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ELEKTROFORETIK YONTEMLER

DNA molekillerinin analizinde c¢ok cesitli yontemler
kullanilmakla beraber tim laboratuvarlarda rutin olarak
yararlanilan en basit yontemlerden biri jel elektroforezi'dir.

Yontemin avantajlari basit ve hizlh olmasi, ayrica diger
yontemlerle yeterli duzeyde ayrilamayan DNA
fragmentlerinin ayrilmasini saglamaktir.




DNA'nin elektroforetik analizinin temeli, bu
molekidlin elektriksel bir alanda, jel Gzerindeki
gocune dayanir.

Bu goc¢ hizi,

molekulin buyuklGgline,

yapisina,

jelde kullanilan maddenin konsantrasyonuna
iyonik kuvvete ve

uygulanan akima bagli olarak degismektedir



Elektroforezin calisma ilkesi molekidl agirligi ve
molekilde bulunan elektrik enerjisinin jel
icinden bir yukten digerine giderken kat ettigi
mesafe farkhliklarini ele almaktir.




» Agaroz Jel Elektroforezi
»Denatiire edici olmayan (Native):

»Buyuk molekiler agirhkh DNA yuritilecekse (genomik
DNA gibi) %0.8-1 arasi jel hazirlanmalidir.

»PCR orneklerinin kontroliinde (100 b¢- birkac kb arasi)
%2’lik jele ihtiyac vardir.

» Denatiire edici (Formaldehitli)

»Denatlire edici ortamda ise bu molekiller ikincil yapi
olusturamayacaklari icin molekuler agirliklarina gore
yurdurler.



Jel elektroforezinde kullanilan destekleyici madde
(matriks) mekaniksel etkiyi engellemek ve molekulleri
bayuklUklerine gére ayirmak icin kullanilr.

Matriks nisasta, poliakrilamid, agaroz veya agaroz
akrilamid karisimi olabilir.



Poliakrilamid jeller genellikle kuicik DNA fragmentleri ve
RNA molekullerinin ayiriminda kullanilir.

Ancak poliakrilamid jelleri hazirlamak zordur ve uzun sire
alir.

Ayrica uygulanacak DNA’'nin vylksek konsantrasyonda
olmasi gerektiginden bu tip jellerin kullanilmasi pratik
degildir.

Bu nedenle rutin olarak en fazla kullanilan yontem agaroz
jel elektroforezidir.



2. Agaroz Jel Elektroforezinin
Bilesenleri

2.1. Agaroz
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e Agaroz kirmizi bir alg tiri olan Agar agar’dan
izole edilir.

—OH

e * Agaroz nispeten ucuz, toksik olmayan, dusuk
konsantrasyonda yuksek jel kuvvetine sahip ve
kullanimi kolaydir.

 * DNA'nin elektroforetik ayirimi icin rutin olarak
kulanilan agaroz jel por capinin buyukliginden
dolayi  proteinler ve c¢ok klicuk DNA
fragmentlerinin analizi icin cok kullanisl degildir.
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Agaroz sicak suda c¢ozlinur ve sogutuldugu zaman polimerde
karsilikh hidrojen baglarinin olusumu ile jel yapisi olusur. Bu
olusum geri donidsumludur.

Ticari olarak dUretilen agarozlarin saflik dereceleri farkl
olabilmektedir. Bu durum DNA'nin gbé¢ hizini etkiler. Ayrica
kimyasal yapisi degistirilerek disuk sicaklikta eriyebilen agaroz
tipleride gelistirilmistir. Bu agarozlarin ayirim gtcu cok fazladir.
DNA jelden geri kazanilacaksa bu tip agaroz uygun olur.

Agaroz konsantrasyonu % 0.5- 1.5 arasinda degistirilerek jelin por
cap! ayarlanabilir. Boylece kucuk DNA fragmentleri icin yuksek,
buyuk DNA fragmentleri icin dusuk agaroz konsantrasyonu
kullanilarak DNA'nin jelde en uygun sekilde yirimesi saglanabilir.



