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NUKLEIK ASITLERIN ELEKTROFOREZI

* Elektroforez bliytikliikleri, yiikler1 veya konformasyonlar1 farkli olan
biyolojik molekiillerin — 6zellikle protein ve niikleik asitlerin —

saflastirilmasi, tespiti ve ayrilmasinda yaygin olarak kullanilir.



1. ELEKTROFOREZIN TEMEL PRENSIBI

* Elektroforez, elektriksel alanda ytiklii partikiillerin hareketidir.

* Elektroforez sirasinda pozitif yiiklii partikiiller katoda dogru
hareket eder ve boylece katyon olarak adlandirilir. Negatif ytiklii
partikiiller anoda dogru hareket eder ve bundandan dolay1 anyon
olarak adlandirilir.

Cathode { —)

Anode { 4 )



* Bir partikuliin go¢ orani ;
- Elektriksel alan giicline,
- Partikiiliin net ytkiine,

- Elektroforetik ortamin yogunluguna baglidir.



* Jel elektroforezi i¢cin kullanilan cihazlarin elektrik devrelert Ohm

kanunu ile tanimlanir :

V=1XR
* Elektroforez cihazinda direng ;
- Tamponun iyonik kuvveti,
- Jelin kesit alana,

- Jelin uzunlugu,






2. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

* DNA molekiillerinin analizinde tiim laboratuvarlarda yaygin olarak
kullanilan en temel yontemlerden biridir. Yontem basit, hizli ve diger
yontemlerle yeterli diizeyde ayrilamayan DNA fragmentlerinin

ayrilabilmesi 1¢in avantajhidir.



2.1. Agaroz Jel Elektroforez Sistemi

- Elektroforez tanki
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2.1. Agaroz Jel Elektroforez Sistemi

- Jel dokme tepsileri




2.1. Agaroz Jel Elektroforez Sistemi

- Taraklar




* Horizontal jel elektroforez sisteminin bazi avantajlari :

- Diistik agaroz konsantrasyonu kullanilabilir.
- Jeller ¢esitli biiytikliiklerde dokiilebilir.
- Jellerin dokiilmesi, yiiklenmesi ¢cok kolaydir ve elle dokunulur.

- Cihaz dayanikl1 ve ucuzdur.



2.2. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Matriks

* Agaroz jel matriksi, elektroforez sirasinda mekaniksel etkiyi
engellemek ve molekiiller1 biiytikliiklerine gore ayirmak i¢in kullanilir.

* Agaroz kirmizi bir alg tiirii olan Agar agar’dan izole edilir.

* Agaroz nispeten ucuz, toksik olmayan, disuk konsantrasyonda
yliksek jel kuvvetine sahip ve kullanimi kolaydir.

* DNA’nin elektroforetik ayirimi i¢in rutin olarak kulanilan agaroz jel
por ¢apinin buiytuikliigiinden dolay1 proteinler ve ¢ok kuigiik DNA
fragmentlerinin analizi 1¢in ¢ok kullanish degildir.



2.3.Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

* Tamponlar akimi 1leten 1yonlar tasir ve pH’1 sabit bir degerde tutar.
* DNA molekiillerinin elektroforezinde ¢ok yaygin olarak kulanilan

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



2.4. DNA’nin Elektroforetik Go¢ Oranim1 Etkileyen Faktorler
« DNA’nin Molekil Buyitiklugu
* Bliylik DNA molekiilleri jeldeki kiigiik porlardan gecerken engellenir.

Boylece biiyiik DNA fragmentleri kiiclik DNA fragmentlerinden daha

yavas hareket eder.

Elektroforez yarisin1 daima kiiciik DNA kazanir !



« Agaroz Konsantrasyonu

* Belirli bir buytikliikteki DNA fragmenti agarozun farkli
konsantrasyonlarini i¢ceren jeller boyunca farkli oranlarda gog eder.

