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ELEKTROFOREZ VONTEMLERi

D09.Dr. Abdurrahman KAVA

OZET

Bu maka/enin amac/, Ilygu/anan bir e/ektrik a/anmm etkisi i/e, e/ektrik/e yOklii

parqac/k/an ve ozellik/e kandaki protein/eri bi/e§en/erine ay/ran e/ektroforez yontem/erini
ozetlemektir.

Anahtar Kelimeler: E/ektroforez,E/ektrika/an, Mobilite,Protein.

GiRi~

Sulu bir 90zelti i9inde, suspansiye ya da 90Zunmu$ kU9uk elektrik yuklO

par9aclklann, uygulanan bir elektrik alanmm etkisi ile g09 etmesi surecine

, elektroforez denir. Bu kU9Uk l~ar9aClklar; bakteri hucreleri, virOsler, protein

molekulleri veya sentetik par9aclklar olabilir. Dogal olarak bu par9aclklann 90gu

elektrik yuku ta$lrlar (1).

Bir 90zeltide bir iyon elektrik alanl etkisi altmda sabit hlzla hareket yapar ve

bu hlz elektrik alan $iddeti ile orantllldlr. Nicel olarak,

-+ -+

V = ~l E (1,2,3,4).

yazanz. Burada v iyonun hlZI, ~l mobilitesi (hareketlilik) ve E elektrik alan

$iddetidir. Mobilite ortam ve tanecik ozelliklerine baglldlr. Farkll iyonlar i9in farkll

degerler gosterir.

Seyreltik iyon mobiliteleri table 1 de gosterilmi$tir. Degerler (m2/volt.sn)

cinsinden ifade edilmi$tir (2).
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Tablo 1: Seyreltik katyonlar ve anyonlartn mobiliteleri

Bir iyonun bir ortam iyinde sabit hlzla yaYllmasl ve yaYllma hlzmm iyonun

biyimine bagll olmasl biyolojide bnemli bir uygulama yeri bulmu;;tur Mobiliteleri

birbirinden farkll iki Gins artl iyon ihtiva eden bir ybzelti du;;unelim. Aynl elektrik

alanmda aynl ybnde kazandlklart hlzlar birbirinden farkll olur. Hlzlartn farkll olmasl

belli surelerde alman yollartn farkll ,Jacagml ortaya koyar (2).

YuklU makromolekUllerin elektriksel alan etkisinde gbylerinden yararlanarak,

makromolekul kart;;lmml aYlrmak, bzelliklerini ve konsantrasyonlartnl belirlemek

olanaklldlr. Protein molekullerini aYlrmak iyin, elektroforez ybntemi kullanllabilir

<;unku, plazma proteinleri farkll molekul aglrllklartna ve elektriksel bzelliklere

sahiptirler (3).

Protein, elektroforez ortammm pH sine bagll olarak pozitif veya negatif yuklu

olabilir veya hiy yuk ta;;lmayabilir. Ortamm pH si proteinin izoelektrik pH'slne e;;it ise

protein net bir yuk ta;;lmaz. Bu durumda protein alan iyinde hareketsizdir Ortam pH si

proteinin izoelektrik pH'sinden du§uk ise protein net bir pozitif yuk t'a;;lr ve elektrik

alanl ybnunde hareket eder. Ortam pH si proteinin izoelektrikpH sinden yuksek

oldugunda ise protein net bir negatif yuk ta;;lr ve elektrik alanlna lit ybnde hareket

eder. Bbylece belli bir pH'de artl ve eksi yukler ta;;lyan proteinler elektrik alanmdaki

hareket ybnlerine gbre birbirinden ayrtlabilirler Diger taraftan, aynl ybnde hareket

eden proteinlerin buyuklukleri ve ;;ekilleri genellikle farkll olacaglndan, elektrik alanl

Mobilitesi Mobilitesi
Katyon

(m2/volt.sn)
Anyon

(m2/volt.sn)

H+ 33 X10-8 OH 17,4 x 10°8-

u+ -- 3,3 x 10:8- N03 6,1 X10-8

Na+ 4,3 x10-8 Cl 6,5 x10-8

MgH 4,5 x10-8 Br 6,7 x 10-8

Ca++ 5,1 x 10-8 S04- 6,8 x10-8

Ba++ 5,5 x10-8
Albumin

0,6 x 10-8
(pH =8,6)

K+ 6,4 x 10-8
Fibrinojen

0,2 x 10-8
(pH =8,6)

y-Globulin
0,1 x10-B

(pH =8,6)
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i<;:indebelli bir sOre sonunda aldlklan yollar da farkll olacaktlr. Bbylelikle aynl i~aretli

yOkler ta~lyan proteinler de ortamda kar~lla~acaklan farkll diren<;:lere bagll olarak

birbirlerinden aynllrlar (5).

Elektroforez yonteminin deg'i§ik bi<;imleri vardlr.

Kaglt elektroforez:

DO;;Ok gerilimle <;:all~tlnlan kaglt elektroforez dOzenegi $ekil 1 de gbrOldOgO

gibidir. 20 VI cm lik bir alan ~iddeti kullamllr (1,2,3).

