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Yatay Jel Diizenegi ile izlenebilir Protein Elektroforezi

OZET

Yatay agaroz jel elektroforezi niikleik asit incelemeleri, dikey poliakrilamit jel
elektroforezi ise protein incelemeleri i¢in molekiiler biyolojide kullanilan temel araglardir.
Bu c¢alismada yatay Sodyum Dodesil Stilfat-Poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE)
yontemi, yeni bir protein elektroforez yontemi olarak gelistirilmis ve dikey elektroforez
ve jel dokme aygitlarina  gereksinim duymaksizin yatay poliakrilamit jel {iretimi
gerceklestirilerek  proteinlerin  ilk  defa yatay konumda elektroforetik ayrimi
yapilabilmistir. Ayrica elektroforez sirasinda protein bantlarmin goriintiilenebilmesi
amactyla protein 6n-boyalar arastirilmistir.

Bu tezin amaci ¢ok parcali aygitlar gerektiren, pahali ve zahmetli bir yontem olan dikey
jel elektroforezine alternatif olarak, kullanimi pratik ve ekonomik olabilecek yatay bir
protein elektroforez yontemi gelistirmek ve elektroforez sonrasinda jel boyama igin
gereken emek ve zamandan tasarruf edebilmek amaciyla uygun 6n-boyalar arastirmak,
boylece yatay protein elektroforezini izlenebilir hale getirmektir.

Tez sonucunda dikey jel elektroforezinde kullanilan biriktirici jele olan gereksinimi
ortadan kaldirarak sabit derisim yatay poliakrilamit jeller liretilmis ve bu jeller lizerinde
niikleik asit elektroforezi i¢in kullanilan yatay elektroforez aygitlariyla protein ayrimi
gerceklestirilebilmistir. Protein bantlart Nil kirmizisi boyast kullanilarak elektroforez
sirasinda goriintiilenebilmis, bdylece diinyada ilk kez izlenebilir protein elektroforezi
gergeklestirilmistir. izlenebilir protein elektroforezinin kullaniminin yayginlagmasi, protein
calismalarini hizlandirmasi ve daha etkin hale getirmesi beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: SDS-PAGE, Protein elektroforezi, Yatay protein elektroforezi,
izlenebilir elektroforez, Nil kirmizisi.



Observable Protein Electrophoresis with Horizontal Gel System

ABSTRACT

Horizontal agarose gel electrophoresis is a basic tool for nucleic acid separation and
vertical polyacrylamide gel electrophoresis is also an essential tool for protein separation in
molecular biology studies. In this study, horizontal Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) was developed as a new protein
electrophoresis technique. Proteins were separated horizontally in horizontally-casted
polyacrylamide gels without using vertical gel casting and electrophoresis equipment. In
addition, various protein dyes were investigated for pre-staining the proteins to visualize
them during electrophoresis.

The aim of this study was to develop a practical horizontal protein electrophoresis
technique alternative to the vertical gel electrophoresis which is often demanding and
expensive and also to realize observable protein electrophoresis by investigating suitable
protein pre-stains to save time and effort required for gel staining.

As a result of this study, constant concentration horizontal polyacrylamide gels were
prepared without any need for stacking gel and it was possible to separate proteins by
using common horizontal nucleic acid electrophoresis equipment. It was also possible to
visualize proteins during electrophoresis by Nile red stain. Thus, observable protein
electrophoresis was realized for the first time in the world. It is expected that widespread
use of observable protein electrophoresis will accelerate proteomics studies and increase
their efficiency.

Keywords: SDS-PAGE, Protein electrophoresis, Horizontal protein electrophoresis,
Observable electrophoresis, Nile red
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1. GIRIS

Elektroforez elektrik yiikiine sahip molekiillerin elektriksel bir alanin etkisi altinda sivi
veya yar1 kati1 bir ortamda ¢esitli 6zelliklerine gére ayrimini ve analizini saglayan temel bir
yontemdir. Elektroforez niikleik asitlerin uzunluguna, proteinlerin de yliklerine ya da
molekiil agirliklarina gére ayrilmasini saglamak amaciyla kullanilmaktadir. DNA dizi
analizi gibi bazi1 calismalar disinda niikleik asitlerin elektroforetik ayrimi i¢in ayirici ortam
olarak agaroz jel, proteinlerin ayrimi i¢in ise poliakrilamit jel rutin analizlerde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Hizli ve pratik bir sekilde yatay olarak hazirlanabilen agaroz jelin
aksine poliakrilamit jeller, bilesiminde bulunan akrilamidin polimerizasyonu inhibe eden
oksijen ile temasinin engellenebilmesi amaciyla iki cam arasinda ve sadece dikey olarak
hazirlanabilmektedir. Jelin elektroforezi de dikey sistem aygitlariyla gerceklestirilmektedir.
Poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) bu nedenle pahali sistemler gerektirmekte ve

uygulama ag¢isindan yeterince pratik olmamaktadir.

Niikleik asitleri elektroforez sonrasinda goriiniir hale getirebilmek i¢in g¢esitli boyalar ve
goriintiileme sistemleri bulunmaktadir. Son yillarda elektroforez sirasinda niikleik asitlerin
eszamanli goriintiilenebilecegi goriintiileme sistemleri de gelistirilmistir. Proteinleri
goriinlir hale getirebilmek i¢in ise elektroforezde ayrim yapildiktan sonra rutin olarak
kullanilan Coomasssie mavisi ile boyama veya giimiis boyama yontemleri uygulanmakta
ya da Sypro orange gibi floresan jel boyalar1 kullanilmaktadir. Bu yontemlerin disinda
elektroforez oncesinde goriintiileme amaciyla proteinler pahali floresan isaretlerle ve uzun
prosediirler kullanilarak etiketlenmektedir. Bu yontemle elektroforez esnasinda protein
ayrimint izleyebilmek ve “Westernblot” analizlerinde membrana transfer etkinligini
kontrol edebilmek amaciyla boyali protein molekiil agirlik standartlar1 gelistirilmistir.
Ancak, rutin analizlerde incelenecek protein Orneklerini elektroforez sirasinda

goriintiileyebilecek bir boya ve hizli bir yontem tanimlanmis degildir.

Bu c¢alismanin amaci DNA elektroforezi igin kullanilmakta olan yatay elektroforez
sisteminde proteinlerin molekiil agirligma gore ayristirnlmasini  saglamak icin
kullanilabilecek, yatay bir Sodyum dodesil siilfat (SDS) poliakrilamit jel hazirlamak ve
proteinleri elektroforez sirasinda goriiniir hale getirebilecek bir protein boyama ydntemi

gelistirmektir.



2.KURAMSAL TEMELLER

2.1. Elektroforezin Tarihi

Elektroforez, yiiklii molekiillerin, bir elektriksel alan uygulandiginda, sivi igeren bir
ortamda hareket hizlariin 6l¢iildiigii bir yontemdir. Proteinler ve niikleik asitler elektriksel
yiik tasidiklar i¢in elektroforez ile bu molekiillerin biiyiikliigii, konformasyonu ve net
yiikleri hakkinda bilgi elde edilmektedir (Klug and Cummings 2003). Elektroforezin
kompleks protein karigimlarinin incelenmesinde kullanilmasi ¢alismalar1 1930°1u yillarda
Arne Tiselius tarafindan yapilmistir. Tiselius insan serumunda en ¢ok bulunan bes proteini
ayirmay1 basarmis ve bu proteinlerin bazi hastalik durumlarindaki ve normal durumdaki
seviyelerini  Ol¢ebilmistir (Perrett 2010). Tiselius mekanizmasi hassas Schlieren
optikleriyle donatilmis, dik acili, birka¢ pargadan olusan, U seklinde bir tiipten
olusmaktadir. (Burtis et al. 1986). Bu mekanizma hareket eden proteinleri segmentler
halinde go6zlemleyebilmek i¢in, farkli protein icerikli ¢ozeltilerin kirilma indisindeki

degisimleri kullanmay1 amaglamistir.

Sekil 1.1. Tiselius (1937)’un elektroforez aygiti

Elektroforez giiniimiizde “planar”, “kapiller” ve “nano” ayirma olarak ii¢ ayr1 sekilde
kullanilabilmektedir. Son olarak, Stanford Universitesi’nde iiretilen, tarihi 1975’lere
dayanan, ¢ip temelli aygitlar ile minyatiirize edilmis aygitlar yapilmaya baglanmigtir. Son
yillarda bir¢cok akademik ve kiiciik sirket “lab-on-a-chip” konseptini gelistirmislerdir.
Elektrolit ytiklemesi, voltaj kontrolii, 6rnek yiiklemesi, ayrim ve saptamanin tek bir ¢ip

tizerinde yapilabildigi aygitlar patentlenmistir (Perrett 2010).



2.2. Elektroforezin Prensibi

Tasidig1 yiikiin tiirline bagli olarak, bir ¢ozeltideki iyonlar katoda (negatif elektrot) ya da
anoda (pozitif elektrot) dogru hareket etmektedirler. Bir elektrik alaninda iyonlarin hareket
oranlar1 molekiiliin net yiikiine, molekiiliin biiyiikliik ve sekline, elektrik alanin giiciine,
ayrict ortamin Ozelliklerine ve sicakliga gore degiskenlik gostermektedir ( Burtis et al.

1986).

Elektroforezde molekiillerin hiz1 iki ana etmene baghdir. Birincisi, molekiillerin iizerindeki
elektrik alan tarafindan uygulanan, “qE” adi verilen, hareketi saglayan giictiir. q:
molekiiliin yiikiinii (kolomb) ve E: elektrik alanin giiciinii ( amper basma volt olarak)
tanimlar. Ikincisi ortam ile molekiil arasinda olusan siirtinmeden kaynaklanan, harekete
kars1 olan direng, “fv” dir. “v”: molekiiliin hiz1 ve “f” molekiiliin biiytikliigiine ve sekline
bagli olan siirtiinme katsayisidir. Biiyiik ya da asimetrik molekiiller kii¢iik ve kompakt
olanlara gore daha fazla siirtinme direnciyle karsilasmakta ve bu nedenle daha yliksek
strtlinme katsayisina sahip olmaktadir. Gii¢ kaynagi agildiginda olusan elektrik alan
nedeniyle, molekiiller hizlanarak bu iki faktoriin giicleri dengeye gelene kadar belirli bir
hiza ulasir (Mathews et al. 1989). Elektroforetik hareket, net yiik ile dogru orantil,
molekiiliin biiyiikliigii ve elektroforez ortaminin viskozitesi ile ters orantilidir (Burtis et al.

1986).

2.3. Elektroforezde Kullanilan Ayirict Ortamlar

2.3.1 Nisasta

Nisasta, elde edildigi bitkiye bagli olarak, farkli yilizdelerde amiloz ve amilopektinden
olusmaktadir (Anonim 2012a). Ham sekliyle jel olusturmayan, kismen hidrolize olmus
dogal nisastadan, nisasta jeli hazirlanmaktadir. Nisasta jel elektroforezi (Starch gel
electrophoresis, SGE) makromolekiiler iyonlar1 molekiil biiyiikliiklerine ve kiitle-yiik oran
temeline gore ayirmak i¢in kullanilmaktadir (Burtis et al. 1986). Denatiire edilmemis
proteinler yiik ve boyutlarina gore nisasta jelinde ayrilabilmekte ve “Naphtal black” ya da

“Amido black” boyama yontemleri ile boyanabilmektedir. Nisasta jeldeki nisasta derisimi



%S5 ila %10 arasinda degismektedir (Anonim 2012b). Nisasta jeli hazirlamak zahmetli
oldugu ve tecriibe gerektirdigi igin bu teknik artik nadiren kullanilmaktadir (Burtis et al.
1986).
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Sekil 1.2. Nisasta molekiiliiniin yapist (Anonim 2012c¢)

2.3.2. Seliloz Asetat

Seliiloz Asetat, hidroksil gruplarini asetillemek amaciyla seliilozun asetik asitle muamele
edilmesiyle yapilan bir termoplastik recinedir. Kenetlenmis seliiloz asetat fiberlerinin
icinde %80 hava boslugu iceren seliilloz asetat membranlari, kolayca ¢atlayan, kuru, mat,
kirilgan filmler halindedir. Tampona daldirildiginda, i¢indeki hava bosluklar siv1 ile dolan
film esnek hale gelmektedir. Ornekler, onceden tampon emdirilmis seliiloz asetat
bantlarina ikiz tel uygulayici (twin wire applicator) ya da bir lamin ucu aracilifiyla 0,3 ila
20 pl arasinda olacak sekilde uygulanmakta, elektroforez 20 ila 60 dakika arasinda
gerceklestirilmektedir. Seliiloz Asetat bantlarinin kullanim 6ncesinde tampona daldirilmasi
ve dansitometreden oOnce yikanmasi gerektigi i¢in seliiloz asetatin yerini birgok

uygulamada agaroz jel almistir (Burtis et al. 1986).



2.3.3. Agaroz

Agaroz, asidik siilfat ve karboksilik yan gruplarindan dolay1 oldukga yiiklii bir fraksiyon
olan agaropektinden agarozun ayrilmasiyla elde edilen, agarin saflastirilmis ve yiiksiiz bir
fraksiyonudur (Burtis et al. 1986). Deniz yosunu cinslerinden Gellidium ve
Gracillaria’dan izole edilen agaroz (Lee et al. 2012), D-galactose, 3,6-anhydro L-
galactose molekiillerinin tekrarlayan polimeridir. Sulu ortamda kaynatilarak eritilmekte ve
sogutuldugunda yar1 kati bir ortam (jel) olusturmaktadir (Kocagdz vd 2009). Jellesme
sirasinda agaroz polimerleri kovalan olmayan baglarla bir araya gelerek ag demetleri
olusturur. Bu yapmin gozenek biiyiikligi,  jelin molekiiler ayirma o6zelligini
belirlemektedir. Agaroz jel, DNA gibi biiyilk molekiillerin ayriminda kullanilmaktadir
(Lee etal. 2012).
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Sekil 1.3. Agaroz molekiiliiniin kimyasal yapisi (Anonim 2012d)

2.3.4. Poliakrilamit

Poliakrilamit jeller akrilamit ve bisakrilamit’in ( “bis”, N-N’-metilen bisakrilamit ) birlikte
polimerlesmesiyle (co-polimerizasyon) olusturulmaktadir. Tepkime serbest radikal {ireten
bir sistem araciligiyla baslatilan, vinil katilimli polimerizasyondur (Menter 2000).
Poliakrilamit jel olusumunda kimyasal sistem ¢ogunlukla polimerizasyon i¢in gerekli olan
serbest radikalleri olusturan APS (Amonyum persiilfat) ve  TEMED’1 (N,N,N’,N’'-
Tetrametiletilendiamin) icermektedir. TEMED, persiilfat molekiillerinin siilfat serbest
radikallerine ayrigmasin1 hizlandirir ve bu durum polimerizasyonun baglamasini saglar.
Polimerizasyonun alkalin pH’ da etkinligi en yiiksektir. Diisiik pH’da olusturulacak jeller

icin riboflavin ve TEMED ile fotopolimerizasyon kullanilmaktadir. Oksijen



poliakrilamidin polimerizasyon oranini diisiirmektedir. Polimerizasyon orani monomer ve
reaksiyon baslaticilarin derisimlerine, sicakliga ve kimyasallarin safligina baghdir (Garfin
2003). Poliakrilamidin bileseni olan akrilamit monomerinin erime noktas1 84,5°C ( Lide
2000) olup, bu monomer erime noktasina dogru 1sitildiginda aniden polimerlesebilmektedir
(Bretherick 1990). Akrilamit monomeri norotoksiktir ancak polimerlestiginde toksisitesi

cok diisiiktiir (Habermann 2002).

