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Elektroforez

0 DNA, RNA ve protein molekullerini
buiyukluk, sekil ve topolojik 6zelliklerine gore
ayiran bir yontem
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Elektroforez

O Cozinmius durumdaki molekiillerin elektrik
yuklerinin kitlelerine oraniyla belirlenen
hizlarda elektriksel alanda go¢ etmeleri
prensibine dayanuir.

O Nikleik asit ya da protein karisimlarini
saflastirmakta ve analiz yapmakta genis capta
kullanilir.
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Elektroforez

O Analiz yapilacak ornek destek ortamina
uygulanir.

O Seliiloz aminoasitler ve karbonhidratlar gibi
disik molekiil agirlikli olan molekiiller 1¢in,

O Jeller 1se nukleik asit ve proteinler gib1 buyuk
molekiiller icin destek ortami olarak
kullanilir.



O Jel matriksi jeloz kivamli, makromolekuller
i¢cin elek gorevi yapan porlu bir materyal

O Agaroz ve akrilamid olarak iki tip matriks



Horizontal Agaroz Jel Elektroforezi Vertikal poliakrilamid Jel Elektroforezi
DNA/RNA DNA/RNA/Protein
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O Jelin sahip oldugu porlarin ¢api; jelin
kimyasal 0zelliklerine baglidir.

0 Dokudan hazirlanan makromolekiiliin (DNA,
RNA, protein) ekstreler1 tank 1¢inde jel
lzerinde elektroforetik olarak kosturulur.



‘ Jel elektroforezi 1lle DNA ayirimi E
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Elektroforez sonrasi
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0O Biyuk molekiiller porlardan kiigiik
molekiullere gore daha yavas gecerler.

O Bu boyuta gore ayrilmay1 saglar, buna gore
buiytik molekuller kuyucuklara yakin kalirken,
kticukler daha uzakta yerlesir.



Farkli miktarlarda agaroz i¢eren jellerin ayirim giicii

Jel icerisindeki Lineer DNA (bp)
agarozun miktari molekiillerinin etkin
(%, wWiv) ayirim arahigi
0.3 5.000 - 60.000
0.6 1.000 - 20.000
0.7 800 - 10.000
0.9 500 - 7.000
1.2 400 - 6.000
1.5 200 - 3.000
2.0 100 - 2.000




Ornek yiikleme boyalar1 ile DNA migrasyonu

Agaroz Ksilen Bromofenol
konsantrasyonu Siyanol Mavisi
(%)
0.5-1,5 4-5 kb 400-500 bp
2.0-3.0 750 bp 100 bp
4.0-5.0 125 bp 25 bp
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Etidyum bromid ile boyanmis agaroz jelin UV-transilluminator’daki gortintiisii







O Proteinlerin jelde ayrimi sadece molekuler
agirliklarina gore degil hacimlerine gore olur.



Primary protein structure
is sequence of a chain of amino acids

Pleated sheet Alpha helix

Secondary protein structure
‘ occurs when the saquence of amino acids

are linked by hydrogen bonds

Pleated sheet
Tertiary protein structure
occurs when certain attractions are presant
between alpha helices and pleated sheets

Alpha helix

Quaternary protein structure
is a protein consisting of more than one
amino acd chain
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O Aynm molekiil agirliga sahip molekiilden biri
sekonder yapida 1se primere gore daha kiiciik
ve dolayisiyla daha hizli olacaktir.

O Bu nedenle jelde ayrim sekonder/tersiyer
yapilar uzaklastirildiktan sonra primer yapi
icerenler arasinda yapilir.

