmayacaktir.

Projede en 6nemli noktalardan biri budur (Sekil 2.4).



Sekil 2.4: Camlarin jeli muhafaza etmesi (SDS-PAGE gel casting, 2016)

Disartya sivi ¢ikist olmayacak sekilde tutturulan camlarin iist kismina yerlestirilen plastik

tarak, jelde kuglk kuyucuklarin olusmasini saglar (Sekil 2.5).

Sekil 2.5: Klipslerle tutturulan camlara taragin yerlestirilmesi (SDS-PAGE gel casting,
2016)

Tank, dibindeki ylritme tamponu ile cam tabakalari i¢inde bulunduran kisimdir(Sekil 2.6).



Sekil 2.6: Tank (Ozan, 2016)

Gili¢ kaynagi ile yliriitme islemini saglamak tlizere 150-180 V aras1 deger segilir, bu deger
elektrotlardan uygulanacaktir(Sekil 2.7) (SDS-PAGE gel casting, 2016).

Sekil 2.7: Gii¢ kaynagi (Ozan, 2016)



2.2 Metod

Elektroforezin gerceklesmesi i¢in Oncelikle ayirma ve yiirlitme jellerinin hazirlanmasi
gerekmektedir. Bu jeller hazirlandiktan sonra klipslerle tutturulan camlar, sivi ¢ikisinin
olup olmadigimi kontrol etmek amaciyla saf su ile doldurulur. S1v1 ¢ikis1 yoksa Oncelikle
daha onceden hazirlanan ayirma jeli ve iistiine saf su konur. Daha sonra saf su geri dokiiliir
ve yiiriitme jeli ayirma jelinin {istiine konur. Ayirma jelinin bulundugu seviyeye gelecek
sekilde ayarlanmis tarak da iistten belli seviyeye gelecek sekilde yerlestirilir. Yaklasik 20
dk.’da hazir olan jelden tarak ¢ikarilir. Protein 6rnekleri taraga yerlestirilir. Elektrotlarin
oldugu tanka yerlestirilen camlarin icerisindeki jele yiikklenen ornekler elektrotlardan gelen

akim sayesinde ayristirilmaktadir (Simengen, 2011).



BOLUM 3
SONUGC

Bu proje sayesinde; poliakrilamid jel varliginda yiiriitiilen taneciklerin bulundurduklari
elektrik enerjisinin jel i¢inde bir yiikten digerine giderken kat ettikleri mesafe farkini
kullanarak,ayristirma yapilabilecegini, elektroforez sisteminin ¢esitlerini, bu ¢esitlerin SDS
PAGE elektroforez sisteminden farkini, SDS PAGE elektroforezi tasariminin nasil

yapilacagi anlatilmistir.
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