(0]
é‘ NH, 0) (0]
CHZZCH 4+ CH,=CH C‘ NH—CH,—NH é CH=CH,
Acrylamide N,N'’-Methylenebisacrylamide
¢ SO,*

i i i i
C—NH, CNH, C-NH C—NH,

| |
CH, (‘ZH CH,—CH—CH,—CH—CH,— CH—CH,—CH—CH,— CH

0=C-NH 0—C-NH
éHg 0 0 0 (‘DH
O=0 I\‘IH (! ‘NH, (|:‘—NH2 (%—NH2 0=C 1‘\IH
CH, (‘JH CHz—éH—CH, CH— CH,— CH—CH,—CH—CH, (‘JH
C—NH
i |

Sekil 1.4. Poliakrilamit jel olusumu (Anonim 2012e).

Poliakrilamit jeller genellikle % T ve % C deger ¢ifti ile karakterize edilmektedir. % T,
100 mililitrede bulunan toplam monomerin (akrilamit + bisakrilamit) gram cinsinden
agirlik oranidir. % C ise toplam monomerdeki bisakrilamidin oranidir. Poliakrilamit jelin
etkin por biiyiikliigii toplam monomer derisimi (% T) ile ters fonksiyon, % C ile de bifazik
fonksiyon gostermektedir. Monomerler genellikle su i¢cinde %30 T ya da %40 T icerecek
stok c¢ozeltiler seklinde hazirlanmaktadir. Proteinler i¢in capraz baglayici derigimi
genellikle %2,7 C’dir. % C orani sabit tutularak % T orani arttirilirsa zincir sayis1 artmakta
ve por genisligi azalmaktadir. Ote yandan % T sabit tutulup % C arttirilirsa %5 C civarinda
minimum por genigligine ulasilmaktadir. Yiiksek % T ile hazirlanan jeller (6rnegin %15 T
) kii¢iik proteinleri ayirmak i¢in kullanilirken diisiik %T ile hazirlanan jeller (6rnegin %7,5

T) biiyiik proteinleri ayirmak ic¢in kullanilmaktadir (Garfin 2003). Bircok protein %5’ten



%15’e kadar akrilamit ve %0,2’den %0,5’e kadar bisakrilamit igeren poliakrilamit jellerde
ayrilabilmektedirler (Ausubel et al. 2003).

Poliakrilamit jeller proteinler i¢in ¢ok uygun oldugu gibi niikleik asit elektroforezi igin de
kullanilabilmektedir (Stellwagen 1998). Poliakrilamit kimyasal olarak inert, elektriksel
olarak nétr, hidrofilik ve 250nm’den biiylik dalga boylarindaki 151k ile yapilan
incelemelerde transparan olmasi nedeniyle protein ayrimlari i¢in idealdir. Ayrica ayrimi
yapilacak maddelerle etkilesime girmez ve yaygin olarak kullanilan protein boyalarina
kars1 diisiik afinitesi vardir. Poliakrilamit jeller jel boyunca siirekli ayni derisimde
akrilamit igerecek ya da jelin bir ucundan digerine dogru bir % T gradiyenti olusturacak
sekilde (gradiyent jeller) hazirlanabilir. Akrilamit derisimleri, sabit jeller icin %?7,5 ila
%20 arasinda, gradiyent jeller i¢in genellikle %4-15 veya %10-20 arasindadir (Anonim
2012f ).

2.4. Yatay ve Dikey Jel Elektroforezi

2.4.1. Yatay jel elektroforezi

Genellikle niikleik asitlerin elektroforezi i¢in agaroz jel ile yapilan elektroforez gesitidir.

2.4.1.1. Aygitlar

Modern elektroforez aygitlar1 ve sistemleri sekil ve otomasyon agisindan farklilik gosterse
de biitiin sistemlerde temel olan bilesenler; 1- Tamponlar1 igeren iki adet rezervuar, 2- Gli¢
kaynagindan akimin alinmasinmi saglayan platin ya da karbon elektrotlar, 3- Akimi sistem
boyunca ileten tamponlar ve iizerinde elektroforetik ayrimin gergeklestigi, iki rezervuarin
arasinda bulunan destek maddesinden olusmaktadir. Sistem buharlasmay1 en aza indirmek
icin kapali hale getirilmis olup, bu sekilde hem sistemi hem de kullaniciyr korumaktadir.
Dogru akim gii¢ kaynagi, elektrotlarin polaritesini belirler ve elektroforez ortamina akim

saglamaktadir (Burtis et al. 1986).



En basit sekliyle yatay jel elektroforez aygiti ortada bir platform olacak sekilde iki
kompartmana boliinmiis bir kutudan olugsmaktadir (Sekil 1.5.). Jel, platformun iizerine
yerlestirilmekte ve tamamen iginde kalacak kadar tampon ¢ozelti eklenmektedir. Akim,
hem jel hem de jelin iizerindeki tampon ¢6zelti boyunca gecmektedir. Sogutma tampon
¢ozelti tarafindan saglanmaktadir. Yatay elektroforez aygitinin en énemli kisithiligi her iki
kopmartmanin da tampon ¢ozelti ile baglantili olmasi nedeniyle, kesikli tampon ¢ozelti
sisteminin kullanilamamasidir. Bu sistemde jeller {izeri kapali olmayan bir tabla ile
hazirlandigindan dolay1 yiizeyi tamamen oksijene agik olup, bu sistemde akrilamit
polimerlesmemektedir. Bu nedenle genellikle siirekli tampon sistemi ile yiiriitiilen ve

oksijenden negatif etkilenmeyen agaroz jele uygundur. (Anonim 2012Kk).
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Sekil 1.5. Yatay jel elektroforez aygiti

2.4.1.2. Elektrik gii¢ kaynag1

Elektrik gii¢c kaynagina bagli bir elektroforez aygiti Ohm kanunu ile ¢calismaktadir. Voltaj
= akim x direng ya da V=IR. Jel bir rezistans (direng) olarak, gii¢ kaynagi da voltaj ve
akim kaynagi olarak disiiniilebilir. Cogu gii¢ kaynagi sabit akim ya da sabit voltaj
vermektedir. Bazilar1 ek olarak sabit giic verebilir: Gii¢ = voltaj x akim, ya da P=I’R
(Ausubel et al. 2003). Elektroforezde kullanilan elektrik alan gesitli gii¢ kaynaklari
tarafindan tretilebilmektedir. Hareket hizinin ortaya c¢ikan 1siya orani acisindan optimum
giic kaynagi, ulagilabilecek en yiiksek 1sinma ile tutarli olarak en yiiksek voltaj gradiyentini
tiretir. Voltaj ve akim degisiklikleri, yalmzca elektroforetik sistemin direncindeki

degisimleri dengelemek amacini tasimaktadir (Schaffer and Johnson 1973). Gii¢ kaynagi



ortam icindeki iyonlarin hareketini saglar ve akim ya da voltajda ayarlama yapma

olanagim yaratir (Burtis et al. 1986).

Sekil 1.6. Glig¢ kaynagina bagli bir elektroforez aygiti (Anonim 2012g)

2.4.1.3. Tampon ¢ozeltiler

Tampon ¢ozelti iyonlar1 uygulanan akimi tagimak ve elektroforez isleminin yapildigi pH’1
sabitlemek olmak tiizere iki tiirlii 6oneme sahiptir. Tampon ¢o6zelti iyonlari, ¢dzeltinin
elektrik ytlikiiniin tliriinii ve iyonlagsma miktarini, dolayisiyla molekiillerin hangi elektroda
dogru hareket edecegini belirler. Tampon c¢ozeltinin iyonik giicli, yikli molekiilii
cevreleyen iyonik bulutun kalinligini, molekiiliin hareket hizin1 ve elektroforetik alanlarin
keskinligini belirler. Iyon derigimi arttiginda iyonik bulutun kalinlig1 da artar ve molekiiliin
hareketi engellenmeye baslar (Burtis et al. 1986). Yatay jel elektroforezinde genellikle
niikleik asitlerin ayriminda kullanilan tampon ¢ozeltiler gereklidir. Tris Borik asit EDTA
(TBE), tris bazi, borik asit ve etilendiamintetraasetikasit karigimi igceren bir tampon
cozeltidir. Tris asetik asit EDTA (TAE) tampon c¢ozeltisi de niikleik asitlerin
elektroforezinde en yaygin olarak kullanilan diger tampon ¢ozeltidir. Tris-asit ¢ozeltileri
DNA’nin protonlarini kaybettigi ve suda ¢oziilebildigi hafif bazik kosullarda etkili tampon
cozeltilerdir. EDTA iki degerlikli katyonlari, dzellikle Magnezyumu (Mg*™") baglar. Bu
iyonlar kontaminant niikleazlar gibi bircok enzim i¢in gerekli kofaktorler olduklarindan
dolayt EDTA’min gorevi niikleik asitleri enzimatik parcalanmadan korumaktir. Ancak

Mg"" aynm1 zamanda restriksiyon enzimleri ve DNA polimerazlar gibi birgok yararli DNA



modifiye edici enzimlerin de kofaktdrii oldugundan, TBE veya TAE tamponlarindaki

EDTA derisimi genellikle diisiik (ImM civarinda) tutulmaktadir (Anonim 2012h).

TAE tamponu, polimeraz zincirleme tepkimesi (PZT) ile ¢cogaltma, DNA saflagtirma ya da
DNA klonlama calismalar1 sonucunda clde edilen DNA iiriinlerinin incelenmesi i¢in
yapilan agaroz jel elektroforezi isleminde en yaygin kullanilan tampon ¢ozeltidir. Bu
cozelti diisiikk iyonik giic ve diisiik tamponlama kapasitesine sahiptir. Biiylikk DNA
parcalarinin da ( >20 kb) elektroforezi i¢in uygundur ve uzun jel yiiriitme siireleri i¢in ( >4
saat) sikca degistirilmeli ya da elektroforez aygitinda stirekli ¢evrimi yapilmalidir.
(Anonim 2012i). TBE tamponu kii¢ciik DNA pargalarinin elektroforezi i¢in uygundur. TBE
daha yiiksek tamponlama kapasitesine sahiptir ve TAE’den daha keskin ayrim giicii
saglamaktadir. TBE, DNA ligaz enzimini inhibe ettiginden dolay1 ek DNA saflastirma ve
ligasyon basamaklarinda sorunlara yol agabilmektedir (Anonim 2012j). Uzun siire ve
yiiksek voltaj gerektiren elektroforez iglemlerinde TAE yerine TBE kullanilmaktadir.
DNA, TAE tamponu igerisinde daha yiiksek hareketlilik gosterir ancak TAE c¢ok akim

tasidigi igin jelin daha fazla 1sinmasina neden olmaktadir (Ausubel et al. 2003).

Cizelge 1.1. 50x TAE Stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi (Cambrex Inc. 2012)
(1X=40mM Tris baz, 40mM Asetik asit, LImM EDTA)

Tris baz 242 g

Glasiyal asetik asit (%100 asetik asit) (57.19 ml = 1 Mol) 57,1 ml
Na;,EDTA. 2H,0 18,61 ¢
Damutik su ile tamamlanir. 1000 ml
Toplam hacim 1000 ml
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2.4.2. Dikey jel elektroforezi

Siklikla proteinlerin elektroforezinde kullanilan poliakrilamit jellere yiiklenen ornekler
dikey jel elektroforezinde yere dikey olarak yiiriitiilmektedir. Poliakrilamit ¢ozeltisi oksijen
varliginda polimerize olamadigi i¢in ¢ozeltinin dikey olarak konumlandirilmis iki cam
tabaka arasina dokiilmesi ve kuyucuklarin olusmasi i¢in iist kisima plastik bir tarak
yerlestirilmesi ile polimerizasyon saglanmaktadir (Izzo et al. 2006). Bu nedenle
Poliakrilamit jel elektroforezi agaroz jel elektroforezinden farkli olarak 6zel dikey aygitlara
gereksinim duymaktadir. Ozellikle proteinlerin poliakrilamit jel elektroforezi bu dikey

sistemler kullanilarak yapilmaktadir.

2.4.2.1. Aygitlar

Biitiin dikey jel sistemlerinde ortak olarak jel, genellikle aralik olusturucular tarafindan
0,2-2 mm kalinlik saglayacak sekilde ayrilmis iki cam tabaka arasinda hazirlanmakta ve
iist kism1 negatif elektrot bolmesine, alt kismi pozitif elektrot bolmesine temas edecek
sekilde sisteme yerlestirilmektedir. Yatay sistemin aksine dikey jel elektroforezinde
tampon bdlmeleri arasindaki tek baglant: jel {izerinden saglanmaktadir. Bu durum voltaj
gradiyentinin kontroliine izin vermektedir. Jel aygita, alt ucu alt tampon boliimiine batacak
ve ist ucu ist tampon boliimiine bir duvar olusturacak sekilde kenetlenmektedir. Jelin
arkasinda bulunan metal 1s1 emici, 1s1y1 sistem boyunca hizlica ve dengeli bir sekilde
yaymaktadir. Bu tir bir aygit yiiksek voltajlarin (1500V) kullanilmasina olanak
saglamaktadir (Sekil 1.7.). Bazi sistemlerde iist tampon bolmesi neredeyse jelin alt
kismina kadar ulasir ve {ist tampon sogutma i¢in kullanilir. Jel boyunca goreceli olarak az
miktarda akimin tasimiyor olmasi, tampon ¢dzeltinin siirekli ¢evrimini genellikle gerekli

kilmamaktadir.
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Sekil 1.7. DNA dizi incelemesinde kullanilan dikey jel elektroforez aygiti. Bu sistemde jel
kutusunun arka kismi 1sty1 hizlica dagitan bir metal levhaya karsi tutulurken, 6n kismi
hava ile temas etmektedir.

Sekil 1.8. standart “mini” jel aygitin1 temsil etmektedir. Bu sekildeki jeller genellikle 10cm
x10cm ya da daha kiiciik boyutlardadir. Hazirlama ve kullanim kolaylig1 ve kisa uygulama
stiresi nedeniyle bir¢gok uygulama i¢in standart hale gelmistir. Mini jel sisteminde jel
bolmesi negatif elektrot boliimiiniin yan kisimlarmi olusturacak sekilde U sekilli bir
cergevenin iizerine monte edilmistir. Bu par¢ca tamponla doldurulmus bir tankin igine
yerlestirilir ve bdylece jeller optimum sogutmay1 saglayacak sekilde elektroforez islemi

sirasinda etkili bir sekilde tampona daldirilmis olmaktadir.
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Sekil 1.8. Dikey mini jel elektroforez aygiti
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Dikey mini jel aygitinin {ist (negatif) elektrot boliimii, ortada kenetlenmis iki jel bolmesi
tarafindan olusturulmaktadir. Bu parca asagidaki (pozitif) elektrot tampon ¢ozelti
boliimiine daldirilir. Tam boy dikey jel sisteminde oldugu gibi, iki boliim arasindaki tek
elektik baglantis1 jeller tarafindan saglanir. Dikey jeller ara olusturucular tarafindan
ayrilmis iki cam tabakadan olusan kasetlerin i¢cine dokiilerek hazirlanmaktadir. Kasetin alt
kismu elastik conta, yapiskan bant ya da agaroz gibi gegici araglar ile kapatilir. Jel karigimi
dokiliip kuyucuklar1 olusturmak i¢in jel taragir kasetin iizerine yerlestirilir ve jel
polimerizasyona birakilir. Dikey jellere genellikle iist kisimdan, tampon ¢izgisinin altindan
itibaren Ornek yiiklemesi yapilir. Jeller elektroforez sirasinda 6n cam tabakadan
izlenebilmektedir. Bu sistemlerde elektroforez isleminin sonuna kadar jele miidahale
edilememektedir. Yatay jellerde uygulanan, jeldeki 6rnegi geri alma tekniklerinden

bazilar1 dikey jeller i¢in uygun degildir (Anonim 2012l).

