7.iKi BOYUTLU JEL ELEKTROFOREZi UYGULAMALARI

PROTEINLERIN AYRISTIRILMASI (iKi YONLU JEL ELEKTROFOREZI)

ABILGI
Iki yonlii jel elektroforezi, ¢ok sayida farkli kompleks protein igeren karisimlarinin
ayrilmasinda onemli tekniklerden birisidir. 2D-Elektroforez binlerce proteinin tek adimda

ayrilmasi acisindan 6nemlidir. Bu yontem prensipte iki ayirma tekniginin kombinasyonudur.

1. Ayirma Teknigi: Izoelektrik Odaklama (IEF):

Izoelektrik odaklama, bir pH gradiyetinde yapilan elektroforezdir. Bunun igin jelde pH
gradienti olusturmak gereklidir. pH gradienti diisiik molekiil agirlikli amfoterik maddelerin
(amfolitler) yardimiyla olusturulur. Elektrik akimi verildiginde amfolitler hareket ederler, en
asidik amfolitler katoda yakin olacak sekilde izoelektrik noktalarina gore siralanirlar. Bunun
sonucu jel i¢inde anottan katoda dogru azalan bir pH gradienti olusur. Protein karisimi jelde
yiiriitiildiiginde her protein kendi izoelektrik pH’s1 bolgesine geldiginde yiiksiizlesir ve o

noktada hareketsiz durur.

2. Ayirma Teknigi: SDS-PAGE: izoelektrik noktalarina gére ayrilmig proteinlerin bulundugu
jel, ikinci bir jel lizerine konur ve molekiil kiitlesine bagimli bir ayirma iglemine tabi tutulur.
Iki ayristirma tekniginin beraber kullanilmasi miikkemmele yakin bir ayirma saglar. Ozellik gok

sayida protein igeren karisimlarin ayristirilmasinda bu yontemin kullanilmasi zorunludur.

B. UYGULAMA

iKi BOYUTLU JEL ELEKTROFOREZI :

I. Rehidratasyon

1. Yiiklenecek protein miktart ve pH araligina gore, 7cm, 11 cm,17 cm veya 24 cm IPG

striplerden uygun olan segilir.

2. Protein miktar tayini sonuglarina gore, kullanilan strip uzunluguna gére uygun protein

miktari segilir ve rehidratasyon tamponu (7 M {ire, 2 M tiyotire, %4 CHAPS, %1 amfolit, pH



3-10, 10 mM DTT, bromo fenol mavisi) ve protein ekstrakti gerekli oranda pipetle iyice
karigtilir.

3. Rehidratasyon-equlibrasyon/IEF tepsisine karigim tek duvar boyunca ve iki uca fazla

yaklagilmadan yiiklenir.

Tablke. Guidelnes for samplke lkbading on |PG strips.

IPG Strip Length
7 cm 11 cm 17 cm 18 cm 24 cm
Retyd ration wolume 126 dl 185 pl A0 pl 215 pl 10 pl
pErStip
Protein load
Sikver stain 520 pg 2050 g S0-30 po S0-80 po S0-150 po

Coomassie G-260  S0-400 pg 100200 po 200400 pg 200400 po 400-200 pg

4. Tim protein rehidratasyon karigimlari tepsiye yiiklendikten sonra, forseps kullanarak IPG

striplerin lizerindeki koruyucu bant siyrilir.




5. Koruyucu banti s1yrilan stripler jel yiizii asagiya bakacak sekilde nazikg¢e karisimin iizerine

yerlestirilir. 10-30 dakika oda 1sisinda birakilir.

Not: Ornek karisimmin striplerin arka kismindaki plastige degmemesine dikkat edilmelidir.
Bu kisimlarda 6rnek karigsimi jel materyalinden emilmez. Ayrica strip iginde hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edilmeli. Hava kabarcig1 olustugu takdirde forsepsi kullanarak yukari

asag1 oynatilarak yok edilir ya da tepsinin u¢ kismina dogru hareket ettirilir.

