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




Arne Tiselius tarafindan
gelistiriimis olan
elektroforezden, ozellikle
tipta ve biyokimyada,
kandaki cesitli protein ve
lipitlerin ayrilmasi,
taninmasi ve miktarinin

olgulmesinde yararlanilir.
Ayrica elektroforezden
sanayide yaygin bicimde
yararlaniimaktadir




Elektroforezin calisma ilkesi molekul agirligi

ve molekulde bulunan elektrik enerjisinin

jel icinden bir yukten digerine giderken kat
ettigi mesafe farkliliklarini ele almaktir.

Tiselius serbest elektroforez
aygitinin sematik gorunumu




Elektroforetik sistemde analizi yapilacak
ornek bir destek ortamina
uygulanir.Modern elektroforetik tekniklerde
destek ortami olarak daha cok jeller tercih

edilmektedir. Jeller icine uygun tampon
yerlestirilerek islem gerceklestirilir




Analiz edilecek ornek jele bir leke ya da
ince bir bant halinde uygulanir.Kati jel
desteqi ile ayrimi yapilacak molekullerin
hareketi,molekullerin yukune

boyutuna,bicimine,kimyasal igerigine ve
uygulanan elektriksel alana baglidir.




Oldukca hizli ve kullanigli bir teknik olan
elektroforezin bir homojenattaki molekulleri
ayirma kapasitesi genellikle fazla yuksek
degildir.Bu nedenle bu teknikten preperatif
olarak sinirl olgude yararlanilmaktadir.Buna
karsilik az miktardaki protein ya da nukleik asit

Karisimlarini (ayrica nukleoprotein ve
polisakkarit karisimlarini) saflastirmakta ve

analiz yapmakta yaygin olarak kullanilir.




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 igin,jelin kalinhginin veya
tamponun miktarinin ve iyonik kuvvetinin azalmasi
direnci arttirir;boylece jel boyunca olusan voltaj
derecelenmesi ve jele uygulanmis molekulun
elektroforetik go¢ hizi artar.




2-Sistemin urettigi guc direnc ile akimin karesinin
carpimina esittir.Uretilen glic 1s1 seklinde ortaya c¢ikar ve
elektoforez aygiti,jelin sicakhgini artirmaksizin ancak
belli miktarda gucu dagitabilir.Bu nedenle voltajin ust

siniri genellikle elektroforez aygitinin 1siy1 dagitma
yetenegine baghdir.




ELEKTROFOREZ YONTEMLERI

Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Agaroz Jel Elektroforezi

Degisken Alanh (Pulsed Field ) Jel Elektroforezi
Izoelektrik Odaklanma

Iki Boyutlu Elektroforez

Kilcal (Kapiller) Elektroforez
Immiinoelektroforez
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« Akrilamidin polimerizasyonuyla hazirlanan
poliakrilamid jellerin elektroforetik ayirimlarinda
cesitli ustunlukleri vardir.

Kucuk ya da orta boydaki (yaklasik 1 milyon
dalton kadar)nukleik asitler ve proteinler icin

yuksek ayristirma gucune sahiptir.

Goc¢ eden molekullerle destek materyali
arasindaki etkilesim minimum
duzeydedir.Destek materyali fiziksel olarak
oldukca kararli ve dayaniklidir




Poliakrilamid jellerle yapilan elektroforez
ornekteki bilesenlerin daha iyi ayrismasina
yol acar cunku ayirim hem molekuler

elekleme hemde elektroforetik harekete
dayanir.




Poliakrikamid jeller akrilamid ve capraz
baglayici N,N'metilen-bis akrilamidin
serbest radikal polimerizasyonu ile
hazirlanir.Kimyasal polimerizasyon bir
baslatici-katalizor (amonyum persulfat-

TEMED) sistemi tarafindan kontrol
edilir.Fotokimyasal polimerizasyon,UV
IS1Q1 altinda riboflavin tarafindan
gerceklestirilir.




* Proteinlerin ayrilmasi icin kullanilan jeller
genelde %7,5 poliakrilamid icerir. Bu jeller
10.000-1000,000 Da molekuller icin
kullanilabilir ama en iyi cozunme 30,000-
300,000 Da arasinda elde edlilir.

 Bir jelin ayristirma gucu ve molekul boyutu
araligl akrilamid ve bis akrilamid
konsantrasyonuna baglidir.Iki maddenin
polimerizasyonu ile jelde porlar olusur.