2.4.2.2. Elektrik gii¢ kaynag1

Poliakrilamit jel elektroforezi uygulamalari i¢in gii¢ kaynagi se¢imi genellikle yiiriitiilecek

jelin sayis1 ve boyutuna bagli olarak yapilir (Anonim 2012m).

2.4.2.3. Tampon ¢ozeltiler

Proteinlerin ayrimi i¢in kullanilan dikey elektroforez sisteminde “kesikli” ve “siirekli”
olmak {izere iki ayr1 tamponlama sistemi kullanilmaktadir. Kesikli sistemde jellerin
hazirlanmasinda kullanilan tampon c¢ozelti ile tanka eklenen tampon c¢ozelti farklidir.
Tamponlarin farklilig1 proteinleri oldukca dar bir alanda yogunlastiran iki iyon cephesi
olusturur. Stirekli tampon sistemi jel ve tank iginde ayni tamponu kullanir ve tek bir ayirma
jeli icerdigi icin tek bir iyon cephesi olusturur. Bu sistem kesikli sistemden daha az
kullanilmaktadir ancak ¢okelme 0Ozelligi olan bazi1 6zel proteinlerin veya protein
komplekslerinin ayrimi siirekli sistemi gerektirebilir. Laemmli tampon sistemi (Tris-glisin)
genis molekiiler agirlik skalasindaki proteinler i¢in duyarli bir ¢oziiniirlik saglamak
amaciyla kullanilan bir kesikli tampon sistemidir. Bu sistemde jel Tris-HCI tamponu ile
hazirlanir ve Tris-glisin yiiriitme tamponu olarak kullanilir. Sonugta proteinler ve 10-15
kDa altindaki molekiil agirligina sahip peptitler i¢in yiiksek ayrim giicii saglanir (Cambrex
Inc. 2012).
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Cizelge 1.2. Tris-glisin-SDS tamponunun (pH:8,3) hazirlanmasi (1X= 25mM Tris baz, 192
mM Glisin, %0.1 SDS) ( Cambrex Inc. 2012 )

10x stok ¢ozeltisi olarak g/l

Tris baz 30,39
Glisin 144 g
SDS* 109
Damutik su ile tamamlanir 1000 ml

*Proteinlerin denatiire etmeyen (“‘native”) ayrimi yapilacaksa SDS ihmal edilir.

2.5. Niikleik Asit Elektroforez Cesitleri

2.5.1. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi boyutlar1 100 baz ciftinden (bg) 25 kilobaza (kb) kadar degisen
DNA parcalarin1 ayirmak i¢in kullanilan en etkili yontemdir (Lee et al. 2012).
Elektroforez tankini doldurmak ve jeli hazirlamak icin TAE ya da TBE tamponlari
hazirlanir. Ayrilacak DNA 6rneklerinin boyutuna uygun gozenekleri olusturacak miktarda
agaroz, uygun miktardaki tampon c¢ozeltiye eklenerek mikrodalga firinda ya da ates
lizerinde kaynatilarak eritilir ve karisim jel tabagma dokiiliir. Orneklerin yiiklenecegi
kuyucuklar1 olusturacak tarak, jele yerlestirilerek jel katilagsmaya birakilir (Ausubel et al.
2003). DNA, jel igerisinde onceden olusturulmus kuyucuklara ytiklenir (Sekil 1.9.) ve
akim uygulanir. DNA ve RNA’ nin fosfat omurgasi negatif yiiklii oldugundan dolay1 bir
elektrik alana yerlestirildiklerinde niikleik asit parcalar1 pozitif yiikli olan anoda dogru
hareket eder. DNA degismeyen bir kiitle/yiik oranina sahip oldugu i¢in DNA pargalari,
agaroz jel icerisinde molekiil agirliklarinin logaritmasi ile ters orantili bir sekilde ilerlerler.
DNA’ nin jel boyunca yaptig1 hareket, DNA molekiiliiniin boyutuna, agaroz derisimine,
DNA’nin konformasyonuna, uygulanan voltaja, DNA’ya baglanan etidyum bromiir gibi
boyalarin varligina, agarozun tiirine ve elektroforez tamponuna baghdir. Agaroz jel
elektroforezinde, incelenecek drneklere yiikleme tamponu eklenerek 6rnekler kuyucuklara
yiiklenir. Yiikleme tamponunun ii¢ dnemli gorevi vardir: Birincisi 6rnege yogunluk verir
ve bu sekilde 6rnegin jel kuyucugunun icerisine batmasi saglar. Ikincisi, yiikleme

tamponu renklidir ve yiikleme islemini kolaylastirir. Son olarak igerdikleri boya jel
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boyunca standart oranlarda hareket eder ki bu DNA parcgalarinin hareket etmis olduklari

uzaklig1 tahmin etmeye yarar.

Sekil 1.9. Agaroz jele DNA 6rneklerinin yliklenmesi

Yirmibes kilobazdan biiylik DNA’lar1 ayirmak i¢in Degisken alanli jel elektroforezi
(Pulsed field gel electrophoresis, PFGE) kullanilmasina gereksinim duyulur. 100 b¢’den
kiicik DNA pargalar ise poliakrilamit jeller kullanilarak daha iyi ayrilir. Ayrimdan sonra
DNA molekiilleri uygun boyalarla boyanip mor 6tesi (ultraviyole) 15181 ile gozlenebilir
(Lee et al. 2012).

2-log
ladder

3 Kb
gsopp 1022DP  1022bp
p
765 bp e 765 h)p
—— urreommg 1 Kb
500 bp
100 bp

Sekil 1.10. Etidyum bromiir ile boyanmis DNA molekiillerinin agaroz jel elektroforezinden
sonra mordtesi 15181 ile alinan goriintiisii (Lee et al. 2012)

2.5.2. Degisken alanli jel elektroforezi

Geleneksel agaroz elektroforez yonteminin klasik ayirma sinir1 20kb kadardir. Daha diisiik

agaroz konsantrasyonlar1 (%0,1 gibi) ve diisiik voltaj uygulayarak bu sinir 50 kb’ a kadar
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cikarilabilse bile daha biliyiik DNA parcaciklart klasik agaroz jel elektroforezi ile
ayristirllamamaktadir (Kocagoéz vd 2009). Bu problem 1984°te gelistirilen ve 5 Mb
boyutundaki DNA pargalarini dahi ayirabilen “degisken alanli” jel elektroforezi teknigi ile
ortadan kaldirilmistir. Bu yontemde jele yonii degisen elektrik alanlar1 uygulanmaktadir.
DNA molekiilii ne kadar biiylikse elektrik alaninin yoniine gore tekrar yonlenmesi o kadar
uzun zaman almaktadir. Bu sekilde molekiiller biiyiikliiklerine gore ayrilirlar. Sonugta
kiiciik molekiiller elektriksel alan degisikliklerine daha ¢abuk uyum sagladiklari i¢cin daha
hizli hareket ederler. Bu sistemde dikey elektrotlarin yaninda farkli konfigiirasyonlarda
elektrotlar da kullanilmaktadir. Bu yontemle kromozomlar: jelde ayri ayri gorebilmek
olanaklidir (Anonim 2012n).

Degisken alanlhi elektroforezde elektrik farkli elektrot ¢iftleri ya da siralarina, sirayla
uygulanmaktadir. Boylece elektroforetik alan siirekli yon degistirmektedir. Yon degisikligi
105 dereceden 180 dereceye kadar degisebilir ve hareket devam etmeden oOnce
molekiillerin her dongii boyunca yeni elektriksel alanin yoniine uygun olarak kendilerini
yeniden diizenlemeleri gerekmektedir (Burtis et al. 1986). Bircok degisken alan jel
elektroforezi yontemi vardir ve uygulanan teknige gore isimlendirilmistir. Elektriksel
alanin agcilari, elektotlarin yonleri, sayilart ve acilip kapanma siralari degistirilerek
gelistirilen bu  tekniklerden bazilar1  “Field-Inversion  Gel Electrophoresis”
(FIGE),“Transverse-Alternating Field Gel Electrophoresis” (TAFE), “Contour Clamped
Homogeneous  Electric  Fields” (CHEF), “Orthogonal-Field Alternation Gel
Electrophoresis” (OFAGE), “Rotating Gel Electrophoresis” (RGE) ve “Programmable
Autonomously Controlled Electrodes” (PACE)’dir (Basim ve Basim 2000).

PFGE OFAGE TAFE FIGE
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Sekil 1.11. Degisken alanli jel elektroforezi ¢esitleri (Anonim 20120)
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2.6. Niikleik Asit Boyalar1

Elektroforez sonrasinda molekiillerin uygun boyalar ile boyanarak goriilebilir hale
getirilmesi gerekmektedir. Bircok niikleik asit ve protein boyama yontemi bulunmaktadir.
Niikleik asit boyalarindan bazilar1 elektroforez esnasinda ornek ile birlikte jele
yiikklenebilmektedir, bazi boyalar ise elektroforez sonrasinda jelin boyanmasi igin
kullanilmaktadir. Cogunlukla jel boyama seklinde kullanilmak iizere, niikleik asitlere
baglanan bircok boya gelistirilmistir. “Blue View”, metilen mavisi, etidyum bromiir,
“SYBR Green I, “SYBR Green II”, pironin Y, “DAPI” ve akridin turuncusu niikleik asit
boyalarindan bazilaridir (Anonim 2012p).

2.6.1. Etidyum bromiir (EtBr) ile goriintiileme

EtBr niikleik asitlerin baz ciftleri arasina interkalasyon yaparak mordtesi 15181 altinda
kirmizi-turuncu floresans veren bir boyadir. 5 nanogramdan kiiclik miktardaki DNA’larin
saptanmasini saglamaktadir (Ausubel et al. 2003). Agaroz jel elektroforezinde bazen DNA
pargalarinin  ayrilmasi sirasinda yiiriitme tamponuna eklenir. Bu sekilde DNA
molekiillerinin ayrilma bigemi gdzlenebilmaktedir. EtBr boyasinin baglanmasi DNA’ nin
yiiki, agirligi, konformasyonu ve esnekligini degistirir (Sigmon and Larcom 1996). EtBr
potansiyel mutajendir (Anonim 2012r).

2.6.2. SYBR green |

SYBR boyalar1 (Molecular Probes Inc.) DNA’nin kii¢iik oluguna baglanir. SYBR green I
niikleik asit jel boyasit agaroz ve poliakrilamit jellerde ¢ift zincirli DNA’nin
goriintiilenmesi igin gelistirilmis boyalardan biridir. 300 nanometre dalga boylu 151k ile
transilliiminasyon sonucunda 60 pikogram kadar kisa ¢ift zincirli DNA bantlar1 bu boya
ile goriintiilenebilmektedir. Oligoniikleotitler i¢in de bu boya kullanilabilmektedir. Tek
zincirli DNA ve RNA i¢in hassaslig1 daha diisiik oldugundan dolayi ¢ift zincirli DNA’ nin
goriilmesi icin daha uygundur. On boyama ve elektroforez sonrast boyama seklinde
kullanilabildigi gibi kapiller elektroforez sonrasi ayrilmis DNA’lar1 boyamak i¢in de

kullanilmaktadir. En fazla 497 nanometrede uyarilir; 290 ve 380 nanometre civarlarinda
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ikincil uyarim tepeleri de bulunmaktadir. DNA’ya baglandiginda 520 nanometrede
floresan salinim gostermektedir. Bu spektrum karakteristikleri morétesi epi- Ve
transilliminasyon’dan argon lazer ve civa ark lambali jel tarayicilarina kadar genis
yelpazedeki jel okuma araglari ile uyumlulugunu saglamaktadir (Molecular Probes Inc.

20064).

2.6.3. SYBR gold

SYBR gold (Molecular Probes Inc.) floresan boyasi standart mor Otesi aydinlatma
kullanilarak tek veya ¢ift zincirli DNA ya da RNA’y1 elektroforez jellerinde saptamakta
kullanilan, SYBR Green boyasindan daha duyarli olan bir niikleik asit jel boyasidir.
Asimetrik bir cyanin boyasidir ve niikleik asitlere baglandiginda floresans miktar1 1000
katina ulagmaktadir. Boya-niikleik asit kompleksleri i¢in salinim maksimumu goriilebilir

alanda 495 nanometre, UV’de ise 300 nanometredir. (Molecular Probes Inc. 2006b)

Sekil 1.12. SYBR gold boyas1 ile boyanmis niikleik asit bantlarinin goriintiisii (Anonim
2012s)

2.6.4. Akridin turuncusu

Akridin turuncusu bakterilerin niikleik asitlerine baglanan ve onlar1 turuncu renge boyayan
bir florokromdur. Mavi 1sikla uyarildiginda diisiik pH’da (pH:3,5) insan hiicrelerini yesil,

diger organizmalar1 turuncuya boyayarak floresan mikroskopta goriilmelerini saglamak
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amactyla kullanilmaktadir (Mirrett 1982). Akridin turuncusu pH: 8,4 te turuncu renk
veren bir floresan pH indikatoriidiir ve pH: 10,4°de yesil floresans vermektedir. DNA ve
RNA’y1 fiksasyon yapilmamis hiicrelerin igerisinde boyamak igin kullanilabilir. Akridin
turuncusu-DNA kompleksi 480 nanometrede uyarilmakta ve 510 nanometrede floresans
vermektedir. Akridin turuncusu - RNA kompleksi ise 440-470 nanometrede uyarilmakta ve
510 nanometrede floresan 151k yaymaktadir. Bu boya ayrica tiimdr hiicrelerini segici
olarak boyamaktadir. RNA ve DNA’y1 poliakrilamit jellerde boyamak amaciyla
kullanildiginda moroétesi 1s18a gerek duymadan bantlar ¢cogunlukla turuncu-kirmizi renkte
goriiniir hale gelmektedir. Mordtesi 1s1k (254nm) kullanildiginda ¢ift zincirli niikleotitler
parlak yesil bantlar seklinde, tek zincirli niikleotidler ise parlak kirmizimsi turuncu renkte

gorlilmektedirler (Sigma-Aldrich Inc. 2012).