6. Striplerin tizeri yeterli miktarda mineral oil ile kaplanarak rehidratasyon siiresince

buharlagma 6nlenir.

7. Rehidratasyon deney kosullarina gore aktif olarak 50V da 11-16 saat yada pasif olarak

bench iistiinde 11-16 saat rehidratasyona birakilir.

I1. izoelektrik Fokuslama

1. Rehidrate olan IPG striplerle ayn1 boyutta secilen kuru ve temiz IEF fokuslama tepsisi

bench tizerine alinir.

2. Forseps kullanilarak fokuslama tepsisinin iki kenarindaki elektrotlarin tlizerine elektrot

kagitlar1 konulur. Kagitlarin iizeri deiyonize su ile 1slatilir.



3. IPG stripler rehidratasyon-equlibrasyon tepsisinden forseps yardimiyla alinir ve lizerindeki

mineral oil kurutma kagidi tizerine u¢ bolgesinden degdirilmek {izere uzaklastirilir.

4. Stripler iizerindeki + isaretli ug tepsi tizerindeki + isaretli uca gelecek ve jel yiizli asagiya

bakacak sekilde IEF tepsisine yerlestirilir.

5. Striplerin lizeri mineral oil ile kaplanir.

6. IEF elektroforezi PROTEAN IEF cell cihazinda 6-8 saat yapilir.

I11. Equlibrasyon (dengeleme) 1 ve Equlibrasyon (dengeleme) 2 asamalar: (ikinci boyuta
hazirhk)

1. Elektroforezi tamamlanan stripler rehidrataston-equlibrasyon tepsisine jel yiizii yukari

bakacak sekilde alinir.

2. Gerekli miktarda Equlibrasyon (dengeleme) 1 tamponu (6 M iire, 1.5 M Tris-HCI pH 8.8,
%?2 SDS, %20 gliserol, %2 DTT) striplerin lizerine eklenerek ¢alkalayicida 15 dakika nazikce

calkalanarak inkiibe edilir.



Strip Length 7 cm 11 cm 17 cm

Equilibration Buffer | 2.5 ml 4 ml 6 ml
Equilibration Buffer Il 2.5 ml 4 ml & ml

3. Inkiibasyon bitince equlibrasyon (dengeleme) 1 tamponu tepsinin kenarindan sizdirilarak

dokiilir.

4. Striplerin {lizerine equlibrasyon (dengeleme) 2 tamponu (6 M iire, 1.5 M Tris-HCI pH 8.8,
%2 SDS, %20 gliserol, %2.5 iyodoasetamid, az miktarda bromo fenol mavisi) eklenerek
calkalayicida 15 dakika inkiibe edilir.

5. Inkiibasyon bitince equlibrasyon (dengeleme) tamponu tepsinin kenarindan sizdirilarak

dokiiliir.

IV. ikinci Boyut. SDS-PAGE Jeli
1. SDS-PAGE %12 kosturma jeli ve %#4 liik y1igma jeli olarak hazirlanir.

2. Kullanilacak elektroforez tankina ait camlarin boyutuna uygun miktarda hazirlanan
kosturma jeli dokiildiikten sonra pastor pipeti yardimiyla tercihen %20 isopropanol jelin

tizerine dokiilerek oda 1sinda polimerize olmasi beklenir (15-45 dKk).
3. Polimerizasyon olduktan sonra sonra %4 liik yigma jeli dokiiliir ve uygun tarak yerlestirlir.
4. Polimerizasyon olduktan sonra tarak ¢ikartilir.

5. Equlibrasyon (dengeleme) agamalar1 tamamlananan IPG stripler %0.5’lik agaroz soliisyonu

yardimiyla SDS-PAGE jellerine yiiklenir.

6. Elektroforez tanklar1 yeterli miktarda 1X yiiriitme tamponu ile doldurularak elektroforez

baslatilir.



Strip Length 7 cm 11 cm 17 cm
Electrophoresis cell Mini-PROTEAN Criterion PROTEAN Il XL
Conditions 200V, constant 200V, constant 16 mA/gel for
30 min, then 24
mA/gel for ~5 hr
Approximate run time 40 min 65 min 55hr

7. Agaroz soliisyonunda bulunan Bromofenol Blue izleme boyasi yardimiyla elektroforezin

sonlanmasi takip edilir.