Dusuk konsantrasyonda daha buyuk
porlar olusur ve yuksek molekul agirlikli
biyolojik molekullerin analizi
yapilabilir.Yuksek konsantrasyonlarda ise
kucuk porlar olusur ve dusuk molekul

agirhkh molekullerin ayiriimasi yapilir

polyacrylamide gel tunnels of different diameters




 Poliakrilamid jel elektroforezi tup veya
duzlemsel(slab) bicimde hazirlanmis
jellerde gerceklestirilir. Tabaka jeller ayni
anda ¢cok sayida ornegin destek ortaminda
analiz edilebilmesine imkan verdigi icin
kolonlara gore daha genis capta
kullanilirlar.
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 Poliakrilamid jel birbirinden belli uzakhkta (0,5-2,0
mm)tutulan iki cam tabaka arasinda ve genelde 8-10 cm
ya da 10-10 cm boyutunda hazirlanir.DNA dizileme
calismalarinda daha ¢ok 20-40 cm boyutunda hazirlanir.

Polimerizasyon sirasinda jelin ust kismina yerlestirilen
plastik bir tarak jelde kucuk kuyucuklarin olusumunu
saglar .Polimerizasyondan sonra tarak

cikarilir,kuyucuklar tuzlari ve polimerize olmamis
akrilamidi yok etmek uzere tamponla yikanir.Jel kaseti iki
tampon arasina yerlestirilir;kuyucuklara ornek ler konulur
ve akim gecirilir.

Elektroforez bitiminde goruntuleme igin jel uygun boya ile
boyanir.




PAGE de gelistirilen cesitli teknikler (SDS-
PAGE gibi) teknigin cok yonlu
kullanilabilirligini arttirmistir.




Agaroz Jel Elektroforezi

Page daha c¢ok proteinlerin ve kuguk (350.000
Da yani 500bc¢’e kadar) DNA parcalarininayirimi
ve analizi i¢in kullanighdir.Poliakrilamid jeldeki
kucuk por boyutlari buyuk DNA molekulu
parcalarinin ayirimi icin uygun deqildir.200-
50,000 bg boyutlari arasindaki DNA ve RNA
molekullerini tanimlamakta kullanilan standart
yontem agaroz elektroforezidir.




Agaroz bir alg turunden elde

edilir.jel elektroforez tanponuna
koyulmus agarozun yuksek
sicaklikta cozundurulmesi ile
hazirlanir.Kaynatilmis agaroz
cozeltisi 50 dereceye kadar

sogutularak jel tepsilerine
dokulur.ayrimi yapilacak ornek
taraklarla olusturulmus
kuyucuklara yuklenir ve elektriksel
alanda yurutulerek ayrimi yapiulir.




Jel uygun sekilde hazirlanirken ya da
ornekler yuklenip elektriksel olarak
ayrildiktan sonra boyanir ve orneklerin
goruntulenmesi gercgeklestirilir.
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Nukleik asitlerin agaroz jeldeki
hareketleri agaroz konsantrasyonu
ile nukleik asit molekullerinin
boyutlari ve seklinden
etkulenir.Nukleik asitlerin ayirimi
icin en etkin agaroz
konsantrasyonlari %0,3-2,0 dir.

Agaroz jel elektroforezi ile 6zellikle

degisik kaynakli DNA 1n izole
edildikleri veya enzim kesim
urunlerinin molekul agirliklari ve
miktarlari belirlenebilir.Ayni
zamanda proteinlerin yuklerine
gore ayrilmasinda da
kullaniimaktadir.




Degisken Alanli (Pulsed Field)
Jel Elektroforezi

* Yaklasik 1 megabazdan daha buyuk dogrusal cift iplikli
DNA molekulleri agaroz jelde ayni hizda gog¢ eder.Bunun
nedeni jelin por buyuklugunun dogrusal DNA nin jelde
goc edebilmesi i¢in yeterli olmamasidir.Por
buyuklugu,konsantrasyonu %0,1 olan agaroz
kullanilarak arttirilabilir.

* Bu durumda jel ¢ok kirilgan ve dayaniksiz olacaktir.Bu
problem 1984 te gelistirilen ve 5 Mb boyutundaki DNA
fragmentlerini de ayirabilen “pulse field” jel elektroforezi
teknigi ile ortadan kaldiriimistir.



* Bu yontemde jele vuruslu, dalgali ve dikey elektrik
alanlari uygulanir. DNA molekulu ne kadar buyukse
tekrar yonlenmesi o kadar uzun zaman alir. Bu sekilde

buyukluklerine gore ayrilirlar.

« Sonucta kucuk molekuller elektriksel alan
degisikliklerine daha gcabuk uyum sagladiklari icin daha
hizli hareket ederler.

« Bu sistemde dikey elektrodlarin yaninda farkli
konfigurasyonlarda elektrodlar da kullaniimaktadir.

http://www.bio.davidson.edu/Courses/genomics/method/
pulse_field.html



* Bu yontemle kromozomlari jelde ayri ayri
gorebilmek mumkundur.