2.7. Protein Elektroforez Cesitleri

2.7.1. Denatiire etmeyen (Native) poliakrilamit jel elektroforezi

TBE tamponu kullanilarak niikleik asitlerin ayrimi i¢in uygulanabildigi gibi (Anonim
2012t) genellikle proteinlerin elektroforezi i¢in kullanilan bir yontemdir. Deterjanlar ya
da tire gibi denatiiranlarin kullanilmadigi denatiire etmeyen ya da “native” elektroforez,
proteinin dogal boyutu, altiinite yapist ve optimal ayrimimi tespit etmek i¢in siklikla
basvurulan bir yontemdir. Jeldeki hareket proteinin boyutuna, sekline ve i¢ yiikiine bagh
oldugu i¢in denatiire etmeyen elektroforez gogunlukla proteinin boyutuna (agirligina) bagh
olan denatiire edici SDS-PAGE ve yiikiine baglh olan izoelektrik odaklama (isoelectric
focusing, IEF) tekniklerinden daha farkli ayirma parametrelerine olan gereksinimi
karsilamaktadir. Proteinlerin denatiire etmeyen elektroforezde ayriminda denatiire edici
jeller i¢in kullanilan aygitlarin aynist kullanilmaktadir (Ausubel et al. 2003). Proteinlerin
dogal kosullarinda elektroforezinin gergeklestirebilmesi i¢in en kolay yontem Mc Lellan
tarafindan olusturulmus tampon ¢ozelti setidir. Mc Lellan’in tamponlar1 her biri goreceli
olarak diisiik iletkenlige sahip olan pH: 3,8 ila 10,2 arasinda degisen tamponlardir (Garfin
2003). Denatiire etmeyen elektroforezde (denatiirasyon olmadigi igin) tiim molekiil
agirhgl, izoformlarin sayist ve c¢ok birimli proteinlerin  varlifi gibi 6zellikler
saptanmaktadir.  Denatiire etmeyen kosullarda elektroforezin basaris1 biiyiik oranda

proteinin ¢ozlnlirlik 6zelligi ve izoelektrik noktasina baglidir. Proteinin jelin icerisinde
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hareket edebilmesi icin, jelin pH’inda ve iyonik giiciinde ¢oziiniir olmasi ve ortamin
pH’inda yiiklii bir durumda bulunmas1 gerekmektedir. Protein izoelektrik noktasindan
daha diisiik pH’da bulunursa net pozitif yiike sahip olacak ve negatif elektroda dogru
hareket edecektir. Bu durum SDS-PAGE tekniginin tersidir. Protein eger izoelektrik
noktasinin lizerindeki bir pH’da olursa net negatif yiiklii olacak ve pozitif elektroda dogru
hareket edecektir. Proteinin dogal biiyiikliigiinii 6lgebilmek i¢in ilk olarak nisasta jelleri
icin (Ferguson 1964) daha sonra poliakrilamit jeller i¢in tanimlanmis (Hedrick and Smith,
1968) Ferguson grafikleri kullanilmaktadir. Ferguson grafikleri birkag¢ farkli jel derisimi
kullanilarak denatiire etmeyen kosullarda proteinlerin elektroforezle ayrimi yapilarak

hazirlanmaktadir (Ausubel et al. 2003).

2.7.2. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) hem asidik hem alkalin ¢ozeltilerde etkili olan anyonik bir
deterjandir. Bircok uygulama alani vardir ancak en sik protein ve yaglarin ¢oziinmesinde
kullanilmaktadir (Anonim 2012u). SDS protein ve polipeptit zincirlerinin molekiil
agirliklarinin dl¢iilmesinde yararli bir aragtir (Shapiro and Maizel 1969). Proteinler SDS
ve denatiire edici ajanlarin varliginda tamamen denatiire olmakta ve birbirinden
ayrilmaktadirlar. SDS proteinlere kovalan olmayan baglarla baglanir, negatif yiikli
oldugundan dolay1 kendisine baglanan proteinin i¢ yiikiinii maskeler ve protein iizerinde
net negatif yiik olusturur. Proteinlerin 1 grami bagina 1,4 gram SDS (stokiyometrik olarak
yaklagik iki aminoasit basina bir SDS molekiilii) baglanarak bir karisim igerisindeki biitiin
proteinler i¢in benzer kiitle-yiik orani saglamaktadir. Proteinlerin karmasik tic boyutlu
yapilarinin bozularak, uzun ¢ubuk seklinde acilmalarin1 saglamaktadir. Sonug olarak SDS
ile kaplanmis proteinlerin elektroforezdeki hareket miktar1 oncelikle boyutlarina baglidir,

bu da molekiil agirliginin saptanmasini saglamaktadir (Anonim 2012i).
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Sekil 1.13. SDS’ in proteinin sekli ve yiikii tizerindeki etkisi
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Denatiire etmeyen PAGE sistemlerinin kisitlamalarint ortadan kaldirmak amaciyla
Laemmli (1970) SDS’i kesikli denatiire edici tampon sistemiyle birlestirerek protein
elektroforezinin en ¢ok kullanilan sekli olan SDS-PAGE yontemini gelistirmistir. Kesikli
jel sistemi her protein 6rnegini dar bantlara yogunlastirmaktadir. Bu sistemde 6rnek ilk
olarak biiyiik gozenekli olan biriktirici (stacking) jelin i¢inden gecer. Biriktirici jelin
tampon ¢ozeltisi oncii iyonlar denilen klor iyonlar igerir, bu iyonlarin elektroforetik
hareketliligi ornegin icindeki proteinin hareketliliginden daha biiyliktiir. Elektroforez
tampon ¢ozeltisi ise soncu iyonlar denilen glisin iyonlar1 igerir. Bu iyonlarin elektroforetik
hareketliligi, 0rnegin i¢indeki proteinlerin hareketliliginden daha azdir. Net sonug, hizli
hareket eden iyonlar kendileri ile proteinler arasinda bir alan birakirlar. Bu alandaki ytliksek
voltaj gradiyenti proteinlerin daha hizli hareket etmesine ve 6ncii ile soncu iyonlar arasinda
yigilmasini saglar. Biriktirici jelden ayrildiktan sonra proteinler ayirici jele girer. Ayirici
jel daha kiigiik porlara ve daha yiiksek tuz derisimine sahiptir ve biriktirici jel ile
karsilagtirildiginda daha yiiksek pH’a sahiptir. Ayirict jelde glisin iyonlart proteinleri
gececek sekilde hareket eder ve proteinler denatiire edici (SDS igeren) jelde molekiil
agirligina gore ayrilirlar (Ausubel et al. 2003). SDS-PAGE’de ii¢ 6nemli akim tasiyan
anyon vardir. Birincisi biriktirici jelin lizerinde ve ayirici jelin altinda bulunan Tris-glisin
tamponu, ikincisi 6rnek yiikleme tamponunun, biriktirici ve ayirici jellerin i¢indeki Tris-Cl

tamponu ve {i¢iinciisii SDS/Protein miselleridir (Anonim 2012v).
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Sekil 1.14. SDS-PAGE (Anonim 2012x)
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Poliakrilamit jeller, ayirict (resolving ya da running) jel ve iizerinde biriktirici jel olacak
sekilde hazirlanir ve elektroforez aygiti tarafindan sikica kapatilir (Garfin, 2003). Jeller
genellikle iki cam tabaka arasinda, bir jel dokme kabi i¢inde hazirlanip, iizerine 6rnek
kuyucuklarin1  olusturmast  amaciyla bir tarak yerlestirerek  polimerizasyona
birakilmaktadir. Jel polimerlestikten sonra {iizerindeki tarak c¢ikarilarak elektroforeze
hazirlanir (Anonim 2012y ). Proteinler SDS ile kaynatilip ¢6ziiniir hale getirildikten sonra
protein ¢ozeltisi jel kuyucuklarma yiiklenir ve proteinler elektroforetik olarak ayrilir.
Genellikle 0,75 mm kalinligindaki jellere (16 cm, 10 kuyucuk) 20 mikrolitreden daha az
toplam hacim i¢inde bulunan 30 ila 50 mikrogram protein karisimi yiiklenir (Ausubel et
al. 2003). Proteinlerin ¢ogu %S5 ila %15 oraninda akrilamit ve %0,2 ila %0,5 oraninda
bisakrilamit iceren poliakrilamit jellerde ayrilabilmektedir. Elektroforez sirasinda proteini
SDS ile doyurmak icin katot tamponunun igindeki %0,1°lik SDS miktar1 yeterli
olmaktadir (Garfin, 2003). Deney amacina ve Ornegin yapisina goére SDS-PAGE de
kullanilan bir¢ok farkli tampon sistemi kullanilmaktadir. Anot ve katotta kullanilacak
tamponlar ayni ya da farkli olabilir (Anonim 2012y). Jelde, 6rnek ve elektrot haznesinde
(sabit pH’daki) ayn1 tamponun kullanildig: siirekli tampon sistemleri ! daha c¢ok niikleik
asit analizinde kullanilmakla beraber nadiren protein elektroforezinde de kullanilmaktadir

(Anonim 2012i).

2.7.3 Izoelektrik odaklama (Isoelectric focusing, IEF) jel elektroforezi

IEF, dengelenmis bir pH gradiyenti icersinde proteinleri izoelektrik noktalara (PI) gore
ayiran bir elektroforez yontemidir (Walker 2002). Herhangi bir proteinin net yiikii biitiin
pozitif ve negatif yiiklerinin toplamidir. Bu yiikler proteini olusturan aminoasit ve yan
gruplarin asidik ve bazik yan zincirleri tarafindan belirlenmektedir. Bir proteindeki asidik
gruplar bazik gruplarin sayisini asarsa, proteinin PI’si diisiik pH degerinde olmakta ve
protein asidik olarak siniflandirilmaktadir. Proteindeki bazik gruplar asidik gruplarin
sayisini gecerse, PI yiiksek olur ve protein bazik olarak smiflandirilmaktadir. Proteinler
izoelektrik noktalarindan diisik pH’ lardaki ¢ozeltilerde pozitif yiikli, yliksek pH’li
cozeltilerde ise negatif ylikliidiir. Bu nedenle elektroforez sirasinda bir protein, izoelektrik
noktasinin altindaki bir pH degerinde katoda dogru, izoelektrik noktasinin tistiindeki pH

degerinde ise anoda dogru hareket eder. Izoelektrik noktasindaki, net elektrik yiikii sifir

' Jel iginde ve elektrot haznesinde ayni tamponun kullanildig: bu calismada siirekli tampon sistemi
uygulanmstir.
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olan bir protein, elektrik alaninda hareket etmez (Garfin, 2003). IEF yontemi bir tasiyici
amfolit karigimi (diislik molekiil agirlikli sentetik poliamino-polikarboksilik asitler) iceren
bir jel (genellikle poliakrilamit jeldir ancak agaroz jel de kullanilabilir) olusturmay1
gerektirmektedir. Poliakrilamit jel kullanilacaksa daha biiylik gdzenekli olmasi igin diisiik
yiizdeli jel (yaklasik %4 poliakrilamit) yapilmaktadir. Jele elektrik alan uygulandiginda
tagiyict amfolitler anottan katoda dogru yiikselen PI olusturacak sekilde diizenlenirler. En
asidik olan amfolit anoda, en bazik olan da katoda dogru ilerler (Oner 2012). Her tasiyici
amfolit kendi pl’sine karsilik gelecek sekilde yerel bir pH saglar, bdylece jel boyunca
diizgiin bir pH gradiyenti olusur. Daha sonra protein 6rnegi jelin ylizeyine, jelin icine
difiize olacag1 yere, uygulandiginda kendi izoelektrik noktasina kars1 gelen pH’1 saglayan
gradiyent bolgesine ulasana kadar elektrik alanin etkisinde hareket eder. Bu pH’da
proteinin net yiikii yoktur ve o noktada protein hareketsiz kalir (Walker 2002). En son
asamada protein bantlarinin gézlenmesi i¢in boyama yapilir fakat boyamanin olmasi igin

oncelikle jelden amfolitlerin uzaklagtirilmasi gerekir. Ciinkii amfolitler jelin tamamen

boyanmasina neden olmaktadir (Oner 2012).
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The protein shown here has an isoelectric pH of 6.5.

Sekil 1.15. izoelektrik odaklama jel elektroforezi. (Anonim 2012z)

2.7.4. Iki boyutlu (Two-dimentional, 2D) Jel elektroforezi

Iki boyutlu jel elektroforezi proteomik calismalarinda en ¢ok kullanilan tekniklerden biridir
(Alzate 2010). ki yiiksek ¢oziiniirliiklii elektroforez islemi, izoelektrik odaklama ve SDS-
PAGE, O’farrel’in 1975°deki ¢alismasiyla bir araya getirilmistir (Ausubel et al. 2003).
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Proteinlerin izoelektrik odaklama (IEF, ilk boyut) ile ayrilmasint SDS-PAGE izler. Bu
teknik ile bir jelde 10.000 kadar ayrilmis protein noktaciginin saptanabildiginin
gosterilmesiyle yiiksek ¢Ozlniirliiklii proteomik incelemesi gergeklestirilebilir hale

gelmistir.

IEF jeli ya da bandi SDS ile dengelenir ve SDS-PAGE jelinin iist kismina yerlestirilir. Bu
dengeleme adimi SDS molekiillerinin proteinlerle birleserek net negatif yiiklii anyonik
kompleksleri iiretmesini sagladigi i¢in gereklidir. Elektriksel itisin bir sonucu olarak
proteinler IEF jelinden disari, molekiil agirliklarina gore ayrilacaklar1 SDS jelinin igine
dogru hareket ederler. Bir¢ok uygulama denatiire edici SDS-PAGE yontemini kullansa da
denatiire etmeyen kosullarda proteinleri ayirma yaklasimlari da zaman zaman

kullanilabilmektedir (Alzate 2010).
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Sekil 1.16. iki boyutlu jel elektroforezinde protein noktaciklari (Anonim 2012aa )

2.8. Protein Boyama Y 6ntemleri

Proteinlerin jeldeki konumu Coomassie mavisi ya da giimiis boyama yontemi ile
belirlenebilmektedir. Coomassie mavisi ile boyama daha kolay ve hizlidir ancak glimiis
boyama yontemi onemli Slgiide daha duyarhidir ve bu nedenle daha diisiik miktardaki
proteinleri saptamak igin kullanilablir. Floresan boyama yontemleri geleneksel boyama
yontemlerine alternatif olarak popiiler hale gelmeye baslamistir. Bunun temel nedeni

neredeyse glimiis boyama yontemi kadar duyarli olmalaridir. SYPRO Orange ve SYPRO
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Red, proteinleri SDS-Poliakrilamit jellerde saptamayi saglayan floresan boyalardan
bazilaridir. Fosforillenmis ve glikozillenmis proteinleri gozlemlemek igin ek floresan
teknikler gelistirilmistir (Ausubel et al. 2003). Bu tekniklerin disinda proteinlere lizin ve
sistein aminoasitlerinin belirli gruplar1 araciligiyla kovalan olarak boyalar ile saptamaya
dayanan teknikler de bulunmaktadir (Hawe et al. 2007). Proteinleri ¢esitli aminoasit ve yan
gruplarindan etiketlemek i¢in NHS-Rhodamine (Thermo Scientific) ve Fluorescein
isothiocyanate (FITC) Protein etiketleme Kkitlleri (Molecular Probes Inc.) gibi Kitler
retilmistir  (Thermo  Scientific 2008, Molecular Probes Inc 2011). Protein
karakterizasyonu igin bir diger dnemli boya Nil kirmizisidir. ilk olarak hiicreleraras1 yag
damlaciklarinin saptanmasinda kisa bir siire sonra da farkli proteinlerin konformasyonel

degisimlerini gézlemlemek i¢in kullanilmistir (Hawe et al. 2007).