Table 1 Degisik boyutlardaki niikleik asit fragmanlarmin ayrimi i¢in uygun agaroz konsantrasyonlari

5.0-60.0

1.0- 20.0
0.8-10.0
0.5-7.0
0.4-6.0
0.2-3.0

0.1-2.0



Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan
Tampon Cozeltiler

* Tamponlar akimi ileten iyonlari tasir ve
pH’1I sabit bir degerde tutar.

* DNA molekullerinin elektroforezinde
cok yaygin olarak kulanilan

tamponlar Tris-Asetat-EDTA (TAE) ve Tris-
Borat-EDTA (TBE)’dir.

++++



» Agaroz jeller TBE (Tris Borik asit EDTA) veya TAE (Tris

Asetik asit EDTA) ile hazirlanir.

» DNA dislik voltajda uzun yiritmek gerektiginde (RE
ile kesilmis genomik DNA’y1 Southern oncesi yluriutmek

gibi) TAE tamponu uygundur.

»Kisa sureli yuksek voltajda vyiriatmek icin TBE

secilmelidir.



» Agaroz Jel Elektroforezi
»TBE 5X veya 10X konsantrasyonda hazirlanip
1X konsantrasyonda kullanilir.  Uzun sire

beklediginde cokelti olusturur.

» TAE 50X konsantrasyonda hazirlanabilir.



AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

* Elektroforezin calisma ilkesi molekul agirligi ve
molekilde bulunan elektrik enerjisinin jel
icinden bir ylkten digerine giderken kat ettigi
mesafe farkhliklarini ele almaktir.

e Agaroz konsantrasyonu %0,5-1,5 arasinda
degistirilerek jelin por capi ayarlanabilir.
Boylece klicuk DNA fragmentleri icin yuksek,
bliyuk DNA fragmentleri icin ise dusuk agaroz
konsantrasyonu kullanilarak DNA’'nin jelde en
uygun sekilde ylirimesi saglantr.



Tablo 2. Agaroz jel elektroforezi asamasinda kullanilacak malzemeler

242 g Trizma-base

57.1 ml Glasiyel asetik asit
100 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)
54 g Trizma-base

27.5 g Borik asit

20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)
4 M Ure

0.025 M EDTA

%60 Sukroz

% 0.025 Bromophenol blue
%0.025 Ksilen

10 mM Tris-HCI pH 8.0
1mM EDTA pH 8.0



3.1. Yontem
3.1.1. %0.8’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

* Kullanilacak jelin buyukliglne gore tartilan agaroz TBE veya
TAE tampon icerisinde kaynatma vyolu ile (mikrodalga)
cozduruilar.

* 55-60 °C sicakhga dustiginde 0.5 pg/ml etidyum bromiir
ilave edilir.

e Kenarlari kapatilmis cam yuzey Gzerine dokulir.

* Cepleri olusturacak tarak yerlestirilerek donmasi beklenir.

 Tarak dikkatlice uzaklastiriir ve jel elektroforez tankina
gecirilir.

* Ornegin; yaklasik 2pl DNA, 0.4 pl jel yikleme tamponu (BB)
ile karistirthp, 0.5 pg/ml EB iceren %0.8'lik agaroz jele
yuklenir.



JEL ELEKTROFOREZI

PCR sonras:

DNA
Kopyalar:

1. PCR ur‘unler'l, yukleme
solusyonu ile jele
yuklenir.

2. PCR urunleri iki akim
arasinda buyukluklerine

gore ilerler 3. Uriinler (+) y&ninde hareket
eder.
1 1Nl .
!
@ 1 1 0 i @ 4. Baz uzunlugu agisindan
! kisa drin daha hizli hareket
1 me |1 ~~———"eder ve bu nedenle jelin en
: onunde yer alir.




3.1.2. Genomik/Plazmid DNA’nin Jelde Goriintiilenmesi

* izole edilen DNA’nin genomik yada plazmid DNA’s|
olmasina gore jeldeki goriintimleri farklilik gosterir.

