BIYOTEKNOLOJIDE

KULLANILAN YONTEMLER

Doc. Dr. Ogiing¢ MERAL




SEPARASYON VE PURIFIKASYON
YONTEMLERI

» Elektroforez

® Elektrotorez, yikli molekiillerin
bir elektriksel alandaki

hareketlerinin izlendigi tekniktir.

® Cozinmu$ durumdaki molekiillerin  elektrik  yiiklerinin
kitlelerine oramyla belirlenen hizlarda elektriksel alanda gog

etmeleri prensibine dayamr.

/




SEPARASYON VE PURIFIKASYON
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» Elektroforez

* Elektroforez icin dort Seye ihtiyac¢ vardir:

> iyonlarm hareket edebilecegi uygun bir ortam (destek ortams).
> Elektriksel alan1 olugturmak i¢in dogru akim saglayacak gii¢ kaynags.
» Uygun pH’da bir tampon ¢ozelti.

> Birbirinden ayrilan bantlar kantitatif olarak de@erlendirebilen

dansitometre.
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cathode

sample loaded onto gel
by pipette

plastic casing
/

» Elektroforez

Elektroforezde analizi yapllacak ornek bir

destek ortamina uygulamr.

Modern elektroforetik tekniklerde destek
ortami olarak daha c¢ok jeller tercih
edilmektedir.

Jeller, igerisinde uygun bir tampon bulunan bir elektroforez aygitina yerlegtirilerek

islem gergeklestirilir.

Kati jel destegi ile ayrmmi yapilacak molekillerin hareketi, molekiillerin yiikiine,

boyutuna, bicimine, kimyasal icerigine ve uygulanan elektriksel alana baglidur.

™~
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» Elektroforez

* Cogunlukla basit elektrik devrelerin olan elektroforez aygitlarinda
iki temel eSitlik 6nem taSir.

* V(volt)=I(akim) x R(direnc)
® Voltaj uygulamas1 sonrasi sabit akimin tiim sistemlerden geciSi

sirasinda bir diren¢ olugur; bu da uygulanan toplam voltajda
diismeye yol agar.

® Elektroforez aygitinda oluSan direncin hemen tamami jel
tarafindan ortayaionulur.
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» Elektroforez

Elektroforezde ~ 6nemli ikinci egitli§e gore
sistemin trettigi glic (P, Watt) direng ile akimmn

karesinin ¢arpimina egittir. (P=I’R)

Uretilen glic 151 Seklinde ortaya cikar ve

clektroforez aygiti, jelin sicakhigim arttirmaksizin
ancak belli miktarda giicti dagtabilir.

Elektroforezde elektriksel degigskenlerden biri (akim, voltaj ya da gii¢) daima sabit

tutulur.
Direng artarsa sabit akimda gé¢ izi diiger 1s1 aga@a gikar
Sabit voltajda go¢ liz1 diiger yeni bir 1s1 olugmaz

Glig sabit tutulursa hareket iz yavag ama 1s1 arti$1 olmaz
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» Elektroforez

e Elektroforez turleri
»Kagit elektroforezi
» Seluloz asetat elektroforezi

> Jel elektroforezi
Poliakrilamid jel elektrotorezi (PAGE)

Agaroz jel elektroforezi

» Kapiller elektroforez
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45V i DC (5 batteties of 3 V)

electrolyte

» Elektroforez
e Selliiloz Asetat Elektroforezi ( CAE): \§

Avantajlar1:
* Secliloz asetat, fiberler halinde agsi bir yap: > Ucuz

olugturur. Bu a@s1  yapmin  gbzenek

> Saydam hale getirilebilir
» Hizh

» Uzun stre saklanabilir

biyiikligi, selilozun asetilasyon miktariyla
belirlenir. Selilloz asetat ile asetillenmemis
kismi oluSturan seliloz nitratin oram, bu

gozenek biytikligint beliler.

Dezavantajlari:

» Rezoliisyon jeldeki kadar iyi degil

® Seliloz, amino asitler gibi diigik molekiil

» Standardizasyonu iyi degil
agirlikli olan molekiiller icin kullanilir, /
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» Elektroforez
* Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE):

® Akrilamidin polimerizasyonuyla hazirlanan  poliakrilamid jellerin elektroforetik
aymrimlarda kiigiik,orta ve biiyiik boyuttaki molekiiller i¢in uygundur.

® Poliakrilamid jeller akrilamid ve ¢apraz baglayici N,N’-metilen-bis-akrilamidin serbest
radikal polimerizasyonuyla hazirlanir.

* Kimyasal polimerizasyon bir baglatici-katalizor —sistemi (amonyum persulfat-
TEMED) tarafindan kontrol edilir.
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polyvacrylamide gel tunnels of different diameters

» Elektroforez
* Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE):

® Bir jelin ayrigtirma gucu ve molekul bovutu arahgl akrilamidin ve bis-akrilamidin
konsantrasvonuna baghdlr

* Disik konsantrasyonda daha biiyiik porlar olugur ve yiiksek molekul agirhkh
biyolojik molekiillerin analizi yapilabilir.