2.8.1. Coomassie mavisi ile boyama yontemi

Proteinlerin jelde goriintiilenmesi i¢in en yaygin olarak kullanilan yontemdir. Jelde
yiiriitiilmiis proteinlere “Coomassie brilliant blue R” boyasinin 6zgiil olmayan bir sekilde
baglanmas1 temeline dayanmaktadir. Saptama sinir1 protein bandi bagmna 0,3 ila 1 pg’dir.
Bu yontemde poliakrilamit jelde ayrilmis proteinler metanol ve asetik asit iceren ¢ozelti
kullanilarak sabitlenir. Once proteinler biitiin jeli mavi renge boyayan Coomassie mavisi
ile birlikte boyanir. Boyanin proteinlere baglanmayan kismi, metanol igeren ¢ozeltiler ile
temizlenir. Boya uzaklastirma (destaining) isleminden sonra maviye boyanmis protein
bantlar1 goriiniir hale gelir. Jel asetik asit, ya da suyun i¢inde saklanabilir, fotograflanabilir

ya da kalic1 bir kayit i¢in kurutulabilir.
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Sekil 1.17. Coomassie mavisi ile boyanmis bir poliakrilamit jelin fotografi (Anonim
2012ab)
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2.8.2. Glimiis boyama yontemi

Glimigiin gorlinti  olusturabilme 06zelligi 17. yilizyilin ortalarinda kesfedilmis ve
fotografciligin gelisiminde etkili olmustur. Daha sonra giimiis histolojik yontemlerde
kullanilmaya baslamistir. Jel elektroforezi sonrasinda proteinlerin saptanmasi i¢in glimiis
boyama ilk olarak 1979 yilinda Switzer et al. tarafindan bildirilmistir (Walker 2002).
Glimiis boyama yoOnteminde jel ¢Ozilinlir giimiis iyonlariyla muamele edilmekte ve bu
sirada glimilis iyonlarmin kahverengi cokelti halindeki metalik glimiise donilisiimiini
engellemek amaciyla formaldehit kullanilmaktadir (Wenk and Fernandis 2007). Giimiis
proteinlerdeki gesitli kimyasal gruplara (siilfidril, karboksil grubu gibi) baglanir. Saptama
siir1 protein bandi basina 2 ila 5 nanogramdir. Metanol/asetik asit ve glutaraldehit
kullanilarak proteinler, jel i¢inde goriiniir hale getirilir. Bu maddeler eklendikten sonra
protein bantlart kararmaya baslar. Istenilen oranda koyulasma gergeklestiginde jel

sabitlenir, fotograflanir ve kurutulur (Ausubel et al. 2003).

Sekil 1.18. Giimiis boyama yontemi ile boyanmis poliakrilamit jel (Anonim 2012ac)

2.8.3. SYPRO Orange ve SYPRO Red boyama yontemi

SYPRO Orange ve SYPRO Red boyalar1 minijel iizerindeki 4-8 nanogram protein i¢eren
bantlarin saptanmasini saglayabilmektedir. Coomassie mavisi ile boyama ydnteminden
daha yiiksek duyarliliga sahiptir ve bir¢ok giimiis boyama teknigi kadar duyarlidir.
Elektroforezden sonra jel boyanir, durulanir ve fotograflanir. Boyanmis proteinler standart
300nm mordtesi transilliminatér ya da lazer tarayicilar yardimiyla goriintiilenebilir.

SYPRO Orange ve SYPRO Red boyalar jeldeki protein ¢evresinde olusan SDS tabakasi
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ile etkilesim gostermektedir. Bu nedenle Coomassie yontemine gore, farkli proteinler
arasinda daha istikrarli boyama saglamaktadir. Negatif boyama goriilmez ve
glikoproteinleri iyi boyarlar. Hiicre ya da doku kaynakli proteinlerin hazirlanmasi
sirasinda ortaya ¢ikan niikleik asit ya da lipopolisakkaritleri boyamadan, molekiil agirligi
6500 daltona kadar diigiik olan proteinlerin boyanmasini saglamaktadir. SYPRO Orange
ve Red boyalarmin boyama o6zellikleri birbirine yakindir ancak SYPRO Orange boyasi
daha parlaktir, SYPRO Red arkaalan floresansi vermektedir. SYPRO Orange ve red
boyalar1 blotlama membranlar {izerinde protein boyamak i¢in uygun degildir. IEF ya da
2D jellerde protein boyandiginda duyarlilik 6nemli 6l¢iide digmektedir. Yiiksek duyarlilik
acisindan yiiritme tamponunda genellikle kullanilan %0,1 lik SDS yerine %0,05 SDS
kullanilmas: Onerilmektedir. Standart SDS-poliakrilamit jellerde ornekler yiiritiildiikten
sonra jel, asetik asit icerisinde seyreltilmis stok SYPRO boyasi igerisinde 10 ila 60 dakika
altiist edilerek bekletilir. Daha sonra durulanan jel 300nm mordotesi translilliiminator ya da
“Karanlik Okuyucu” (Dark Reader) (Clare Chemical) gibi mavi 11k transilliiminatori
yardimiyla goriintiilenebilir (Molecular Probes Inc 2003).

2.8.4. Nil kirmizisi

Protein karakterizasyonu ig¢in kullanilan 6nemli bir boya olan Nil kirmizist ilk olarak
hiicreleraras1 yag damlaciklarinin saptanmasi icin, kisa bir siire sonra da farkli proteinlerin
konformasyonel degisimlerini izlemek amaciyla kullanilmistir (Hawe et al. 2007 ). Nétral
yaglarin ve lipoproteinlerin varliginda yiiksek floresans ve yogun mavi renk kaymalar
(intense blue shifts) gostermesi nedeniyle yag probu olarak kullanilan Nil kirmizisi
(Greenspan and Fowler 1985), Daban et al. (1991a, 1991b) tarafindan gelistirilen bir
yontem ile SDS-poliakrilamit jellerdeki proteinleri boyamak iizere kullanilmistir. Yontem
hidrofobik bir boya olan Nil Kirmizisi’nin ( 9-diethylamino-5H-benzo(alfa)phenoxazine-5-
one) floresan Ozelliklerini temel almakta ve elekroforetik ayrimdan yaklagik 6 dakika

sonra bant basina 0,1 mikrogam fikse edilmemis proteinin saptanmasini saglamaktadir.

Daban et al. (1991a) gelistirdikleri yontem ile Nil kirmizisinin SDS miselleriyle ve SDS
ile kompleks olusturmus proteinlerle etkilesime girebilmekte oldugunu gostermislerdir. Nil
kirmizisi suda neredeyse hi¢ ¢oziinmemektedir ancak polar olmayan ¢oziiciilerin i¢cinde ve

saf SDS miselleri ve SDS-protein kompleksleri varliginda ¢6ziinmekte ve floresans

27



yogunlugunda yiiksek bir artis gdstermektedir'. SDS miktarinin, Tris-glisin tamponunun
icinde olusan kritik SDS misel konsantrasyonundan diisiik oldugu durumlarda, farklt SDS-
protein komplekslerinde Nil kirmizisi floresansinda artis goriilmektedir (Daban et al.
1991a). Nil kirmizis1t DMSO’da ¢oziildiigiinde ¢ok kararli bir yapidadir ama bu boya sulu
cozeltilerde c¢okelmektedir. Nil kirmizist DMSO, etanol ve DMF ig¢inde c¢oziilmekte,
yaklagik 500 nanometrede uyarilmaktadir. Salinimi en ¢ok 600 nanometre civarindadir.
Dutta et al. (1996) Nil kirmizisinin floresan 6mriiniin polar solventlerde azaldigini 1s1ma
yapmama  sabitinin  arttigin1  gOstermislerdir.  Diger boyama  yOntemleriyle
karsilastirildiginda Nil kirmizisi ile boyama, tek adimli hizli bir yontem olmas1 dolayisiyla

avantajli durumdadir (Hawe et al. 2007).

2.8.5. Protein etiketleme

Bir protein ya da ona baglanan bir molekiiliin saptanmasi ve saflastirilmasinin
kolaylastirilmas1 amaciyla bazi arastirmalarda molekiiler etiketler kullanilmaktadir.
Etiketleme biyotin, haberci enzimler, floroforlar ve radyoaktif izotoplar gibi farkli
molekiillerin hedef protein ya da niikleik asitlere kovalan baglanmasi ile
gerceklestirilmektedir. (Anonim 2012ad). Etiketlemenin etkinligi pH, reaktiflerin derigimi,
inkiibasyon zamani ve sicakligi, reaktiflerin safligi ve engelleyici maddelerin varligi ile
yakindan iligkilidir. Her protein modifikasyona karst farkli duyarlilik gostermektedir.
Bunun bir nedeni proteindeki etiketlenmeye uygun lizin aminoasidi miktar1 ve bu
aminoasidin makromolekiiliin yapisi, aktivitesi ve stabilitesine etkisidir. Genellikle
proteinler pH:7’de etiketlenmelidir. Etiketleme sirasinda proteinin bazik grubuyla noétral
biyotin grup ya da asidik floresan grup yer degistirmekte, bu seklilde proteinin izoelektirik
noktasi da degismektedir (Molecular Devices Inc. 2010). Renkli protein molekiil agirlik
standartlari, birden fazla renkli boya ile kovalan olarak boyanmis olan yiiksek oranda

saflastirilmis rekombinant proteinlerden olusmaktadir (Anonim 2012ae).

! Bu ¢alismada Nil kirmizis1 Powler and Greenspan (1985)’1n ¢alismalarinda yer alan yontemle
hazirlanmigtir. Kurutulmus halde elde edilen boya Daban et al.(1991a)’in ¢alismasindaki gibi
asetonda ¢oziilerek kullanilmistir.

28



2.8.5.1. Farklilik jel elektroforezi (Difference gel electrophoresis, DIGE) ile etiketleme

yontemi

Aymni jel icerisinde bulunan birgok 6rnek arasindaki nicel farkliliklar incelemek amaciyla
proteinleri elektroforez Oncesinde farkli spektral 6zelliklere sahip floresan boyalar ile
etiketlemek i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte birbiriyle iligkili ancak farkli protein
orneklerinin ¢oklu incelemesi igin farkli floresan boyalarla etiketli 6rnekler karistirilarak,
jel elektroforezine alinmaktadir. DIGE analizinde Cy5, Cy3, Cy2 gibi ii¢ adet floresan
boya ile boyanan protein 6rnekleri 2-D elektroforez ile ayrilmaktadir (Ausubel et al.
2003).

2.8.5.2 Floresein izotiyosiyanat (FITC) ve NHS-floresein etiketleri

Floresein izotiyosiyanat (FITC) ve NHS-Floresein, floresan mikroskobi, akim
sitometrisinde, Western blot ve ELISA gibi immiinofloresan temelli deneylerde kullanilan
antikor ve prob etiketlerinde bulunan floresan boyalarin amin-reaktif tiirevleridir. FITC
yapisindaki alt zincirin {izerinde bulunan iki hidrojen atomundan biri, bir izotiyosiyanat
reaktif grubuyla ( -N=C=S) fonksiyonellestirilmis temel bir floresan molekiiliidiir. Bu tiirev
proteinler, peptitler ve diger biyomolekiillerdeki birincil amin gruplarina karsi reaktiftir.
(Anonim 2012af). FITC ile etiketlenmis proteinlerin absorpsiyon ve emisyon
maksimumlar1 yaklagik olarak 494 ve 518nm’dir (Molecular Probes Inc 2011). NHS-
floresein ise N-hidroksi-siiksinimidil ester (NHS ester) fonksiyonel grubuyla aktive
edilir. FITC ile karsilastirildiginda NHS ester tiirevinin diger niikleofillerin varliginda
birincil aminlere karst daha biiyiik ozgilliigii bulunmaktadir ve bu da etiketleme

sonrasinda daha kararli baglanmay1 saglamaktadir (Anonim 2012af).
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FITC
5/6-Fluorescein-isothiocyanate NHS-Fluorescein
MW 389.38 MW 47339

Sekil 1.19. FITC ve NHS-Floresein molekiilleri

“Molecular Devices” ’m (2010) yonteminde immiinoafinite ile saflastirilmis kegi
antikorlari, saflagtirllmig fare immiinoglobiilin G ve BSA kullanilarak bir deney tarif
edilmistir. Bu deneyde proteinleri etiketlemek icin Biyotin etiket ya da Floresein etiket
dimetil formamitte ¢oziilerek proteine 20:1 oraninda son molar eslesme oranina ulasilacak
sekilde eklenmis, daha sonra etiketlenmis proteinler jel kromatografisiyle saflagtirilmistir.

Bu c¢alismada FITC tiirevinin elde edildigi floresan molekiilii igeren floresein sodyum
cozeltisi belirli oranlarda dimetil formamit ile seyreltilerek dogrudan protein karisimina
uygulanmis ve elektroforez sirasinda proteinle etkilesimine bakilmistir. Floresein sodyum
kiigiik molekiil yaricapt dolayisiyla gecirgenlik ve damar perfiizyonu caligmalarinda

kullanilan suda ¢oziinebilen floresan boyadir.

Sekil.1.20. Floresein sodyum molekiilii (Anonim 2012ag)
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2.9. Elektroforez Sirasinda ya da Sonrasinda Ayristirilan Molekiillerin Gorilintiilenmesi

2.9.1. Jel goriintiileme sistemleri

Bu sistemler ¢esitli floresan ya da kovalan boyalarla boyanmis protein veya niikleik asit
molekiillerinin mordtesi 1sinlar ile ya da beyaz 1sikla uyarildig: bir aydinlatma sistemine
sahiptir. Ayrica jelin gdrlintlisiiniin alinmas1 amaciyla sisteme eklenen bir adet fotograf
makinesi ya da kamera ve bantlarin incelendigi bir bilgisayar programi igerecek sekilde
tasarlanmistir. Elektroforez sonrasinda jelin goriintiilenmesini kolaylastiran ve jellerin
goriintiisiinii dijital ortamda saklamaya ve belgelemeye yarayan sistemlerdir (Anonim
2012ah). Bir¢ok biyoteknoloji sirketi tarafindan gelistirilen jel goriintiileme sistemleri

bulunmaktadir.

PP Dhgital camera

Portable hood

Transilluminator

Sekil 1.21. Jel goriintiileme sistemlerine ait 6rnekler.
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2.9.2. “Karanlik Okuyucu” (Dark Reader)

Floresan boyali DNA, protein ve diger biyolojik Ornekleri goriintiilemeye yarayan,
mordtesi 1s1kla aydinlatmali olmayan yeni bir patentli teknolojidir. 420-500 nanometre
arasindaki floroforlar1 uyaran, goriinebilir 15181 kullanan bu aygitla ¢alisabilen boyalar
fluoresein, SYBR Green, SYBR Gold, AttoPhos, GelStar, Vistra Green, SYPRO Orange
gibi popiiler boyalar ve 500 nanometrenin {izerinde uyarilabilen rhodamin ve etidyum
bromiir gibi boyalardir. SYBR Gold ya da SYBR Green boyalar1 75 pikogram DNA’y1
ciplak gozle, 10 pikogram DNA’y1 da CCD kamera kullanarak goriilebilir hale
getirmektedirler. “Karanlik Okuyucu” bir adet kapali kutu igerisinde 400 ila 500
nanometre arasi 151k yayan bir lamba ve kirmizi ve yesil 15181 gegirmeyen bir filtreden
olusmaktadir (Sekil 1.22.) Sistem {izerine yerlestirilen boyanmis jel iizerindeki bantlar
cesitli filtreler kullanilarak gozle ya da fotograf makinesiyle yesil ya da kirmizi renkli

olarak goriinmektedir (Anonim 2012aj).