* Diisiik agaroz konsantrasyonu biiyiik DNA’larin ayrilmasini
saglarken, yiiksek agaroz konsantrasyonu kii¢iik DNA’larin ayrilmasini

kolaylastirir.
0% 1.0% 1.5%




* DNA’nin Konformasyonu

* DNA’nin genomik ya da plazmid DNA’s1 olmasina gore jeldeki

gorunimler: farklilik gosterir.
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e Uygulanan Akim

* Diisiik voltajda lineer DNA fragmentlerinin go¢ orani uygulanan
voltajla orantilidir.

* Elektriksel alan giicii artirilirsa biiylik fragmentlerin gocii kiictik
fragmentlerinkine oransal olarak artar. DNA fragmentlerinin
maksimum ayrilmasini saglamak icin jeller diisiik akimda

kosturulmalidur.



* Elektroforez Tamponlari
* Tamponun yerine yanlislikla su kullanilirsa jelde DNA gogii olmaz.
* Ayni1 sekilde konsantre tampon kullanilirsa jelde fazla miktarda 1s1

uretilir ve boylece jel erir.



e Etidyum Bromiur’iin EtKisi

* Etidyum bromiir DNA baglar1 arasina baglanarak UV 15181 altinda
fluoresan etki gostermesi sonucu DNA’nin jelde goriinmesi saglanir.
* Etidyum Bromiir eklenen DNA ornekleri bekletilirse DNA etidyum

bromiire baglanarak kiitlesi, sertligi ve hareket1 degisir.



2.5. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Cool to 65°C, and

pour into mold Comb to

make wells

Finizhed gel wells
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2.5. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

0,5-1,0 nmum

Cam Teps1




2.6. DNA Orneklerinin Hazirlanmasi

* DNA ornekler1 gliserol, siikroz ve 1z birakan boya i¢eren yilikleme
tamponu 1le karistirilir.

* Stikroz ve gliserol DNA soliisyonunun yogunlugunu artirarak
DNA orneklerinin, tanktaki tamponla karismadan daldirildigi kuyu
igerisine dokulmesini saglar.

* |z birakan boya DNA 6rneklerinin jeldeki gdgiiniin izlenmesini ve
ne kadar ilerlediginin goruintillenmesini saglar.



2.7. Agaroz Jelde DNA Orneklerinin Kosturulmasi

* Jel elektroforez tankina alinir. Elektroforez tanka, jeli ve elektrodlar
kapatacak sekilde tampon ile doldurulur.

* Hazirlanan DNA oOrnekler1 ve marker jel tizerindeki kuyulara yiiklenir.




2.7. Agaroz Jelde DNA Orneklerinin Kosturulmasi

* Elektroforez tankinin kapagi kapatilir, cihaz giic kaynagina baglanir
ve akim uygulanur.

Ready to run




2.8. Agaroz Jeldeki DNA Orneklerinin Goriintiilenmesi

* DNA orneklerini gortintilleme yolu etidyum bromiir ile boyamadir.
Etidyum bromiir jeldeki c¢ift zincirli DNA molekiillerinin bazlari
arasina girerek UV 1s1kl1 transilliiminator tizerinde goruntiilenebilir.
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3. Agaroz Jel Elektroforezinin Kullanim Amaclari
* Agaroz jel elektroforezi DNA fragmentlerinin molekiil agirligi,
miktar1 ve oligoniikleotidlerin dizi analizi gibi analitik ¢calismalarda

rutin olarak kullanilir.






3.1. DNA’nin Jelden Geri AliInmasi

* DNA diistik sicaklikta eriyebilen agaroz kullanarak jelde kosturulur ve
UV transilliminator ile goriintulenen etidyum bromiir boyali jelin
1stenen parcasi bir jilet veya bistiri 1le kesilip ¢ikarilir ve ¢esith

1slemlerle saflastirilir.



3.2. Southern-Blot Yontemi
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