,nail

$ekil1 : DO;;Okgerilimle <;:all;;anbir kaglt elektroforez dOzeni.

Bu ybntem proteinler i<;:in olduk<;:a ba~anll olmasma kar~llIk, yOkleri az,

boyutlan kO<;:Okolan ve bu nedenlerle difOzyonla dagllmalan kolay olan aminoasitler

gibi kO<;:OkmolekOller i<;:in uygun degildir. KO<;:OkmolekOller i<;:eren kan~lmlarda,

molekOllerin difOzyonla dagllmalan i<;:ingerekli zamanl bulamadan hlZl1 bir ~ekilde

gb<;:melerini ve aynlmalannl saglamak Ozere, 200 VI cm'lik ~iddetli elektriksel alanlar

kullanlllr. Bu slrada aklmln da fazlallgl nedeniyle Ismma sorunlannl gidermek Ozere

bir sogutma sistemine de gereksinim vardlr (3).

Serbest veya hareketli cephe elektroforezi:

Serbest elektroforez 1930 larda A. Tiselius tarafmdan geli~tirilmi~tir ($ekil 2).

Serbest elektroforezde U ~eklinde bir borunun alt klsml protein kan~lmlnl i<;:erenbir

tampon <;:bzeltisiile doldurulur.Ost klsml ise saf tamponla doldurulur (1,5,6).

I
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A

,;.

(a) (b)

$ekil 2 : Tiselius serbest elektroforez aygltmm ~ematik gorOnOmO

(a). insan kanmdaki plazma proteinlerinin elektroforetik deseni

(b). (A=serum albumini, 0=fibrinojen, <1" <12,P ve y= e;;e~itliglobulinler)

U borusunun aglzlanna bir aklm kaynagmm pozitif ve negatif kutuplanna

baglanml~ elektrodlar yerle~tirilir ($ekil 2a). Elektrodlara gerilim uygulandlgmda

negatif yOklO proteinler anoda, pozitif yOklO proteinlerde katoda dogru hareket etmeye

ba~larlar. Kan~lmdaki proteinlerin tUmCinOveya e;;ogunuaYlrabilmek ic;:intampon pH si

genellikle proteinlerin WmOnOn vc )'a c;:ogunun aynl i~aretten yOkler ta~lyacagl bir

degere ayarlanlr Ornegin, tampon pH sinde bCitUnproteinler negatif yCiklCiiseler aklm

uygulandlgmda bu proteinler proteinsiz tampon ic;:ine dogru "hatlar" halinde goe;;

etmeye ba;;larlar. Bu olay borunun proteinsiz tampon bolgesinde klnlma indeksi

degi~ikliklerine yol ae;;arak Schlieren desenleri adl verilen gbrCintUler olu~masma

neden olur Belli ba~11proteinlerin birbirlerine gore hareket hlzlan ve yonleri de boru

boyunca yapilacak optik ble;;Cimlerden saptanabilir ($ekil 2b, boyle bir blc;:OmOn

sonuc;:lannl gbstermektedir). $ekildeki tepeler insan kanl plazmasmdaki c;:e~itliprotein

hatlannm elektroforez borusu Ozerinde aldlklan konumlan gostermektedir (5).

Ku~ak (zone) elektroforezi:

GCinCimCizde serbest elektroforez ybnteminin yerini bCiyCik c;:apta, ku~ak

elektroforezi adl verilen ve degi~ik tipleri geli~tirilmi~ bulunan ba~ka bir yontem

alml~tlr. Ku~ak elektroforezi daha yOksek bir aYlrma gOcCine sahiptir, daha az ornek

gerektirir ve daha basit bir ybntemdir Bu ybntemde proteinin sudaki c;:ozeltisi

gbzenekli kat I bir destek ortammda hareketsiz hale getirilmi~tir. Destek ortaml olarak
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filtre kagldl veya selOlozasetat gibi protein molekOlleri ile etkile!?meyenveya onlann

hareketlerini klsltlamayan maddeler kullanlllr. Elektroforez i!?lemi belli ba!?11

proteinlerin ortam dogrultusunda keskin slnJrlarla belirli farkll konumlara (ku!?aklar)

yerle!?melerinekadar sOrdOrOIOr.Protein ku!?aklannmkonumlan ve konsantrasyonlan,

ortama proteinlere baglanan bir boya uygulandlktan soma boya yogunlugu blc;en bir

dansitometre ile taranarak saptanabilir. Klinikte kan plazmasmdaki ba!?lIcaproteinlerin

konsantrasyonlannl blc;mekic;inbu ybntem kullanlllr (5).