A

amber fil er
removes

blue light

]
green/ red
fluorescence
gel containing
stained DNA

blue filter
removes
green /red light

a b

Sekil 1.22. “Karanlik Okuyucu” ‘nun ¢alisma mekanizmasi. Aygit bir lamba ve kirmizi ve
yesil 15181 gegirmeyen bir filtreden olugmaktadir (a) (Anonim 2012ak ) “Karanlik
Okuyucu” ile goriintiilenen bir jel (b) (Anonim 2012al)
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2.9.3. izlenebilir Elektroforez (Observeable Real Time Electrophoresis, ORTE)

Kocagdz ve Oktem (2009) tarafindan gelistirilmis; bilgisayar, kamera, mavi led 151k ve
filtreden olusan kapal1 bir izlenebilir elektroforez sistemidir. Elekroforez islemi sonrasinda
DNA molekiillerinin goriintiilenmesini saglayan etidyum bromiir gibi kanserojen boyalara
ve gOze zararli mor Otesi 1s18ina gereksinimi ortadan kaldiran bu sistemde uyarici 151k
kaynagi1 olarak goriinlir dalga boyunda 151k veren LED lambalar ile bu dalga boyunda
uyarilan floresan boyalar kullanilarak DNA bantlar1 elektroforez sirasinda goriiniir hale
getirilmektedir (Sekil 1.23.) Bu sistem ile kaydedilen film ve jel fotograflari jel inceleme

programlari ile yorumlanabilmektedirl.

Sekil 1.23. Bilgisayar, kamera, mavi led 151k ve filtreden olusan izlenebilir elektroforez
sistemi (ORTE)

' Bu ¢alismada ORTE sistemi protein elektroforezinin takibinde boyali protein standardinimn
gbzlenmesi ve proteinlerin elektroforez Oncesinde floresan boyanmasi c¢aligmalar1 sirasinda
kullanilmastir.
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar

Tezde kullanilan kimyasallar Cizelge 2.1.’de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Kimyasallar

Kimyasalin ad1

Uretici firma

Tris (hidroksimetil)-aminometan Molekula
Glasiyal asetik asit Sigma-Aldrich
EDTA Merck

SDS Bio-Rad

APS Bio-Rad
TEMED Biomatik
Akrilamit Biomatik
Bisakrilamit Biomatik
Coomassie R-250 Bio-Rad
Metanol Merck
Gliserol Sigma Riedel-de Haen

Bromfenol Mavisi

Owl Scientific, Inc.

Agaroz Sigma-Aldrich
Floresein Sodyum (%10) Alcon

Nil Mavisi Merck

Sypro Orange Invitrogen
Akridin Turuncusu Merck
Dimetilformamid Sigma-Aldrich
H,SO, Sigma-Aldrich
Aseton Sigma-Aldrich
Ksilen Sigma-Aldrich
HCI Sigma-Aldrich
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3.1.2. Proteinler ve protein standartlari

Tezde kullanilan proteinler ve protein standartlar1 ¢izelge 2.2.’de sunulmustur.

Cizelge 2.2. Proteinler ve protein standartlari

Proteinler ve protein standartlari Uretici firma

BSA Sigma-Aldrich

RNAz A (17,500 Unite) QlAamp DNA Mini Kit
Dual XTRA Boyali protein molekiil agirlik standardi Bio-Rad

Page Ruler Boyasiz protein molekiil agirlik standardi Bio-Rad

3.1.3. Jel goriintiileme aygitlar

Tezde kullanilan jel goriintiileme aygitlari ¢izelge 2.3.’de sunulmustur.

Cizelge 2.3. Jel goriintiileme aygitlari

Aygit

Uretici firma

Fotograf Makinasi

Kodak Easyshare C433

Transilluminator

UVP White/Ultraviolet Transilluminator

ORTE

Salubris A.S.

3.1.4. Elektroforez gerecleri ve diger geregler

Tezde kullanilan elektroforez geregleri ve diger geregler ¢izelge 2.4.’de sunulmustur.

Cizelge 2.4. Elektroforez gerecleri ve diger gerecler

Elektroforez gerecleri ve diger gerecler Temin edilen yer

Elektroforez Tanki Acibadem Universitesi Laboratuvari
Gii¢c Kaynagi Acibadem Universitesi Laboratuvari
Mikrodalga Firin Acibadem Universitesi Laboratuvari
Manyetik Karistiric Acibadem Universitesi Laboratuvari
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3.2. Yontem

3.2.1. Tampon ¢ozeltiler, jel bilesenleri ve boya ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

3.2.1.1. 10x Elektroforez yiirlitme tamponu

7,575 g Tris baz, 36 g glisin ve 2,5 g SDS tartilarak deiyonize su ile 500 ml’ye
tamamlanmis, manyetik karistiricida karistirilarak ¢oziilmeleri saglanmistir. Caligsmalar

sirasinda istenen miktarlarda 1x’e seyreltilerek kullanilmstir.

3.2.1.2. 50x TAE tampon ¢ozeltisi

242 g Tris baz, 100 ml 0,5M Na, EDTA (pH :8.0), 57,1 ml Glasiyel asetik asit, damitik su

ile 1000 m1’ye tamamlanmis ve 1X’e seyreltilerek deneylerde kullanilmistir.

3.2.1.3. 1,5M Tris pH: 8,9

36,34 g Tris, 150 ml damitik suda ¢oziiliip, HCI ile pH: 8,9 a getirildikten sonra damitik

su ile 200 ml’ye tamamlanmaigtir.

3.2.1.4. %10 SDS

2,5 g SDS, 25 ml deiyonize suda ¢oziilerek hazirlanmustir.

3.2.1.5. %1 APS

0,03 g toz APS tartilarak bir mikrosantrifiij tiipiine alinmig, 0,3 ml suda pipetaj yapilarak

¢Oziilmiis ve her deney Oncesi taze hazirlanmistir.
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3.2.1.6 .%30 Akrilamit ¢6zeltisi

30 g Akrilamit ve 0,8 g bisakrilamit 100 ml suda ¢oziilerek standart bir filtre kagidindan

stiziilmiistiir.

3.2.1.7. IXTAE-%0.1 SDS Elektroforez tamponu

1 gram SDS, 1000 ml 1X TAE tamponunda ¢dziilerek hazirlanmistir.

3.2.1.8. 4x SDS ornek yiikleme boyasi

4x SDS 6rnek yiikleme boyasinin igerigi ¢izelge 3.1.’de sunulmustur.

Cizelge 3.1. 4x SDS Ornek yiikleme boyasinin hazirlanmasi

0,5 M Tris-HCI, pH:8.0: 5mil
%50 gliserol: 8 ml
%10 SDS: 8 ml
%0,1 (w/v) Bromfenol mavisi 2ml
Damutik su eklenerek hazirlandi 17 ml

3.2.1.9. Dimetil formamid (DMF) pH:8,86 ve DMF- Floresein sodyum karigimi

29 ml Dimetil formamit pH:13,5; 1,5 M Tris, Ph:8,9 ve IM Tris pH:6,8 kullanilarak

pH:8,86 ya getirilmistir. Son hacim 44 ml’ ye tamamlanmaistir.

9 ml DMF pH:8,86 ile 1 ml %10 Floresein sodyum karistiritlarak DMF-Floresein sodyum

karisimi hazirlanmustir.
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3.2.1.10. Akridin turuncusu boyasi

Iml deiyonize suyun igerisine 10 mg akridin turuncusu eklenip karistirilarak 1 ml akridin
turuncusu ¢ozeltisi hazirlanmistir (10 mg/ml). Hazirlanan ¢ozelti 1/50 sulandirilarak son
derigimi 0,2mg/ml olan ikinci bir akridin turuncusu ¢ozeltisi hazirlanmis ve deneylerde

kullanilmistir.

3.2.1.11. SYPRO Orange boyas1 (SYPRO Orange stok ¢ozeltisi)

200 ml %?7,5 asetik asit hazirlanarak 40 pl 5000x SYPRO Orange eklenmis ve
calkalanmistir. Cozelti 151k almayacak sekilde +4°C’ye kaldirilmistir. SYPRO Orange
iriin bilgisi brosiiriindeki Oneri referans alinarak, elektroforez Oncesinde elektroforez
tamponu (%1 SDS-1xTAE) ve boyanacak olan jel %0,1 yerine %0,05 SDS igerecek

sekilde hazirlanmustir.

3.2.1.12. Coomassie boyas1 ve boya uzaklastirma ¢ozeltisi

Boya ¢ozeltisi:
25 ml asetik asit ve 100 ml su eklenmeden 6nce 0,25 g Coomassie Brilliant Blue R250 ,

125 ml metanol igerisinde ¢oziilmiistiir.

Boya uzaklastirma ¢ozeltisi:
400 ml metanol ve 70 ml asetik asit karigtirilip son hacim damitik su ile 1 litreye

tamamlanmustir.

3.2.1.13. Nil kirmizis1 boyasi

Asagidaki tiim iglemler ¢eker ocak igerisinde gergeklestirilmistir.

1) 200 mg Nil mavisi 100 ml suda ¢oziiliip 0,5 ml H,SO4 eklendi. Manyetik karistiriciyla
karistirilarak 500 ml’lik balon joje i¢inde 2 saat boyunca kaynatilmistir,

2) Karisim sogutulduktan sonra 5 ml ksilen karisima eklenerek manyetik karistiricida
yaklagik 10 dakika kadar karigtirildi. Bu sirada karigimdaki boyanin bir kismi ksilene

gecerek kirmizi renk vermistir,
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3) Tiim karisim 100 ml’ lik balon jojeye konularak ksilen-boya karisimi pastor pipetiyle
cekildi ve temiz bir tiipe aktarilmistir,

4) Elde edilen 5 mI’lik karigim, (500 ml’lik) genis bir behere konularak 1sitici iizerinde
yavasca 1sitildi ve buharlastirilarak kurutulmustur (Bu islem yaklasik 15-20 dakika
stirmtistiir),

5) Ksilen buharlasinca mor renkli bir ¢okelti, cama yapismis bir vaziyette olusmustur,

6) Cokelti, toplam 15 ml aseton ile ¢oziildii. Beherin kuru boya iceren agirligi ile asetonlu
boya alindiktan sonraki agirliginin farki hassas terazi ile olgiildii. Yaklasik 15 mg kuru
boya elde edildigi hesaplanmistir,

7) Cozme islemi sirasinda yaklasik 5 ml aseton buharlasti. Yaklagik 10 ml aseton iginde 15

miligram boya oldugu ve boya derisiminin yaklasik 1,5 mg/ml oldugu hesaplanmistir.

3.2.2. SDS’li yatay poliakrilamit jelin hazirlanmasi

3.2.2.1. Degisen agaroz derigsimleri (0-200mg) ile yatay SDS-Poliakrilamit jel hazirlanmasi

Cizelge 3.2. Hacmi: 50 ml, Akrilamit derisimi %6 olan agarozlu yatay SDS-poliakrilamit
jelin bilesenleri

Jel Bilesenleri Miktar
%30 akrilamit ¢ozeltisi 10 ml
1,5M Tris pH: 8,9 7,5 ml
%10 SDS 0,5 ml
%10 APS 0,5ml
TEMED 30 pl
Agaroz 0-200 mg

1,5 M Tris pH: 8,9 (Agarozu eritmek i¢in) 5mi
Deiyonize su 26,5 ml

TEMED, agaroz ve su hari¢ diger bilesenler tabloda belirtilen miktarlarda olmak iizere
50ml’lik bir plastik santrifiij tiipiinde karistirilmigtir. Agaroz, deiyonize suyun i¢inde bir
sicaga dayanikli sisede (Schott) mikrodalga firinda isitilarak eritilmistir. Eriyen agarozun

tizerine tiipteki karisim eklenmistir. Olusan yeni karisimin iizerine TEMED eklenerek,
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zaman kaybetmeden karisim acik kenarlari bant ile kapatilmis olan standart agaroz jel
tabagina dokiilmiistiir. Bir saat boyunca laboratuvar isisinda ve {isti acgik olarak
polimerlesmeye birakilmistir (Sekil 2.1.). Kullanilan jel tabak ve taraklari agaroz jel

uretiminde kullanilan standart tabak ve taraklardir.

Sekil 2.1. Polimerlesmeye birakilmig yatay SDS-poliakrilamit jel

3.2.2.2. TAE tamponu ile yatay SDS-poliakrilamit jelin hazirlanmasi

Cizelge 3.3. Hacmi 23 ml, Akrilamit derisimi % 5,87 olan, TAE tamponu ile hazirlanan
yatay SDS-Poliakrilamit jelin bilesenleri

Jel bilesenleri Miktar
%30Akrilamid Cozeltisi 45 ml
%10SDS 0,23 ml
%10 APS 0,3ml
TEMED 18 ul
1IXTAE 18,5 ml
Toplam 20 ml

TEMED ve 1xTAE hari¢ diger kimyasallar bir falcon tiipe eklenmistir. 1x TAE sicaga
dayanikli sisede (Schott) mikrodalga firinda kaynatilmistir. Kaynamis 1x TAE’ nin {izerine
tiipteki karisim ve en son TEMED eklenerek sise icinde polimerizasyona izin vermemek
izere karisim hizlica jel tabagina dokiilmiistiir. Jel laboratuvar sicakliginda istii acik bir
sekilde bir saat boyunca polimerizasyona birakilmistir. Polimeriazyon sonrasinda Slgiilen

jel kalinlig1 3-4 mm olmustur.

40



3.2.3. Orneklerin hazirlanmasi ve jele yiiklenmesi

Deiyonize su ile Img/ml ve 10 mg/ml bovin serum albiimin (BSA) 06rnekleri

hazirlanmustir.

4x SDS ornek yiikleme boyasi, boyanin karigimdaki son derisimi 1x olacak sekilde,

yiiriitiilecek protein 6rnegi ile karistirilmastir.

Dual Xtra ve Page Ruler molekiil agirlik standartlari 4x Ornek yilikleme boyasi ile

karistirtlmadan jele yliklenmistir.

Protein 6n boyama deneylerinde kullanilan boyalar, protein ornekleriyle birlikte bir
mikrosantrifiij tiipiinde ya da bir parafilm {izerine uygun hacimde damlatilip 6rneklerle

parafilm {izerinde karigtirildiktan sonra jele yiiklenmistir.

Jele yiikleme islemi jel tampon icine yerlestirilmeden 6nce, disarida yapilmistir.

BSA o6rnekleri SDS ile kaynatilmadan jele uygulanmistir.

3.2.4. ORTE ile proteinlerin yatay SDS-poliakrilamit jel elektroforezi

Elektroforez islemi 100 Volta ayarlanan gii¢ kaynagi kullanilarak ve ORTE sisteminin
icinde es zamanli goriinti alinarak gerceklestirilmistir. Tris ile {iretilen jeller igin
elektroforez tamponu olarak 1x elektroforez yiirtitme tamponu, TAE ile iiretilen jeller i¢in
ise %0,1SDS-1xTAE tamponu kullanilmigtir. Jeller ¢ogunlukla tampondan daha az
yogunlukta olmalar1 dolayisiyla jel tabagindan tampon ylizeyine dogru ylikselme egilimi
gosterdikleri i¢in elektroforez Oncesinde jellerin iizerine yerlestirilen iki adet lamin

agirliklarindan yararlanilmistir. Elektroforez islemi 30 dakika-1 saat araliginda siirmiistiir.
Elektroforez sirasinda tampon icinde bulunan SDS kopiirdiigli icin izlenebilir sistemde

goriintli almay1 zorlasgtirmistir. Bu durumun oniine gegebilmek amaciyla jel tankinin iki

kenarina dar bir ac1 yapacak sekilde iki adet lam, silikon hortum yardim ile sabitlenmistir.
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Bu sekilde kopiikler lamlarin arkasinda kalan bolgede toplanarak jelin yerlestirildigi

bolgeye gecememistir.

