11. Hafta: Elektroforez: Elektroforez cesitleri ve teknikleri, SDS ile molekil kutlesi
tayini.
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Ortamin pH’sina gére (+) veya (-) olarak yuklenen biyomolekdllerin, bir elektrik
alaninda ayrilmasini saglayan bir tekniktir. Bu yontemde biyomolekiiller elektriksel
yukleri ve blyikliklerine gore hareket ederler. Negatif yukll tanecikler elektriksel
alanda anoda, pozitif ylkli tanecikler ise katoda gider. Bu harekette molekuliin
blylkligu, sekli ve kimyasal yapisi 6nemlidir. Yaygin olarak kullanilan elektroforez
sistemleri basit, hizli, oldukca etkin ve glivenli bir ayirma sadlarlar. Bu teknikle amino
asitler, peptitler, proteinler, nikleik asitler gibi yukli molekiller basarili bir sekilde
analiz edilebilir. Protein caligmalarinda kullanilan ilk elektroforez yontemi Tiselius
tarafindan 1937’de kullaniimistir.
Yiiklenmis tanecikler, yiklerine ve buyikliklerine bagli olarak belirli bir hizda hareket
ederler. Sabit voltajda yuklenmis molekillerin hareketi sadece ylk ve surtinmeye
baglidir. Lineer DNA parcalari veya kiiresel proteinler gibi benzer konformasyonlardaki
bilesikler igin yercekimi ayni oldugu icin farkhliklar yik ve kiitleye gore olur.

Elektroforezin kullanim alanlari

e Saflik kontroli

e Molekl kitlesi belirleme

« Kalitsal veya kalitsal olmayan hastalik belirleme

e Enzim izozimlerinin belirlenmesi

Proteinlerin amino asit dizilimleri farkli oldugu igin, net yikleri, bliylklik ve sekilleri

de farkhdir. Tim bu faktérler, proteinlerin elektroforezde nasil hareket edeceklerini

belirler.

Elektroforez Cesitleri

1. Kagit ve seliiloz asetat elektroforezi

2. Ince tabaka elektroforezi

3. Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)

4. Agaroz jel elektroforezi



5. Kapiler elektroforez

En yaygin olarak kullanilan destek matriksleri agaroz ve poliakrilamittir. Bunlarin
yapilar birbirine benzemese de iki matriks de gézenekli jeller olusturur. Agarozun
jel gbzenekleri blyilk oldugu icin genelde daha buiylik molekiil kiitleli olan nikleik
asitler ve proteinlerin ayrilmasinda kullanilir. Poliakrilamitler ise kiglk gdzenekli
jeller olusturur ve bircok protein ve oligonUikleotitlerin ayriimasinda kullanilir.

Jel Elektroforezi

Bu elektroforetik yontemde destek matriksi olarak poliakrilamit kullanilir. Bu
akrilamit monomerlerinin gapraz baglayici N,N’- metilen bisakrilamit ile kovalent
baglanmasindan olusan bir polimerdir. Polimerizasyon islemi kimyasal veya
fotokimyasal yolla olusturulur. Olusan oksijen serbest radikallerinin ortamdan
uzaklastinimasi igin tim jel ¢ozeltilerinin kullaniimadan o6nce inert bir gazla
ortamdan uzaklastiriimasi gerekir.

Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Akrilamid  polimerlerinin  sentetik olarak elde edilmesinden sonra, jel
elektroforezinde yeni gidirlar agiimistir. PAGE ile serum proteinlerini 20'den fazla
fraksiyona ayirmak muamkindur. Poliakrilamid, polimerizasyondan énce akrilamid
icerigi  degistirilerek gozenekliligi kolaylikla dedistirilebilen inert bir destek
materyalidir. PAGE yontemi nativ (dogal) proteinlerin ayrilmasi icin uygulanabilir.
Ayrica bu teknik sodyum dodesil siilfat (SDS) varliginda proteinler denatiire edilerek
molekiil kitlesi tayininde de kullanilir. SDS-PAGE molekiiler biyolojideki arastirmalar
icin yaygin olarak kullanilan protein elektroforez teknigidir. Bu teknik ayni zamanda
klinik laboratuvarlardaki rutin kullanimlara goére cok daha iyi bir bir ayirma

saglayarak ¢ok sayidaki alt Ginitenin ayrimini yapar.



cathode
e plastic casing

buffer

Molekiil Kiitlesinin Belirlenmesi

Peptitlerin molekdl kitlesinin logaritmasi ile jeldeki relatif go¢ hizlari (Rf degeri)
arasinda dogrusal bir iliski vardir. Jeldeki gog¢ hizinin bir fonksiyonu olan Rf degeri
belirlendikten sonra standart grafikler yardimiyla molekdl kiitlesi belirlenir.

Bu islemin yapilabilmesi icin standart olarak kullanilacak polipeptitlerin Rf degerleri
absise ve bunlarin molekil kitlelerinin logaritmik dederleri de ordinata
yerlestirilerek standart grafik cizilir. Molekdil kitlesi bilinmeyen peptide ait bant igin
Rf degeri bulunduktan sonra grafikte bu degere karsilik gelen noktadan bilinmeyen

molekiil kiitlesinin dederi bulunur.



