6. TEK BOYUTLU JEL ELEKTROFOREZI UYGULAMALARI

A.BILGI

Elektroforez

Elektroforez elektrik akimi kullanilarak iyonlastirilmis molekiillerin belirli bolgelere gog
ettirilmesi teknigidir. Molekiillerin bu gocii, elektrik akiminin siddetine, molekiiliin yiikiine,
biiyiikliigiine, sollisyonun iyonik giicline bagli olarak degisir. Bilesiklerin iyonlagmasi,
elektroforezin temelini olusturur. Iyonik bilesikler zit yiikteki elektrotlara dogru molekiil
biiylikliiklerine ve yiiklerine bagli olarak farkli hizlarda hareket eder elektriksel alanda
birbirlerinden ayrilirlar.

Elektroforez ¢esitleri kullanilan ayirma ortamina gore isimlendirilmektedir. Kagit elektroforezi,
seliiloz asetat elektroforezi, agar jel elektroforezi, nisasta jel elektroforezi, poliakrilamid
elektroforezi .

Gliniimiizde proteinlerin ayristirtlmasinda en yaygin olarak poliakrilamid jel kullanilmaktadir.

Poliakrilamid jel elektroforezi

Poliakrilamidin bis akrilamid ile polimerize edilmesi ile olusur. Bu iki maddenin
konsantrasyonlar1 degistirilerek istenilen 0Ozellikte jeller hazirlanabilmektedir. Boylece
Jellerdeki porlarin biiyiikliigii yiiriitiilecek olan proteinlerin molekiiler yapisi ve agirligina gore
ayarlanabilmektedir.

Poliakrilamid jel elektroforezi:
1. SDS PAGE ( denatiire edici page)
2. ND-PAGE( non denatiire edici page ) olarak ikiye ayrilir.

ND PAGE (non denature edici page): Proteinlerin dogal yapilarini bozucu ajanlar kullanmadan
yapilan PAGE yontemidir. Daha cok jel {izerinde enzim aktivitelerinin tayininde kullanilir.

SDS PAGE (denatiire edici page): SDS ( Sodyum dodesil siilfat) anyonik bir deterjan olup
protein zincirlerinin birbirinden ayrilmasini saglar. Ayrica molekiillere (-) ylik kazandirir ve
molekiillerin sadece agirliklarina gore hareket etmesini saglar.

B. UYGULAMA

SDS-PAGE Jeli

SDS PAGE Jel Hazirlanmasi



SDS PAGE jellerinin hazirlanacagi camlarin yiizeyinde oOrneklerin yiirimesinde
problem olusturabilecek kalint1 veya lekelerin bulunmamasi gerekmektedir.

v Uygulamanin yapildig1 zeminin diizglinliigii su tartisi ile kontrol edilmelidir.

SDS PAGE jellerinin hazirlanmasi esnasinda kullanilacak APS ¢o6zeltisinin taze
hazirlanmas1 gerekmektedir.

Jellerin polimerize olmasinda APS baslatici, TEMED ise hizlandirt madderlerdir. Bu
nedenle bu maddeler en son ilave edilmelidir ve hemen jel dokiilmelidir.

Hazirlanan polimerize olmamis jel vortekslenmemeli tiip hafifce birkag kez bas asagi
edilmelidir.

Yiiriitme jelin dokiildiikten hemen sonra ist kisma yaklasik 0.5-1cm %20°’li izopropanol
dokiilmelidir. Izopropanal jelin iist kisminin hava ile temasmin énlenmesi, yiizeyinin
kavisli (adhezyon, kohezyon kuvvetleri sebebi ile) olmamasi ve hava kabarciklariin
iiste ¢cikmasini saglar. Polimerizasyon sonrasi izopropanol dokiilmeli ve distile su ile
yikanmalidir. Yikamanin ardindan yiizeyde kalan su Whatman kagitlar1 ile kosturma
jeline temas etmeden temizlenmelidir.

Yiiriime ve toplama jelleri taze olarak hazirlanmalidir. Hazirlanan polimerize olmus
jeller 24 saat icerisinde kullanilmalidir. Hemen kullanilmayacak ise saklama kosulu
+4°C’ dir.

Protein molekiil agirhig1 belirteci (marker) farkli uygulamalar gerektirebilmektedir.
Farkl1 ticari tirtinlerin uygulamalari iiriin katalogunda bulunmaktadir. Uygulama 6ncesi
secilen belirtecin katalogu dikkatle incelenmelidir.

Elektroforez sisteminde yiirlitme esnasinda yliriitme tanki kar icerisine gomiilmeli ve
elektrotlarin anot ve katot kisimlarinin dogru sekilde baglandigindan emin olunmalidir.

SDS-Poliakrilamit Yiiriitme Jeli (Resolving)

1.5 M Tris-HCI pH 8.8
Akrilamid

SDS %10

Ultra Saf Su

APS % 10

TEMED

SDS-Poliakrilamit Toplama Jeli (Stacking)

0.5 M Tris-HCI pH 6.8
Akrilamid



e SDS %10

e Ultra Saf Su
e APS%10

e TEMED

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu 10X

1L
o Tris 30,39
e Glisin 1449
e SDS 10g

PROTOKOL

1. SDS-Poliakrilamit jellerin hazirlanacag camlar alkol ile temizlenir.
2.Yiirlitme ve toplama jelleri hazirlanir. (TEMED ve APS ilave edilmez)
3. % 10 APS taze olarak hazirlanir.

4. Kosturma jeli APS ve TEMED ilave edildikten sonra hafifce karistirilip uygun sekilde
yerlestirilmis camlarin arasina dokiiliir ve tizeri % 20 izopropanol ile kapatilir.

5. Jel polimerize olduktan sonra izopropanol dokiiliir.

6. Distile su ile yikanir ve kosturma jeline temas edilmeden camlarin ylizeyi ve jelin ilizerinde
kalan su Whatman kagidi ile temizlenir.

7. Toplama jeline APS ve TEMED ilave edilir ve kosturma jelinin iizerine dokiiliir.

8. Uzerine galismamiz igin uygun tarak yerlestirilir.
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