Sekil 2.2. Jel lizerinde kopiiklesmenin engellenmesi amaciyla standart jel tankinin uclara
lamlarin sabitlenmesi.

Sekil 2.3. Elektroforez sirasinda olugan kopiiklerin lamlarin arkasinda toplanmasi.

Sekil 2.4. ORTE aygitinca elektroforez sirasinda alinan jel goriintiisii. Ik ve son kuyucukta
Dual Xtra molekiil agirlik standardi, orta kuyucuklarda incelenen protein ornekleri
bulunmaktadir.
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3.2.5.  Elektroforez sonrasi standart boyama islemi olarak Coomassic mavisi ile

proteinlerin boyanmasi

Elektroforez sonrasinda jel uygun biiyiikliikte temiz bir kapakli kaba alinarak jelin {istlinii
ortecek sekilde Coomassie mavisi ¢ozeltisi eklenmistir. Jel, 1 saat boyunca calkalayici
tizerinde calkalandiktan sonra jelin icinde bulundugu boya ¢ozeltisi dokiilmiistiir. Jelin
lizerine boya temizleme c¢ozeltisi eklenerek, jel yarim saat boyunca calkalayicida
bekletilmistir. Kaptaki boya temizleme ¢ozeltisi bosaltilarak temiz ¢ozelti eklenmis ve jel
gece boyu calkalayicida bekletilmistir. Boyama sonrasi jel fotograflar1 Kodak Easyshare
C433 fotograf makinasiyla ¢ekilmistir.

Sekil 2.5. Coomassie mavisi ile boyamadan sonra alinan jel goriintiisii
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Agarozun Yatay Poliakrilamit Jelin Polimerizasyonuna Etkisi

Agarozun poliakrilamit jel yiizeyinde katilasarak havadaki oksijenin polimerlesme
siirecindeki akrilamide ulagsmasin1 engelleme etkisini gozlemlemek i¢in 0-200 mg

araliginda agaroz konsantrasyonlari ile poliakrilamit jeller liretilmistir.

Biri 125 mg, digeri 200 mg agaroz ile hazirlanmis iki adet 1,5M tris igeren 50 ml hacimli
Poliakrilamit jel, elektroforez ve ardindan Coomassie mavisi ile boyama sonrasinda

karsilagtirilmistir. 200 mg agaroz iceren jeldeki bantlarda yayilma gozlenmistir.

a b

Sekil 2.6. Agarozun yatay poliakrilamit jelin polimerizasyonuna etkisi. Soldaki yarim jel
(a) 200 mg, sagdaki yarim jel (b) 125 mg agaroz icermektedir. Jellerin her ikisinde de
soldan ilk kuyucukta Page Ruler protein molekiil agirlik standardi, ikinci kuyucukta
Img/ml BSA bulunmaktadir

Daha sonra iiretilen jellerde agaroz miktar1 azaltildiginda yayilmanin da ayni oranda
azaldigr ve agarozsuz jellerde bantlarin daha keskin oldugu gozlenmistir. Agaroz
bulunmayan jellerin de tabaklarda oksijen temasimna ragmen polimerize olmasinin
gozlenmesi ile, agarozun jelin polimerlesme siirecine bir katkisi olmadigi,

polimerizasyonun jelin 1sitilmast sonucunda gergeklestigi diistiniilmiistiir.
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4.2. Jel Bileseni Olarak TAE Tamponu Kullanilmast ve APS ve TEMED Miktarinin

Arttirilmasi.

Tris-glisin igerikli 1x elektroforez yiiriitme tamponundan daha ekonomik ve hazirlamasi
daha kolay olmas1 nedeniyle, DNA elektroforez calismalari i¢in siklikla kullanilan TAE
tamponu ile yatay SDS-poliakrilamit jeller hazirlanmistir. Agaroz kullanilmaksizin
kaynatilan tampona eklenen akrilamit igerikli jel bileseninin kisa siirede katilastigi
gozlenmistir. Ayrica TEMED hari¢ diger bilesenlerin ayni sisede kaynatilmasi denenmis
ve olusan yiikksek 1s1 nedeniyle sise icerisinde polimerizasyon ve ani katilagsma
gozlenmistir. Bu calismada iretilen yatay SDS-poliakrilamit jellerde, oksijenin inhibe edici
etkisini engellyen ve hizli polimerizasyonun gergeklesmesini saglayan ana etkenin

kaynatilan tampon bilesik oldugu goriilmiistiir.

Tris ile yapilan calismalardaki bilesenlerin oranlari ayni tutulmak suretiyle, TAE ile
hazirlanan jellerde jel hacmi kademeli olarak azaltildiginda (30, 20 ve 10 ml)
polimerlesmenin ¢ok daha iyi oldugu gézlenmis ve 1 saat polimerizasyona birakilan 10 ve
20 ml hacimli jellerden ¢ok daha net ve keskin bantlar elde edilmistir. Jel hacmi azaldik¢a
polimerlesme siireci kisalmig, Coomassie mavisi ile boyama ve boya uzaklagtirma siiresi
azalmis ve ayni jel, boya uzaklastirma siiresinde arkaalan boyadan ¢ok daha iyi arinmigtir.
Ancak yatay iiretilmesi nedeniyle, polimerizasyona birakilan sivi jel, jel taragina diisey
diizlemde daha az temas etmis, bunun sonucunda kuyucuk hacimleri azalmistir, dolayistyla
daha az hacimde ornek yiiklenebilmesine neden olmustur (10 ml hacimli jel i¢in yaklasik 6

ul, 20 ml jel i¢in 12 pl).

Sekil 2.7.de 10ml (a) ve 20 ml (b) hacimli SDS-TAE-poliakrilamit jeldeki orneklerin
Coomassie mavisi ile boyamadan sonraki goriintiisii verilmistir. 20 ml hacimli jelin APS
ve TEMED miktarlar1 10 ml hacimli jel yontemindeki bilesime gore sirasiyla %50 ve %25
artirtlmistir. Artan APS ve TEMED in ayrim giiciinii yiikselterek bantlarin goriintirligiini

ve keskinligini arttirdig1 gozlenmistir.
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a b

Sekil 2.7. 10ml ve 20 ml hacimli SDS-TAE-poliakrilamit jeldeki 6rneklerin Coomassie
mavisi ile boyamadan sonraki goriintiisii. 10 ml hacimli jel (a), 20 ml hacimli jel (b).
Ornekler soldan saga 1mg/ml BSA, 10mg/ml BSA, 1mg/ml BSA olarak ytiklenmistir

Ayrica ¢alismalar sirasinda daha yiiksek akrilamit derigimli jeller iiretilmis ve keskinlik
arttirllmistir. En iyi goriintii % 5,87 akrilamit derisimli, 23 ml hacimli jellerde alinmustir.

Sekil 2.8’de %75,87 akrilamit derisimli ~ SDS-TAE Poliakrilamit jelin elektroforez
sonrasinda normal 1sikta alinan fotografi (a) ve aym jelin Coomassie mavisi ile
boyamadan sonraki fotografi (b) goriilmektedir. Jele yiiklenen ornekler soldan saga

sirasiyla: Dual Xtra ve Page Ruler molekiil agirlik standartlari, Img/ml BSA ve RNAz dir.

a b

Sekil 2.8. %5,87 Akrilamit derisimli SDS-TAE-poliakrilamit jel. Jelin elektroforez
sonrasinda beyaz 1sikta alinan goriintiisii (a), Coomassie ile boyama sonrasinda alinan
gorintiisi (b)
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%5,87 Akrilamit derigimli jellerde Dual Xtra ve Page Ruler molekiil agirlik standartlarinin
ayrimi Sekil 2.9°da gosterilmistir.

= 250 e kD
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[e— = 5 — — 75
—— = 50 B
—_—— T
— - a7
pr—— - 25 :E
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a b c d

Sekil 2.9. Dual Xtra ve Page Ruler molekiil agirlik standartlarimin %5,87 Akrilamit
derisimli SDS-TAE-poliakrilamit jelde ayrimi. Dual Xtra molekii agirlik standardinin % 4-
20 Tris-HCI jelde ayrimina dair ¢izelge (a), Dual Xtra molekiil agirlik standardinin 5,87
Akrilamit derisimli SDS-TAE-poliakrilamit jeldeki ayrimi (b), Page Ruler molekiil agirlik
standardinin % 4-20 Tris-HCI jelde ayrimina dair ¢izelge (c), Page Ruler molekil agirlik
standardinin %35,87 Akrilamit derisimli SDS-TAE-poliakrilamit jelde ayrimi* (d)

* Karstlastirma yapabilmek icin soldaki kuyucukta Dual Xtra molekiil agwrlik standardi
yiirtitiillmiistiir

Calisma sirasinda tris ile hazirlanan farkli hacimlerdeki yatay SDS-poliakrilamit jellerin
TAE ile hazirlananlara gore daha uzun polimerizasyon siiresine gereksinim duyduklari ve
orneklerin yiiriimesi i¢in en az iki kati daha uzun elektroforez siiresi gerektirdigi

gozlenmistir. Ayrica tris ile yapilan jellerin ayrim giicliniin TAE tamponu ile hazirlanan

jellerden daha diisiik oldugu gézlemlenmistir.

En iyi ayrim agaroz eklenmeden TAE tamponu ile hazirlanan ve 1xTAE-%0,1SDS
tamponu ile yiritilen, %5,87 akrilamit derisimli SDS-TAE-poliakrilamit jellerde
gozlenmistir. Cizelge 3.4.’de en i1yl ayrimin elde edildigi jelin bilesenleri ve miktarlar

bulunmaktadir.
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Cizelge 3.4. En 1yi ayrimin elde edildigi SDS-TAE-poliakrilamit jelin bilesenleri ve
miktarlari

Jel bilesenleri Miktar
%30Akrilamit ¢ozeltisi 4,5 ml
%10SDS 0,23 ml
%10 APS 0,3ml
TEMED 18 ul
IXTAE 18,5 ml
Toplam hacim 23 ml

4.3. Trisli Yatay SDS-Poliakrilamit Jelde (50 ml hacimli) Proteinlerin Floresein ile

Elektroforez Oncesi Boyanmasi

Proteinleri etiketlemek icin floresein etiketin dimetilformamitte ¢oziildiigii bilgisinden
(Molecular Devices Inc. 2010) yola ¢ikarak DMF’de ¢6ziilen sodyum floresein, protein 6n
boyama denemelerinde kullanilmistir. 20 mikrolitre incelenecek oOrnek igin, DMF—
Floresein sodyum ¢ozeltisinden 2 mikrolitre kullanilarak kuyucuklara yiliklenmistir. Protein
ile boyanin etkilesime girmesi i¢in incelenecek orneklere 2 ser mikrolitre boya eklenerek
bir mikrosantrifiij tiipiinde 15-120 dakika arasinda oda sicakliginda bekletilmigtir. Sekil
2.10.> da floresein ile elektroforez dncesi boyanmak istenen proteinlerin elektroforez
stirasinda jeldeki goriintiisii ( filtre kullanilmadan, mavi 151k ile aydinlatilarak alinmistir) (a)
ve ayni jelin Coomassie mavisi ile boyandiktan sonraki goriintiisii (b) verilmistir.
Kuyucuklarin hepsinde 20 mikrolitre 1mg/ml BSA bulunmaktadir. Kuyucuklardaki
orneklerin soldan saga dogru bekleme siiresi: 120, 90, 60, 45, 30 ve 15 dakikadir.
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a b

Sekil 2.10. Floresein ile elektroforez dncesi boyanmak istenen proteinlerin elektroforez
sirasinda ve sonrasinda alman goriintiisti. Elektroforez sirasinda mavi 1sikla aydinlatilmis
jelin goriintiisii (a) ve ayni1 jelin Coomassie mavisi ile boyandiktan sonraki goriintiisii (b)

Floresan 6n boyama denemesi sonucunda, elektroforez sirasinda geriden yiirliyen bantlar
halinde bulutlanmalar goriilmiis olsa da Coomassie mavisi ile boyama sonrasinda alinan
goriintliyle karsilagtinnldiginda floresein ¢ozeltisinin  biiyilkk miktarmin elektroforez
sirasinda orneklerden bagimsiz olarak dnden yiiriidiigli ve drneklerle belirgin bir etkilesime

girmedigi gdzlenmistir.

4.4. SYPRO Orange ile Protein Bantlarinin Goriintiillenmesi ve Proteinlerin Elektroforez

Oncesi Boyanmasinin Denenmesi

SYPRO Orange etkinligi bir¢cok glimiis boyama teknigi kadar duyarli ve Coomassie mavisi
ile boyamadan daha yiiksek olan, protein band1 basina 4-8 nanogram proteini elektroforez
sonrasinda goriiniir hale getirebilen bir protein boyasidir. ( Molecular Probes Inc. 2003) Bu
calismada SYPRO Orange 5000x stok boyasi deiyonize su ile ¢esitli oranlarda seyreltilerek
yatay SDS-TAE-poliakrilamit jelde elektroforez sirasinda protein bantlarin1 goriintiilemek
amaciyla kullanilmistir. Elektroforez sirasinda protein bantlar1 SYPRO Orange ile goriiniir
hale gelmemistir. Sonraki calismada elektroforez sonrasinda SYPRO Orange boyasi
uygulanmis ve ardindan jel ORTE aygiti igine yerlestirilerek protein bantlar
gorlintiilenmistir. Sekil 2.11.’de SYPRO Orange ile boyama sonrasi protein bantlari
goriilmektedir. Ornekler soldan saga dogru: PAGE Ruler ve Dual Xtra molekiil agirlik
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standartlari, Img/ml BSA ve RNAz A’dir. Dual Xtra bantlarinin boyama sonrasi 1s1ma
gostermemesinin nedeninin, Molecular Probes Inc (2003)’un o6nerdigi bilgiyle uyumlu
olarak, boyali proteinlerdeki boyalarin SYPRO Orange’in baglanmasini engellemesi

olabilecegi diisiintilmiistiir.

Sekil 2.11. SYPRO Orange ile boyama sonrasi protein bantlarinin goriintiisii.