O Elektroforez i¢cin DNA, RNA ve protein
ornekler1 hazirlanirken farkli teknikler bu
amacla kullanilir.
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Poliakrilamid jelde DNA ayiriminin etkin araligi

Akrilamid Etkin ayirm Ksilen siyanol Bromofenol
(% [wV]) araligi (bp) mavisi
3.5 1.000-2.000 80- 460 100
5.0 500 260 65
8.0 60-400 160 45
12.0 40-200 70 20
15.0 25-150 60 15
20.0 6-100 45 12




Poliakrilamid jelde protein ayiriminin etkin aralig

Protein bayuklugu
Jel (%) (kDa)
5-15 20-200
5-20 10-200
8-15 10-100
8-20 8-150
10-20 6-150

kDa
s —100.0 KDa
- —76.0 KDa

B 540 KDa
B —31.0 KDa

‘ ~ 240 KDa

B 140 KDa

15% SDS--PAGE
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Ornek 1: tek bir sinif makromolekiil (plazmid, ptir mRNA, purifiye protein
Ornek 2: restriksiyon enzimi ile kesilmis total DNA, total RNA veya total protein)



Kullanim Alanlari

O Nikleik Asit analizi
» PCR iriinlerinin goriintiilenmesi
» Mutasyon analizi ( RFLP, SSCP)
m Dizileme
m  Southern, Northern blot

O Protein Analizi
= Western blot

O Nikleik asit ve proteinlerin saflastirilmasi
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Molektler Agirlik

0 DNA: Baz ¢ifti ya da bp, siklikla kilobaz-
¢ifti(1000bp), ya da kbp

O RNA: Niikleotid olarak ya da nt, siklikla
kiloniikleotid (1000nt), ya da knt [Bazen, baz,

ya da b veya kD]

O Protein: Dalton ya da Da, veya siklikla
kiloDalton (1000Da), ya da kDa olarak 1fade

edilirler.




0 Genellikle bir kuyucuk molekul agirligi
bilinen bir DNA, RNA veya protein marker
(belirleyici) ile yiiklenir. Bu markerlar aym
zamanda kalibrasyonu saglar.



O Daha sonra jel bell1 sinif makromolekil 1¢in
spesifik ancak sequence spesifik olmayan bir
boya ile boyanir (Problar sequence-
bagimlidir).



O DNA----Southern blot

O RNA----Northern blot

O Protein—Western blot
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Southern Blot

1975 Edward Southern
Hedef DNA’ya ntikleik asit hibridizasyonu

DNA restriksiyon enzimleriyle kesilir veya
PCR

DNA parcalar1 agaroz jelde ayrilir
Prob ile hedef gen/DNA dizis1 hibridize edilir

Goruntuleme
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DNA

. Ik zincir GGGTTTAAACCC
. lIkincizincir CCCAAATTTGGG




Baz ciftlerinin Chargaff kurali

*A ile T: Bir piirin olan adenin (A) her zaman bir
pirimidin olan timin (T) ile eslesir

*C ile G: Bir pirimidin olan sitozin (C) her zaman bir
piirin olan guanin (G) ile eslesir




Restriksiyon
enzimi

DNA
fragmanlari

Jel

1 Denatlirasyon - transfer

blot




blot

Probe ile hibridizasyon

Goruntuleme




Southern blotting

stack of paper towels remove nitrocellulose
paper with tightly bound DA
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T
Sourthern Blot Uygulamasi

1. DNA’nin kesimi/PCR 5. Yiiksek tuz konsantrasyonunda
2. Agaroz jelde ayirmm (3M NaCl) nétralizasyon
3. DNA’nin denatiirasyonu ; re-hibridizasyonu 6nlemek
0.5M NaOH ile dsSDNA->ssDNA 6. Kapiller transfer
sadece ssDNA transfer olabilir 7. Fikzasyon (UV 254 nm veya 80°C
4. Opsiyonel olarak (>15 kb) 0.2M 1-2 saat)
HCl ile depiirinasyon yapulir. 8. Hibridizasyon

9. Goriintiileme (Biotin/streptovidin)



Southern blotting

DNA fragmanlarini
agaroz jele yiikle

- |

DNA fragmanlarini
agaroz jelden membrana
Elektroforez uygula ., cfor et

>

DNA bantlarin1 mebrana
fikse et

Hedef diziye baglanan
probun yerini goriintiileme
yOntemi ile agiga ¢ikar

Membrana isaretli bir probe ekle
(Buffer i¢inde)
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Farkli sitmif makromolekiiller 1¢in farkh

boyalar ve boyama prosedurler1

O DNA boyanmasi

Niikleik asitlere baglanan ethidium bromide (EtBr)
kullanilir, DNA-EtBr kompleksi UV 1s1k altinda
fluoresan vertir.