* Yiksek konsantrasyonda ise daha kiigiik porlarin olugumu dugik molekil agirhkh
olanlarin analizine izin verir.
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» Elektroforez

* Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE): - ) q

> Jelin bicimine gore:
> Tip jel elektroforezi
> Tabaka jel elektroforezi

> Jelin konumuna gore:
> Dik jel elektroforezi
> Horizontal jel elektroforezi
> Jelin bile§imine gore:
> Native (dogal) jel elektroforezi
» SDS'li (sodyum dodesil siilfat) jel

elektroforezi

* SDS-PAGE molekiiler biyolojideki

ara$tirmalar icin en yaygin olarak

kullanilan protein elektroforez

teknigidir.
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12%

» Elektroforez f
* Poliakrilamid Jel Elektroforezi ( PAGE): v

> Jelin gozenck dagilimina gére

» Homojen (diz) jel elektroforezi

Bu elektroforezde, akimim uygulandig iki elektrod arasindaki mesafe boyunca jel
konsantrasyonu sabittir. Dolayisiyla, gézenek ¢ap1 homojendir.

> Gradyent jel elektroforezi
Iki elektrod arasinda jel konsantrasyonu giderek artar, gézenek ¢api da giderek kiigiilir.
> Jelin tiiriine gore:
» Continious (devaml) jel elektroforezi
Ayni konsantrasyon ve pH'da jel hazirlanir.
» Discontinious jel elektroforezi

Farkh konsantrasyon ve pH'da jel bélgeleri hazirlanarak yaplhr.
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» Elektroforez
* Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE):

BEFORE 5D3 charged R-groups

* SDS, ornekteki protein  molekiillerinin

etrafinda bo§luk kalmayacak $ekilde bir katman

oluSturur. Sonugta, her molekil, homojen bir
Sckilde (-) yiikle kaplanmig olur. Sonugta
ayri$ma,  molekiillerin  kendi  yiikiinden
bagimsiz olacagindan, dogrudan dogruya
molekil agirhklarma gére olur. Bu yontem
daha ¢ok proteinlerin molekil a@irhiklarinin
saptanmasinda kullanilir.

hydrophobic areas

AFTER 5D
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» Elektroforez
* Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE):

Negative

* Biyolojik molekiillerin ¢o8u negatif yiikli oldugu igin Electrode Load samples here ™,

anoda do8ru hareket edeceklerinden, jel elektroforezi

genellikle bazik pH'da gergeklestirilir.

® Analiz edilecek 6rnek, bir izleme boyasi ile birlikte, jelin SRR
tepesine uygulanir ve sistemden elektrik akimi gegirilir. " bigprotee
 Runr [ gt

e Ornekteki bileSenlerden daha hizli hareket eden izleme
boyasi jelin bitimine ulagti@inda akim kesilir, jel ¢ikarihir

ve boyamr.

I L Buffer

Positive %
Electrode |'

An illustration of an
apparatus used for SDS PAGE.

SEEET
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» Elektroforez

Gel electrophoresis
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* Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE):

Polimerizasyon = swirasinda  jelin  ist  kismina
yerlegtirilen bir tarak jelde kiigiik kuyucuklarin
oluSumunu saglar.

Polimerizasyondan sonra tarak ¢ikarilr.
Jel iki tampon deposu arasina yerlegtirlir.
Kuyucuklara 6rnekler konulur ve akim gegirilir.

Elektroforez ~ bitiminde goriintileme igin  jel

genellikle uygun $ekilde boyanur.

MW 1 2 3 45 678 9MW
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» Elektroforez

* Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE):

» Jellerin hazirlanmasinda kullanilan akrilamid TOX' c

® Poliakrilamid jel elektrotorezi uygulamalarlnda

baz1 zorluklar vardir;

monomeri bir norotoksindir.

» Katalizor olarak kullanilan diger rekatifler kararh | c H E M ICALS

olmadiklar1 igin dikkatli gali$may1 gerektirirler.

> Jellerin hazirlanmasindaki zorluklar.
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» Elektroforez

e [zoelektrik odaklama:

® Proteinlerin elektroforetik analizi icin
geligtirilmig etkin bir yontem izoelektrik
odaklama (isoelectric focusing, IEF) dir.

e Bu teknikte elektroforetik hareket pH’mn
fonksiyonu olarak ele alinir,

* Bir proteinin net yiikii pH’ya bagimhdur.
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Gel gy Proteln
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» Elektroforez o B8t
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¢ Izoelektrik odaklama: o i : } I T
V | a1ttt
® Proteinler izoelektrik pH’larmin (net yiiki sifir oldugu pH) gl TP T o
altinda pozitif ytiklidiirler ve sabit pH'l1 bir ortamda negatif 0 t1t11
yiiklii elektroda (katoda) dogru gog ederler. f— t111
e Izoelektrik noktalarinmn iistiindeki pH’da ise, protein neg;atif 12 — Tt1T11
yiikli hale gecer ve pozitif yiikli elektroda (anoda) dogru Electric Forca
gog eder.