4.5. Akridin Turuncusu ile Proteinlerin Elektroforez Oncesi Boyama Calismasi

Akridin turuncusu boyasinin, proteinlerin bazi yan gruplarina baglanmasi halinde floresan
151ma yapabilecegi diisiliniilerek, bu ¢alismada proteinlerin elektroforez Oncesi boyanmasi
amactyla denenmistir. 20 ul, 1mg/ml BSA i¢in 2 pl Akridin turuncusu (0,2mg/ml) boyasi
kullanilarak ~ yatay =~ SDS-TAE-poliakrilamit  jelde izlenebilir ~ elektroforez
gerceklestirilmistir. Sekil 2.12°de Akridin turuncusuyla elektroforez dncesinde boyanmasi
denenen proteinlerin elektroforez sirasinda ve sonrasinda alinan jel fotograflart
goriilmektedir. Mavi 1s1kta yesil floresans vermis olan akridin turuncusu boyasinin tek bir

bant halinde kendi basina yiiriidiigii ve protein ile etkilesime girmedigi gozlenmistir.
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a b

Sekil 2.12. Akridin turuncusuyla elektroforez dncesinde boyanmasi denenen proteinlerin
elektroforez sirasinda ve sonrasinda alinan jel fotograflari. Elektroforez sirasinda jelin
goriintilisii ( a). Jele soldan saga dogru Dual Xtra molekiil agirlik standarti, 10mg/ml BSA,
Img/ml BSA o6rnekleri yiiklenmistir. Ayni jelin Coomassie mavisi ile boyandiktan sonraki
fotografi (b)

4.6. Nil Kirmizisi ile Proteinlerin Elektroforez Oncesi Boyama Calismasi

Daban et al. (1991b) elektroforez sonrasinda poliakrilamit jelde proteinleri Nil kirmizist ile
boyama yontemi gelistirmislerdir. Arastiricilarin calismada belirttigi tizere, Nil kirmizisi
hem SDS miselleriyle hem de protein-SDS kompleksleriyle etkilesime girebilir. SDS, 1
gram protein basina 1,4 gram olacak sekilde proteinlerle kompleks olusturabilmektedir. Bu
calismada Nil mavisinden elde edilen Nil kirmizis1 aseton igerisinde ¢doziilerek
kullanilmistir. Kuyucuklara incelenecek orneklerle birlikte yiiklenen Nil kirmizisi, ORTE
sisteminin i¢inde bulunan mavi led 1giklar ile uyarilmistir. 20 pl, Img/ml BSA 6rneklerine
4 pl Nil kirmizist boyast eklenmistir. Sekil 2.13.’de Nil kirmizis1 boyasi ile jele yiiklenen
BSA oOrneklerinin elektroforez sirasinda ORTE’ de alinan fotografi goriilmektedir
Elektroforez sirasinda floresan yogunluklar birbirinden farkli birden fazla sayida bantlar
gozlenmistir. Ortadaki kuyucuktaki, 6rnek yiikleme boyasi olmadan, SDS’in bulunmadigi
kosulda 1sitilan BSA 6rneginin dimer olusturmus ve daha biiylik bir bant goriilmesini

saglamis olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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Sekil 2.13. Nil kirmizis1 boyasi ile jele yiiklenen BSA 6rneklerinin elektroforez sirasinda
ORTE’ de alinan fotografi. Soldan birinci kuyucuktaki 6rnek BSA ( 20 pl, Img/ml), Nil
kirmizist (4 pl) ve o6rnek yilikleme boyasi karisiminin ayni tiip icerisinde ylikleme dncesi,
kaynar su banyosunda 5 dakika muamele edilmis oldugu 6rnektir. Orta kuyucuktaki 6rnek,
yiikleme oncesi yalnizca BSA ve Nil kirmizist boyasi karisiminin kaynar su banyosunda 5
dakika muamele edilmis oldugu Ornektir. Sondaki 6rnek ise oda sicakliginda BSA, Nil
kirmizist boyasi ve yiikleme boyasinin karistirildigi drnektir.

Bir sonraki deneyde %9,6 akrilamit derisimi igeren 25 ml hacimli SDS-TAE-poliakrilamit
jel hazirlanmis ve Ornekler oda sicakliginda, herhangi bir isleme tabi tutulmadan 10 pl
protein drnegine 2 pl Nil kirmizist boyasi eklenecek sekilde jele yiiklenmistir. Farkli
protein kaynagi olarak 1/10 oraninda sulandirilmis dogal yumurta aki kullanilmigtir.
Kontrol ic¢in deiyonize su-Nil kirmizist karigimi kullanilmistir. Sekil 2.14.°de Nil
kirmizisi’nin elektroforez oncesi protein boyasi olarak kullanildig1 jelin goriintiisii ve ayni
jelin Coomassie mavisi ile boyamadan sonraki goriintisii verilmistir. Nil kirmizist

boyasinin yumurta albliminine ait olabilecek bir bandi goriiniir hale getirdigi gézlenmistir.
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Sekil 2.14. Elektroforez oncesi protein boyasi olarak Nil kirmizist kullanilmis olan jelin
elektroforez sirasinda (a) ve Coomassie mavisi ile boyanma sonrasi (b) fotograflari.
Kuyucuklara soldan saga dogru Dual Xtra molekiil agirlik standarti, BSA (1mg/ml, 10 pl),
1/10 sulandirilmis yumurta aki (10 pl), Damitik su (Kontrol), Dual Xtra molekiil agirlik
standard1 yliklenmisgtir.

Bir sonraki deneyde RNAz A proteini de kullanilmistir. BSA ve yumurta aki drneklerinde
birden fazla bant goériilmiis ve RNAz 6rneginin bulundugu jel kisminda Coomassie mavisi
ile boyama sonrasinda da ayni yerde aymi sekilde bant oldugu gozlenmistir. Nil
kirmizisinin  jelde yilirime hizinin yaklasik olarak RNAzA’ya esit olabilecegi
disiiniilmisttir.  Sekil 2.15.°de  Nil kirmizis1 boyasi ile elektroforez dncesinde farkli

protein orneklerini boyama ¢aligmasina ait jel fotograflar1 verilmistir.

Sekil2.15. Nil kirmizis1 boyast ile elektroforez dncesinde farkli protein drneklerini boyama
calismasi. Jelin elektroforez sirasinda (a) ve Coomassie mavisi ile boyama sonrasinda (b)
goriintiisii verilmistir. Jele yliklenen 6rnekler soldan saga dogru: 10mg/ml BSA, RNAz A,
Kontrol, Yumurta akidir.
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Elektroforez molekiiler biyolojide en ¢ok kullanilan arastirma yontemlerinden biridir.
Elektroforezi pratiklestirip kolaylastirmak, yontemlerin gerektirdigi zamandan artirnmda
bulunmak, daha az kimyasal madde ve daha kiigiik aygitlar kullanarak elektroforezi daha
ekonomik hale getirebilmek icin pek cok calisma yapilmaktadir. Elektroforezde ayrilmis
molekiillerin saptanmasinin daha etkin hale getirilebilmesi i¢in de arastirma c¢aligmalari

surdirilmektedir.

Proteinlerin denatiire edilerek molekiil agirliklarina gore ayrildigt SDS-PAGE yonteminde
kullanilan poliakrilamit jeller giiniimiizde dikey elektroforez aygitlarinda yapilmaktadir.
Elektroforez jeli hazirlanirken, polimerizasyonu engelleyen oksijenin jele ulasmamasi
amactyla jel iki cam arasina dokiilmekte ve elektroforetik ayrim dikey konumda, bu 6zel
aygitlar yardimiyla gerceklestirilmektedir. Protein Ornekleri poliakrilamit jele dikey
konumda yiiklendigi icin proteinler ayn1 anda jelin igerisine girememektedirler. Bu
nedenle bu yontem proteinleri dar bantlar halinde yogunlastiracak iki farklt derisimde jele
gereksinim duymaktadir. Niikleik asitlerin ayriminda kullanilan, oksijenden negatif
etkilenmeyen agaroz jel ile yapilan yatay jel elektroforezi bu dikey, ¢cok pargali aygitlara
gereksinim duymadig i¢in daha pratik ve ekonomiktir. Dikey jellerin iiretiminde gesitli
zorluklarla karsilasilmaktadir. Genellikle 0,75 mm kalinliginda hazirlanan poliakrilamit
jeller, s1v1 haldeyken aygittan sizabilmekte ve bu ince jellerin elektroforez sonrasi iglemler

icin yirtilmadan aygittan ¢ikarilmasi deneyim gerektirmektedir.

Bu calismada poliakrilamit jel iiretimi i¢in yeni bir yontem gelistirilmistir. Dikey
diizenekler kullanilmadan yatay jel tabaginda, jelin ylizeyi hava ile temas etmesine
ragmen polimerizasyon saglanmistir. Akrilamid polimerizasyonu oksijen tarafindan
engellenmektedir. Bizim  gelistirdigimiz  yontemde oksijen varligma ragmen
polimerizasyonun saglanmasi, erime noktast 84,5°C olan ( Lide 2000 ) ve erime noktasina
dogru 1sitildiginda aniden polimerlesebilen ( Bretherick 1990 ) akrilamidin kaynatilmig
tampon ¢dzeltisinin sicakligina bagl olarak daha hizli polimerlesmesi yoluyla olabilir.
Poliakrilamid jeller ilk asamalarda oksijen girisini engellemek amaci ile agaroz

karigtirllarak  dretilmistir.  Ancak sonraki denemelerde poliakrilamit c¢dzeltisinin
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isitildiginda agaroz olmadan, oksijen varliginda da polimerize oldugu goriilmiis ve yatay

jel tabaginda akrilamid jeller, 1sitilarak hazirlanabilmistir.

TAE tamponu niikleik asit elektroforezinde siklikla kullanilan elektroforez tamponudur.
Bu c¢alismada SDS-PAGE’de kullanilan Tris-glisin tamponu yerine, daha ekonomik ve
hazirlamas1 daha kolay olmasi dolayisiyla TAE tamponunun protein elektroforez tamponu
olarak kullanilabilirligi denenmis ve denatiire edici deterjan olan SDS bu tampona
eklenerek protein elektroforezi gerceklestirilmistir. 2-250 kDA boyutlarinda bantlar i¢eren
boyasiz ve boyal1 protein molekiil agirlik standartlari, BSA, RNAzA ve yumurta albiimini,
TAE tamponuyla iiretilmis poliakrilamit jellerde, SDS-TAE elektroforez tamponu ile
ayrilabilmis ve ardindan Coomassie mavisi ile boyama yOntemiyle bantlar halinde
goriintlilenebilmistir. TAE tamponu ile {retilen bu poliakrilamit jeller iizerinde
optimizasyon ¢alismasi yapilarak degisik akrilamit derisimlerine sahip (%5,87-%9,6 T),
kalinlig1 3-4 mm, hacmi yaklasik 20 ml olan, kuyucuk hacmi ve sayis1 kullanilan taragin
boyutlarina gore ayarlanabilen, dikey jellere kiyasla kolay yirtilmayan ve elde tutulabilen,
yatay poliakrilamit jeller tiretilmistir. Dikey jeldekilerin aksine elektroforez diizlemine
paralel olan kuyucuklar biriktirici jele olan gereksinimi ortadan kaldirarak jel dékme ve
elektroforez islemini kolaylastirmistir. Uretilen bu jeller ile Western blotlama yapilarak jel
tizerindeki proteinlerin transfer etkinligi ve giivenilirli§inin saptanacagi ileri ¢aligmalar

gerekmektedir.

Izzo et al. (2006) bir pleksiglas aparat kullanarak yatay poliakrilamit jel {iretimi
gerceklestirmis ve TBE tamponu kullanarak yatay SDS-PAGE yontemi gelistirmistir.
Ancak bu yontemde de jel yapiminda oksijeni engellemek i¢in cam kullanilmis ve farkli
aygitlara gereksinim duyulmustur. Pleksiglas aygitin i¢ine dokiilen jel ¢ozeltisi, aygitin
tizerine eklenen, silan ile kaplanmis bir cam ile kapatilmig, bu sekilde oksijenin jele

ulasmas1 engellenmistir.

Niikleik asitlerin elektroforez sirasinda veya sonrasinda kisa siirede goriiniir hale
getirilebilmesi icin ¢esitli floresan boyalar, “Karanlik Okuyucu” ve ORTE gibi
goriintiileme sistemleri gelistirilmistir. Ancak proteinler halen sadece -elektroforez
sonrasinda goriintiilenebilmekte ve bunun icin genellikle rutin olarak Coomassie ile

boyama yontemi ya da glimiis boyama yontemi kullanilmaktadir. (Ausubel et al. 2003) Bu
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boyama yontemleri i¢in hizlandirilmig prosediirler de gelistirilmistir ancak daha hizli sonug
almay1 saglayacak ve rutin analizlerde kullanilabilecek protein boyalari ve boyama
yontemleri glinlimiizde bir ¢ok arastiric1 ve biyoteknoloji sirketi tarafindan arastirilmaya ve

gelistirilmeye devam etmektedir.

Elektroforez sirasinda protein bantlarinin goriintiilenemedigi klasik yontemler zaman kayb1
yaratmaktadir. Bu zaman kaybinin 6niine gegebilmek amaciyla bu calismada, protein
bantlarinin ORTE sisteminde elektroforez sirasinda goriintiilenebilmesi amaglanarak,
proteinler icin 6n boya olarak kullanilabilecek c¢esitli boya molekiilleri denenmistir.
Floresein sodyum ve Akridin turuncusu boyalarinin, ¢alismada denenen yontemler ile
uygun protein 6n boyalar1 olmadiklar1 goriilmiistiir. Floresein sodyum molekiilii yerine
FITC molekiilii ile 6n-boyama ya da etiketleme ¢aligmalar1 yapilabilir. SYPRO orange
boyasi elektroforez sonrasinda protein bantlarini goriiniir hale getirebilmistir, ancak protein
On-boyasi olarak kullanildiginda bantlar goriiniir hale gelmemistir. Ayrica dnceden baska
boyalar ile boyanmis proteinler, elektroforez sonrasinda bu boya ile goriintiilenememistir.

Bu boyalarin SYPRO orange boyasinin proteinlere baglanmasini engelledigi diistiniilebilir.

Daha onceleri yag boyasi olarak kullanilan Nil kirmizisi, Daban et al. tarafindan protein-
SDS komplekslerinin hidrofobik 6zelliklerinin 6l¢iildiigii bir floresan prob olarak (1991a
) ve daha sonra SDS-poliakrilamit jellerde protein bantlarinin elektroforez sonrasi
goriintliilenmesi amaciyla (1991b) kullanilmigtir. Pahali bir boya olan Nil kirmizist bu
calisma kapsaminda Nil mavisi kimyasalindan iiretilerek, elektroforez Oncesi protein
boyast olarak kullanilmistir. Nil kirmizist ile BSA, RNAz A ve yumurta albliminine ait
olan protein bantlar1 elektroforez sirasinda goriiniir hale getirilebilmis ve bantlarin
hareketi elektroforez ile es zamanli izlenip fotograflanabilmistir. Nil kimizis1 boyasinin
SDS ile kaplanmis proteinlerle elektroforez sirasindaki iligkisi ve protein 6n-boyasi olarak

etkinligi iizerine ileri calismalar gerekmektedir.

Bu ¢alismada gelistirilen yontem ile {iretilen, kullanimi1 ve tiretimi dikey sistemlerden daha
pratik ve ekonomik olan yatay poliakrilamit jeller gelecekte molekiiler biyoloji
caligmalarinda yaygin olarak kullanilabilir. Nil kirmizisi elektroforez dncesinde proteinlere
baglanarak elektroforez sirasinda bantlarin gériintiilenebilmesini saglamis, diinyada ilk kez

izlenebilir protein elektroforezi yapilmasina olanak vermistir. Nil kirmizisinin proteinleri
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saptamadaki duyarliligi konusunda ileri c¢aligmalar yapilmalidir. Yine proteinlerin
izlenebilir elektroforezine olanak saglayacak baska boyalar da arastirilmalidir. izlenebilir
protein elektroforezi, elektroforez sonrasi jel boyama islemine gereksinimi ortadan
kaldiracak, elektroforez sirasinda protein bantlarinin en iyi ayrildigi ideal zamanlarda
fotograflanmasini saglayacak, aragtirmalara 6nemli zaman kazandiracak, emek artirimi
saglayacaktir. Sonu¢ olarak izlenebilir protein elektroforezi protein ¢aligmalarini

hizlandiracak ve daha etkin hale getirecektir.
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