O RNA boyanmasi

Niikleik asitlere baglanan ethidium bromide (EtBr)
kullanilir, RNA-EtBr kompleks1 UV 1s1k altinda
fluoresan vertr.

O Protein boyanmasi

Protein Coomassie Blue (CB) ile boyanir. Protein-CB
kompleksi koyu mavidir ve normal 1s1kda gorulebilir.



O DNA,RNA ve Proteinin membrana
baglanmasinda baslica 1ki yol vardir:



1) Negatif yuklu molekuller i¢in
avantaj olan elektroforez

Side View:
Before Transfes: After Transfes:
(4 dectrode A (4 dectrode
[— u mon Of F
L N * ® | gl Transfer
(-) dlectrode sk S () dlectrode
bands n gel nirocelulose sheet

bands on
Note: All the layers are pressed tighty together. nitroceBulose



2) Islak filtre kagidindan kuruya dogru
buffer akimi olan kapiller blotting

Side View:

fike
Before Transfer: ﬁ/ e After Transfer:
; Direction of
x |Transfer
) * * P \(buﬁel flow)
nitrocelulose

sheet

stack of fiker paper bands on
wet with buffer nitroceBulose

Mote: All the layers are pressed tightly together.
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Western Blot (Immunoblotting)

O 1979 yilinda Towbin tarafindan
tanimlanmis protein analiz yontemi

O Jelde ayirimi yapilmis proteinlerin
membrana emdirilerek ilgilenilen proteinin
radyoaktif 1zotopla ya da baska sekilde
1saretlenmis 0zel antikor yardimiyla
membran lUzerinde belirlenmesidir.
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O Antikor spesifik antijenini tanidigindan
immunoblotting olarak da isimlendirilir

O Western blotting kompleks karisim 1¢inden
spesifik proteinin taninmasi ve bu protein
hakkinda kalitatif ve semikantitatif veri elde
edilmesinde kullanilir
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Y ontem

O Jel elektroforezi ile proteinlerin ayrilmasi

O

Jelde ayrilmis proteinlerin membrana transferi-
blotlama

Nonspesifik baglanma bolgelerinin blokaji-bloklama
Primer ve sekonder antikor asamalari

[saretleyiciye uygun substrat ile reaksiyon

O O O O

Goruntuleme
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Birinci basamak

m Jel elektroforezi kullanilarak makromolekillerin
ayrilmasidir

(Coziinmiis durumdaki molekiillerin elektrik
yuklerinin kitlelerine oraniyla belirlenen hizlarda
elektriksel alanda go¢ etmeleri prensibine
dayanir)









Fipet ucu

; Ornek ylkleme kilavuzu










[kinci basamak

® Ayrilmis molekiillerin ikinci bir matrikse (genelde
nitroseliiloz ya da polivinilidin difluorid-PVDF
membrana) transferi ya da blotlanmasidir
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Proteinin Membrana Transferi

O Jelden matrikse elektroforetik transfer
(blotting) protein i1¢ceren poliakrilamid jel 1le
nitroseluloz ya da protein baglayici baska bir
destege direkt temasi ve sandwich modeli
seklinde gerceklesir

O DNA, RNA, veya protein membrana
sequence-bagimsiz olarak yapasir.



Membran filtreler

O Cok kucuk gozenekleri olan polimer
yapidaki filtrelerdir.

1. Eylemsiz (inert)

2. Saf seliiloz esterleri
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Ultrafiltrasyon

O Molekiiller boyut, bicim ve yiiklerine gore
ayrilabilir.

