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Elektroforez

* Electro” elektrik enerjisi anlamina gelmektedir. “Phoresis” ise,
Yunanca “phoros”tan tiireyerek icinden tasimak anlamina
gelmektedir

* Elektroforez uygulamasinda molekdller uygulanan elektrik akimi
sayesinde agaroz olarak adlandirilan 6zel bir matriks icerisinde bir
yon boyunca tasinirlar



Nedir?

* Elektroforez laboratuvarda ytkli molekillerin separasyonunda
kullanilan bir tekniktir

* DNA negatif yukla bir molekuldir

* DNA agaroz ya da poliakrilamidden matriksinden gecirilen bir
elektrik akimiyla hareket ettirilir ‘kosturma’

* Jel elektroforezi makromolekiilleri (proteinler veya nukleik asitler)
molekuiler buyukliklerine, elektrik ytklerine ve diger fiziksel
Ozelliklerine bagli olarak birbirinden ayirir



Nerelerde kullanilir?

* Separasyon

e [dentifikasyon

* Purifikasyon

* Restriksiyon analizi

* Genotiplendirme (PFGE)



Restriksiyon
Analizi

 Basit
e Hizli

* Density gradient
centrifugation gibi baz
tekniklerle ayirt
edilemeyen DNA’larin
ayrimi



DNA’nin Agaroz jellerde Kosturulmasi

* DNA’nin molekiiler buyuklag

* Agaroz konsantrasyonu

* DNA’nIn yapisi

* Jel ve elektroforez tamponunda EtBr’ln varligi
* Uygulanan voltaj

* Agaroz tipi

* Elektroforez tamponu



Separasyon
(Molekiillerin Ayrilmasi)

* Jel katilastiktan sonra tGzerinde bulunan gozlere DNA ornekleri
eklenir = “yikleme”

* Elektrik akimi baslatilir

* Separasyon baslica 2 faktdre bagl olarak gerceklesir
* Molekdul sekli ve bayuklagl
* Molekul yaka

* Elektroforez tankinin bir bolgesinden uygulanan elektrik akimi
molekdulleri iterken diger bolge molekulleri ceker

* Elektroforez esnasinda, elektrik akimi uygulandiginda molekdller
porlarin icerisinden gecerek hareket etmeye zorlanirlar



* Molekdllerin elektriksel alan boyunca hareket oranlari uygulanan
akim siddetine, molekdullerin buyukltk ve sekline bagl olmaktadir

* Molekul bayukltgu arttikca molekulan porlardan gecisi azalir

* Molekul Gzerindeki iyonik yuk arttikca akima bagl hizi artar



Agaroz

* Agaroz deniz
yosunundan ekstrakte
edilmis seker molekdl
zinciridir

o Kimyasal oldukc¢a
pahali



Poliakrilamid

* Poliakrilamid deri elektrodlarinda ve yumusak kontakt lenslerde
kullanilan materyal

* Her iki jel de molekadllerin iclerinden gectigi porlar icerir

* Poliakrilamid daha sentetik bir materyal olup farkl elektroforez
tiplerinde porlarin miktari ve caplari kontrol edilebilmektedir



Farklihklar

Agaroz Poliakrilamid

* Daha dogal ve * Sentetik

* Saf bir matriks * Por capi ve yogunlugu
e Pahal ayarlanabilir

* Evrensel por capi * Daha ucuz



Elektroforez

* Yukla molekdller bir elektriksel alana konulduklarinda ytklerine gore ya

pozitif (anod) ya da negatif (katod) kutba hareket ederler =“g6¢”

* Proteinlerin net pozitif ylkli olanlari ﬁa da net negatif yikli olanlar
vardir (6rn. katodik veya anodik peroksidazlar)

* Nukleik asitlerin fosfatlarina bagl olarak sabit negatif yuku
bulunmaktadir

. P{j(pl’gelinler ve nukleik asitler bir matriks ya da jel icerisinde elektroforeze
edilirler

. %o"unlukla jel, orneklerin yuklenmesi igindgézler iceren ince bir kaliptir.
utun jel elektroforez tamponu icerisine daldinimistir

* Tampon icerisinde yer alan iyonlar akimi tasirlar ve pH’y1 islem boyunca
sabit tutmaya calisirlar



Agaroz jeller

* Agaroz jellerin hazirlanmasi ¢ok kolaydir: toz haldeki agaroz

tampon solusyonu karistirihlir, 1si kullanilarak eritilir ve elektroforez
kalibina dokaldr

* Agaroz deniz yosunundan ekstrakte edilmistir (toksik degildir)
* Agaroz konsantrasyonu arttik¢a, cozunurltk artar.