© Genomik DNA keskin bir bant ile bu bandin asagi yukari
kismina dogru biraz yayilan bir goriinti verir.

® Plazmid DNA ise genellikle ug¢ farkh bicimi gozlenir.
-Plazmid DNA’sIna ait siiper sarmal bicim (form 1),
-gevsek sarmal bicim (form 2), ve
-dogrusal bicim (form 3).

Sekil 4: Plazmid (A) ve genomik (B) DNA'nin
jelde goriinimii



3.2. Etidyum Bromiir

* Etidyum bromir DNA baglar arasina baglanarak UV 1518
altinda fluoresan etki gostermesi sonucu DNA'nin jelde
gorinmesi saglanir.

* Etidyum Bromir eklenen DNA o6rnekleri bekletilirse DNA
etidyumbromure baglanarak kutlesi, sertligi ve hareketi degisir.

DNA'nin jelde gorinur hale gelebilmesi etidyum
bromurin DNA baglari arasina baglanarak 300 veya 360
nm’de 1sig1 absorblamasi sonucu fluerosan etki
gostermesi ile olur.



e Etidyum Bromur — kanserojen

Bu kimyasallar duzgun bir sekilde kullanilirsa
zararl degildir. Potansiyel zehirli kimyasallari
kullanirken her zaman eldiven giyin ve asla
agzinizla pipetlemeyin. Eger bu kimyasallardan
herhangi birini kazayla uzerinize sicratmissaniz, bu
alani tamamen, hemen suyla yikayin ve

lab asistanina haber verin. Atik maddeyi uygun bir
kapla cope atin.




3.2.1. Etidyum Bromiir (EtBr) Jelleri ve Cozeltilerinin
Atik Proseduru

Etidyum Bromdur Jelleri tehlikeli atik isaretli sizdirmaz
conteynerlerde toplanmalidir. Etidyum Bromur
<imyasal atik oldugundan tibbi atik posetlerine
conmamalidir.

Etidyum Bromir Cozeltileri ise sikica kapatiimis
siselere konmalidir. Eger etidyum bromur filtre
edilerek cozeltiden cikarildiysa filtre matrisi bertaraf
edilmelidir. Filtrelenmis ¢c6zelti dogrudan lavaboya

desarj edilebilir.




DNA’nin Jelden Geri Alinmasi

* DNA dusuk sicaklikta eriyebilen agaroz
cullanarak jelde kosturulur ve

JV transilliminator ile gérintilenen etidyum
oromur boyali jelin

istenen parcasi bir jilet veya bisturi ile kesilip
cikarihr ve cesitli

islemlerle saflastirilir.




3. 4. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve DNA’nin Jele Yiiklenmesi

Yuzde (w/v) = 100 ml solusyondaki agirlik (g);
Yuzde (v/v) =100 ml solusyondaki hacim (ml).

Uygulama; TBE bufferin icinde %0.7’lik agaroz sollisyonu

yapmak icin; 0.7 gram agarozu olctin ve hacmini TBE buffer
ile 100 ml’ye tamamlayin.



Agaroz Jel Yapimi
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Agaroz Jelin Goruntulenmesi




Ultraviyole (Morotesi) isik

Mor otesi (UV) 1siga maruz kalmak siddetli goz hasarlarina neden
olur. Retina UV isigini fark edemediginden; ciddi goz tahribatina
neden olabilir. Bunu maruz kaldiktan sonra 30 dakika 24 saat
arasi fark edemeyebilirsiniz. Bu vyuzden UV Ilambalarini
kullanirken her zaman uygun goz korumasi kullaniniz.
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DNA ladder
J

& 2,000 bp
& 1,500

< 1,000

& 750
& 500
& 250

+ - - - - + TR

Samples #1,6,7,10 & 12 DNA VAR



http://biyokure.org/agaroz-jel-elektroforezi-
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