O Por caplar1 1-20nm arasindadir.

0 Kullanilacak zarin por ¢api calisilan
molekuliin gegmesine 1zin vermeyecek
sekilde olmalidir.

0 NMWC (Nominal Molecular Weight Cut Off)
deger1 zardan gecemeyen molekuliin
agirligina esdegerdir.
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O Bu amacla kullanilan filtreler genelde 1ki
tabakalidir. Birinci tabaka seliiloz asetat,
naylon veya polivinilidinden yapilmis zar,
ikinci tabaka daha kalin 1nert destek tabanidir.

O Seltiloz nitrat ve polivinilidin fluornid filtreler
ozellikle protein ve niikleik asit baglama
kapasitesine sahiptir.
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Nitroseliiloz membran

O Protein blottingi 1¢in en populer matrikslerden
biridir

O Cogu protein 0.45 um pore buytklugline
sahip membran kullanilarak basariyla
blotlanabilir

O Disuik molekiil agirlikli proteinler ya da
peptidler i¢in 0.2 um pore buytkligi tavsiye
edilir
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PVDF Membran

0 PVDF membranlarin por biytikliikler: 0.2 ya
da 0.45 um

O Bu membranlar proteinler ve nuikleik asitler
i¢cin yuksek baglanma afinitesine sahiptir ve
Western, Southern, Northern ve dot blot
calismalar1 1¢in uygundur
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Filtre kagidi

0O Elektroforez jelinden membrana proteinlerin hizhi ve
etkili transfer1 icin kullanilir

O Protein i¢eren poliakrilamid jel membran ile filtre
kagidi arasinda direkt temasta olacak sekilde
yerlestirilir ve en dista stinger destekler kalir.



Blotting Unitesi




Buffer tanki

kapak
Sogutma unitesi

Jel tutucu kaset

Elektrot modili
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O Elektrik uygulandiginda proteinler
poliakrilamid jelden sikica baglandiklar
membran yiizeyine hareket ederler

O Membranda jeldeki protein paterninin aynen
kopyasi1 olur
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O Transfer etkinligi proteinin jelden migrasyon
yetenegl, membrana baglanma o0zelligi, jel ve
membranin komplet temasi, elektrotlarin
pozisyonu, transfer stiresi, proteinlerin
bliyuikliigii, alan direnci ve deterjanlarin
varligina baglidir

O Optimal transfer dusuk-1yon direncli bufferlar
ve duisiik elektrik direncinde olur
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Uciincii basamak-Bloklama

O Membran tizerindeki nonspesifik baglanma
bolgelerinin bloke edilmesi gerekmektedir

O Bu amagla sut veya normal serum
kullanilabilir

0 Hangi bloklama ajaninin kullanilacagi
antijen ve enzim konjugata baghdir

O Alkalen fosfataz kullanildiginda buffer
olarak tris-buffered salin secilmelidir



e
Bloklama

O Siit degisen oranlarda biotin i¢erdiginden
avidin-biotin sisteminde bloklama amach sut

kullanilmaz

O Her sistem 1¢1in optimal tek bir bloklama ajani
yok.
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Dordiincu basamak

O Primer ve sekonder antikor 1le reaksiyon

O Transfer edilmis protein enzim-isareth
antikor 1le kompleks olusturur

O Enzim 1¢in uygun substrat eklenir, boylece
membran lizerinde kromojenik ya da
fluorojenik presipitat olusur
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Primer ve Sekonder Antikorlar

O Primer antikor se¢imi taninacak antijene
baglidir

O Poliklonal antikorlar daha ucuz, tiretimi kolay,
antjjen 1¢in yuksek afiniteye sahiptir

O Monoklonal antikorlar yliksek spesifite ve
safliga sahiptir
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Membranin yikanmasi

0 Baglanmamis ajanlarin elimine edilmesi 1¢in
gerekli bir basamakdir

O Yetersiz yikama yuksek zemin etkisine, ¢ok
yikama 1se antikor veya antijenin blottan
kaybina neden olabilir