® Eger elektroforez ortammin pH’si proteinin izoelektrik
pH’sina eSit ise proteinin net yiki sifir olacagindan
elektrodlarin hicbirine dogru hareket etmez.




SEPARASYON VE PURIFIKASYON
YONTEMLERI

® 4 @ @ » ® ¢ 4
@ @ 7 @ @ . . @ ®
» Elektroforez » .

e Izoelektrik odaklama: § ’ @ % R @

® Bir kanigimdaki farkh protein

molekulleri farkhh izoelektrik

pH de gerlerine sahip

(A)
olacaklarindan bunlarin IEF Low pH @<—>@ ® = C ® .
uygulama51yla ayrllmalarl (+) : @ . t———0 2—>

mumkunddr.
(B)

Low pH
(+)
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High pH

(-)

High pH
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» Elektroforez

e [zoelektrik odaklama:

B Jm s —s ‘
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» Elektroforez

o Iki Boyutlu Elektroforez:

SDS-PAGE ile proteinlerin ayriminin molekul
boyutuna gore yapilmasina kargihik IEF ile
ayrmm yuke gore yaplhr

Bu iki yontemin bileSimi olan iki boyutlu (2D-)

elektroforez, kompleks protein kariSimlarmm Protein
ayriSiminda 6nemli ilerlemelere vol acmiStir. extract

Son yillarda etkin bir bigimde kullamlan 2D-
elektroforez proteomik caligmalarinin da
temel tekniklerinden biridir.

[scelectric point (pl)

Iolecular weight (kD a)
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2D ELECTROPHORESIS

» Elektroforez | 2

o [Ki Boyutlu Elektroforez: . '

* Once IEF sonra SDS-PAGE
islemleri yapilir. [
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» Elektroforez

o Agaroz jel elektroforezi:

® Poliakrilamid jeldeki kiigik por boyutlar1 biytuk
DNA molekiilii pargalarmin ayrimi igin uygun

degildir.

® Destek ortami olarak agaroz kullanilir,

® Bir algden elde edilen agaroz galaktopiranoz
turevlerinin lineer bir polimeridir.

-
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* Jel elektroforez  tamponuna
» Elektroforez konulmu§  agarozun  yiiksek

. . sicaklikta  ¢oztindtrilmesi ile
o Agaroz jel elektroforezi: hazirlanir.

® Agaroz ¢ozeltisi 50°C civarma
kadar so8utulduktan sonra yatay
sistemde jel tepsisine dokdlur.

* Ayrimi yapllacak ornek taraklarla

Cool to 65T and olugturulmu$ kuyucuklara konur
ool to 65°C, an
pour into mold Comb to ve aymrmm tamamlamincaya kadar

D:o make wells . g elektrik akimi uygulanlr.
o ‘ .
I
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» Elektroforez

o Agaroz jel elektroforezi:

® Proteinler gibi nikleik asitlerde molekil
aglrhklarlmn logaritma51yla ters orantili

hzda gé¢ ederler.

® Bu nedenle analiz edilen molekiillerin
agirliklar1 bilinen standart niikleik asit
parcalarinin da yiiriitiilmesiyle tayin

edilebilir.
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» Elektroforez

e Kilcal ( kapiler) elektroforez:

 Kapiller elektroforez kigik ¢aph (25-75 pm), 100 cm.
uzunlu@unda ‘fused’ silika bir kapiller boru kullamlarak

gergeklestirilen bir yontemdir.
* Tipik bir sistem
> ince silika kapiller bir boru,
> iki elektrolit tampon haznesi,
> yiiksek voltaj gii¢ kaynag:
» veri degerlendirme birimiyle iligkili detektor
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> Elektroforez o Kapiler boruya yiiksek

. voltaj uygulanmir ve az
e Kilcal (kapiler) elektroforez: miktarda ~ 6rnek  soliisyon
. i’ kapiler tlipin bir ucundan

injeksiyonla uygulanur.

* Soliisyon icindeki
molekiller elektrik alaninin
etkisi altinda kapiler boru
boyunca hareket ederler.

* Tipiin diger ucundan digar
¢ikan molekiiller saptanir.

/
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» Elektroforez

¢ Kullanim alanlar1
> SaflaStirma
» Saflik kontrolu
» Molekil agirhg saptama
» Kalitsal veya kalitsal olmayan hastahik saptama
» Enzim izozimlerinin saptanmasi (tanisal amagl, populasyon
¢ali$masi igin,adli tipta)

> immﬁnolojik ve molekiler biyoloji