Ku!?ak elektroforezinde destek ortaml olarak patates ni!?astasl ve

poliakrilamid gel kullanlllr. YOklerin ic;inde hareket ettigi ortam olarak jel

kullanlldlgmda, muhtemelen jel agmm difOzyonu indirgemesi ile elektroforezin

aYlncllIgl (c;bzme gOcO) artmakta.Jir. Jel elektroforezi, bzellikle c;e!?itliybntemlerle

belirli yerlerinden parc;alanml!?DNA molekOllerinin parc;alannm ayn!?tlnlmasmda c;ok

ba!?anll olmu!?tur (ana iskeletindeki fosfatlar nedeni ile DNA parc;alan negatif

yOklOdOrler).Kan plazmasl proteinleri serbest elektroforez veya ku!?akelektroforezi ile

sadece 5 veya 6 bile!?eneaynlabildigi halde, gel elektroforezi ile 15 veya daha c;ok

saYlda bile!?eneaynlabilir (5).

Disc elektroforezi:

Ku!?akelektroforezinin bir ba!?katipi de disc elektroforezi dir. Bu ybntemde

Proteinleri yava!?latandestek ortaml pH leri ve gbzenekleri farkll iki ayn gelden olu!?ur.

Gel matrisi sOrekliolmadlgl ic;inbu ybntemin adma ingilizce sOreksiz (Discontinuous)

sbzcOgOnOanlmsatan disc sbzO eklenmi!?tir.Aynca, gbzlenen protein ku!?aklan da

birer diski andlrlrlar. Disc elektroforezinde kan!?lmdakiproteinler c;okgbzenekli gelden

az gbzenekli gele gec;erler. Bunun sonucu her protein ince ve keskin smlrll birer

ku!?aktayogunla!?lr ve bu nedenle sOrekli bir tamponla mOmkOnolandan c;ok daha

yOksekbir aYlrma gOcO(resolution) elde edilir (5).

izoelektrik odaklama:

Elektroforez ybntemleri ic;inde en c;arplcl ve etkili olanl H. Svensson

tarafmdan isvec;'tegeli!?tirilen,izoelektrik odaklama (electrofocusing) ybntemidir. Bu

ybntemde gel ortaml bir pH gradyanl ile haZlrlanlr. Yani gel kolonu boyunca pH

sOrekliartar (veya azallr). Kan!?lmdakiher protein ortam pH sinin kendi izoelektrik pH

sine e!?itoldugu gel bblgesinde toplanarak bu bblgeye odaklanlr. Bbylece her protein

kendine bzgO keskin ve sabit bir bant olu!?turur.Sonuc;olarak c;okyOksek bir aYlrma
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gOcOelde edilir. Bu yontemle insan ka/ll plazmasmdaki proteinler 40 veya daha <;:ok

saYlda bile~eneaynlabilir (1,5).

Bazl klinik uygulamalarda elektroforez ba~ka yontemlerle birle~tirilerek tanlda

kullanllmaktadlr. Ornegin, immi.inelektroforez de immOnreaksiyonlarla elektroforez

prensiplerinden birlikte yararlanllir (5).

SDS-gel elektroforezi:

Ku~ak elektroforezinin daha degi~ik bir tipi birden fazla polipeptid zinciri

i<;:eren(oligomerik) proteinlerin ka<;:alt birimden olu~tuklannl ve alt birimlerden her

birinin molekOI aglrligml saptamak amacl ile uygulanlr. SDS-gel elektroforezi adl

verilen bu yontemde protein once sodyum dodesil slilfat (SOS) deterjanl ile

muamele edilerek alt birimlerine aynllr. Bu i~lem sonunda dogal konformasyonlan

~ozulan alt blrimler SOS ile kompleksler olu~turarak <;:ubuk~eklinde uzun dOz

zincirlere donO~Orler.Kompleksler de, deterjan polipeptide hidrofobik zincirleri ile

slklca baglanarak polipeptid yOzeyinibir deterjan tabakasl ile kaplar. Oeterjanm yOklO

sOlfatgruplan ise sulu ortamla etkile~im halindedir.

SOS-polipeptid kompleksi, SOS ile haZlrlanml~ bir gele kondugunda,

ortamdaki hlzml belirleyen temel ~tken molekOI kOtlesidir. Elektrik alanl sadece,

filtrasyon olaymm itici gOcOgorevini yapar. Bu yolla molekOIaglrligl saptanlrken aynl

ko~ullardaki paralel bir sistemde de molekOIaglrllgl bilinen bir protein elektroforeze

tabi tutulur. Oaha sonra da bilinen ve bilinmeyen proteinlerin kendi gel kolonlanndaki

konumlan kar~lla~tlnlarak bilinmeyen proteinin molekOIaglrligl saptanlr (5).

Sonu<;:olarak, elektroforez olaymdan tlpta, ozellikle serum proteinleri incelenerek

te~his ve ara~tlrmada yararlanllmaktadlr. Belli bir pH degerli elektrolitik ortamda farkli

proteinlerin farkli mobilitelere sahip olmasl nedeni ile proteinlerin birbirinden

aynlabilmesi ve aynca biyokimyasal yontemlerle nitel ve nicel analizlemenin

yapllmasl mOmkOnolmaktadlr (2).
SUMMARY

ELECTROPHORETIC METHODS

The purpose of this article is to summarize electrophoretic methods, which

are using in separation of charged molecules such as proteins etc. in blood by means

of electrical field.

Keywords: Electrophoresis, electrical field, mobility, protein.
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