O Yikama i¢in TBS ya da PBS bufferlari,
siklikla 960.05 Tween 20 gib1 bir deterjan
cklenerek kullanilir



O Sekonder antikorun se¢imi primer antikorun
gelistirildigl canliya baghdir

O Optimal diliisyon denenerek saptanir



O Biotin, fluoresan, rodamin, horseradish

peroksidaz, alkalen fosfataz 1saretleyiciler
kullanilabilir
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Kromojenik Substratlar

O Secilecek olan substrat 1stenen sensitivite,
tanima metodu, sinyalin sekline ve kullanilan
enzim 1saretleyicisine gore degisiklik gosterir

O Basit ve etkili bir yol

O Bu substratlar uygun enzim 1le biraraya
geldiginde membran tizerinde ¢ozinmeyen

renkli presipitatlar olusturur ve ek
goriintilemeye ihtiya¢ duymazlar
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O TMB (3,3°,5,5 -tetrametilbenzidin), 4-CN (4-
kloro-1-naftol) ve DAB (3,3’.-
diaminobenzidintetrahidroklorid) HRP ile
NBT (nitro-blue tetrazolium klorid) ve BCIP
(5-bromo-4-kloro-3’indolilfosfat p-toluidin
tuzu) 1se AP 1le kullanilabilecek kromojenik
substratlardir



0 HRP ile yapilacak kolorimetrik deteksiyon
i¢in substrata peroksid eklenmelidir



Kemiluminesan Substratlar

0 Kemiluminesan substrat kullanimi en duyarh
saptama metodudur

O Enzim ile kombine oldugunda kimyasal
reaksiyon 1s1k verir

O Film banyosu sonrasi siyah renkte spotlar
(bant) 1zlenir



2 Secondary Antibody

Anti-mouse HRP HRP + Luminol ECL
. 1" Primary Antbod d =
Non-specific Mnu,l.ﬁe K ’ - .
Proteins
{Detected by
Non-spedific Film)

Proteins

Antigen
Protein of

interest Nitrocellulose
Membrane
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Avantajlar

0 En1y1 1maj yakalanana kadar film stiresi
denenebilir

O Tim blot “stripping” buffer ile
uzaklastirilabilir, ayn1 membrana baska probla
reaksiyona 1zin verir

0O Herseyden onemlisi herhangi bir deteksiyon
yonteminden daha fazla sensitiviteye sahiptir



Olas1 Aksakliklar ve Nedenleri-1

O Uniform olarak dagilmis yiiksek zemin etkisi

1. Yuksek antikor konsantrasyonlari
2. Yetersiz veya uygunsuz blokaj

3. Yetersiz yikama

4. Film suresinin uzun olmasi

5. Membranin kurumasi



Olas1 Aksakliklar ve Nedenleri-2

O Leke seklinde yuksek zemin etkisi

1. Yuksek antikor konsantrasyonlari
2. HRP da agregat formasyonu
3. Yanlis bloklama bufferinin kullanimi

4. Membranin uygun olmayan 1slakligi



Olas1 Aksakliklar ve Nedenleri-3

Zayif sinyal veya sinyalin yoklugu
Proteinlerin membrana basarisiz transferi
Membrana yetersiz baglanma

Yetersiz antikor miktari

Y etersiz antijen miktari

Bloklama bufferinin antijen1 baskilamasi

Koruyucu olarak azidin kullanimasi (HRP inhibe
olur)

7. Inkiibasyon siirelerinin ve film siiresinin kisa
olmasi

SARERARE R B



Olas1 Aksakliklar ve Nedenleri-4

O Nonspesifik veya diffiiz bantlar
1. Yuksek antikor konsantrasyonlari

2. Jele ¢ok fazla protein yuklenmesi

O Siyah bolgeler

1. Jelden inkomplet transfer (transfer sirasinda
jel ve membran arasinda hava kalmamalr)
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