* Low melting agarozlar 65 C’de erir. Bu 6zel agarozlar cift-iplikcikli
DNA’nin jelden kesilerek saflastirimasi (purifikasyon) amaciyla
kullantlir



Agaroz jeller

* Agaroz jeller genis bir separasyon orani bulunurken goreceli olarak
dusuk ayirt edici guice sahiptirler. Agarozun yogunlugu
degistirilerek 100 bp’den 50000 bp’ye kadar olan DNA fragmentleri
standart teknikler kullanilarak ayrilabilirler

* Pulsed field jel electrophoresis (PFGE) tekniginde, elektroforez
alanindaki akim yonu periyodik olarak degistirilmektedir. Bu
50000’den x milyona bp’e degin molekler blyukltikteki DNA
parcalarinin ayrimina olanak verir



Agaroz jeller

* Voltaj; Jele uygulanan voltaj artirilirsa bylk fragmentler kicliklere
oranla daha hizli hareket ederler. Bu nedenle, 2 kb’dan daha biiytk
fragmentlerin optimal ¢6ztnurlGguni saglamak amaciyla jelin
elektrodlar arasinda kalan kismina cm basina 5 voltu gecmeyecek
sekilde akim uygulanir. (cm degeri iki elektrod arasindaki mesafedir

jelin boyu degildir).



Kullanilan EKipman

* Bir elektroforez tanki ve giic kaynagi

* Jel dondurma kaliplari (farkli biyiikliiklerde ve UV gecirgen
plastikten)

* —Jelde Ornek yukleme gozleri olusturmak icin taraklar
* Transilluminator (bir ultraviyole 1sik kaynagi)
* Fotograf makinasi



Kimyasallar

* Electroforez tamponu, ¢ogunlukla Tris-acetate-EDTA (TAE) ya da
Tris-borate-EDTA (TBE). lyonik giicleri farkh olup nukleik asitler icin
farkl g6¢ oranlari saglarlar

* Ykleme tamponu, 6rnegin gozlere yerlesmesi icin yogunlastirici bir
bilesen (6rn. sucrose) ve jelde 6rneklerin hareketlerini izlemek
amaciyla bir ya da iki mavi renk saglayan boyadan olusur

* Nkleik asitlerin boyanmasinda kullanilan florasan boya 6rn.
Ethidium bromide, Safeview



Akrilamid jeller

* Akrilamid jel elektroforezinde kullanilan

ekipman ve guc¢ kaynaklari da oldukg¢a
basittir.

* Bir elektroforez cihazi ve gli¢ kaynagi
* Cam kaliplar

* Jelde 6rnek gozlerinin acilmasinda
kullanilan taraklar



Akrilamid jeller

* Akrilamid gucla bir neurotoksindir

* Toz halindeki akrilamid tartilirken maske takilmasi, akrilamid soltsyonlari
ile calisilirken de eldiven giyilmesi gerekmektedir

* Poliakrilamid non-toksik olarak bilinmesine karsin serbest akrilamid
icerebilecegi dusunulerek eldiven giyilerek jeller tutulmalidir

* Poliakrilamid capraz bagli bir akrilamid polimeridir

* Polimer zincirlerinin uzunlugu kullanilan akrilamidin yogunlugu
tarafindan belirlenir (%3.5-20)

* Oksijen polimerizasyon islemini engellediginden bu jeller cam plakalar
arasina veya silindirlere dokular

* Poliakrilamid jellerin hazirlanmasi agaroz jellere gore daha zordur



Ethidium Bromid

* EtBr nukleik asitlerin bazlari arasina
baglanarak DNA fragmentlerinin jelde
saptanmalarini saglayan florasan boyadir.

* Agaroz jellere 6nceden ya da DNA
orneklerine karistirilabilecegi gibi
elektroforez sonrasinda bir tank icerisinde
belirli yogunlukta (0.5 ug/ml) hazirlanarak
jel bu solisyona daldirilabilir

* EtBr’nin DNA’ya baglanmasi DNA’nIn
agirhgi ve buttinltguni dolayisiyla da
hareketliligini degistirebileceginden bu son
yontemin uygulanmasi tavsiye
edilmektedir



Elektroforez
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Caution! Flask will be HOT!

WAIT




Elektroforez

* https://www.youtube.com/watch?v=MhJT9yjnl88