SDS PAGE Jel Hazirlanmasi

v" SDS PAGE jellerinin hazirlanacagi camlarin yiizeyinde Orneklerin yiirimesinde

problem olusturabilecek kalint1 veya lekelerin bulunmamasi gerekmektedir.
v Uygulamanin yapildigi zeminin diizglinliigii su tartisi ile kontrol edilmelidir.

v' SDS PAGE jellerinin hazirlanmasi esnasinda kullanilacak APS ¢0zeltisinin taze

hazirlanmasi gerekmektedir.

v" Jellerin polimerize olmasinda APS baslatici, TEMED ise hizlandirt madderlerdir. Bu

nedenle bu maddeler en son ilave edilmelidir ve hemen jel dokiilmelidir.

v Hazirlanan polimerize olmamis jel vortekslenmemeli tiip hafifce birkag kez bas asagi

edilmelidir.

V' Yiirtitme jelin dokiildiikten hemen sonra tist kisma yaklasik 0.5-1cm %20°1i izopropanol
dokiilmelidir. izopropanal jelin iist kismimin hava ile temasmin &nlenmesi, yiizeyinin
kavisli (adhezyon, kohezyon kuvvetleri sebebi ile) olmamasi ve hava kabarciklarinin
liste ¢itkmasini saglar. Polimerizasyon sonrasi izopropanol dokiilmeli ve distile su ile
yikanmalidir. Yikamanin ardindan yilizeyde kalan su Whatman kagitlar1 ile kosturma

jeline temas etmeden temizlenmelidir.

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

v' Protein molekiil agirhg belirteci (marker) farkli uygulamalar gerektirebilmektedir.

Farkl1 ticari tirtinlerin uygulamalari iiriin katalogunda bulunmaktadir. Uygulama 6ncesi

secilen belirtecin katalogu dikkatle incelenmelidir.



v’ Elektroforez sisteminde yiirlitme esnasinda yiiriitme tanki kar igerisine gémiilmeli ve

elektrotlarin anot ve katot kisimlarinin dogru sekilde baglandigindan emin olunmalidir.

SDS-Poliakrilamit Yiiriitme Jeli (Resolving)
e 15M Tris-HCI pH 8.8

Akrilamid

e SDS %10
e Ultra Saf Su
e APS% 10

e TEMED

SDS-Poliakrilamit Toplama Jeli (Stacking)
e 0.5M Tris-HCI pH 6.8
e Akrilamid
e SDS %10
e Ultra Saf Su
e APS %10

e TEMED

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu 10X

1L
o Tris 30,3g
e Glisin 1449

e SDS 10g



PROTOKOL
1. SDS-Poliakrilamit jellerin hazirlanacagi camlar alkol ile temizlenir.
2.Yiriitme ve toplama jelleri hazirlanir. (TEMED ve APS ilave edilmez)

NOT: Yiikleme miktarlart
http://proteomics.awardspace.info/Chemistry%20Calculator.html adresinden jel

yiizdesine, sayisina ve hacmine bagh olarak belirlenir.
3. % 10 APS taze olarak hazirlanir.

4. Kosturma jeli APS ve TEMED ilave edildikten sonra hafifce karistirilip uygun sekilde

yerlestirilmis camlarin arasina dokdiliir ve tizeri % 20 izopropanol ile kapatilir.
5. Jel polimerize olduktan sonra izopropanol dokiiliir.

6. Distile su ile yikanir ve kosturma jeline temas edilmeden camlarin yiizeyi ve jelin lizerinde

kalan su Whatman kagid: ile temizlenir.
7. Toplama jeline APS ve TEMED ilave edilir ve kosturma jelinin tizerine dokdiliir.
8. Uzerine ¢alismamiz i¢in uygun tarak yerlestirilir.

9. Jel polimerize olduktan sonra strip yiiklenmesi i¢in hazirdir.
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