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ELEKTROFOREZ YONTEMLERI
Do¢.Dr. Abdurrahman KAYA

OZET

Bu makalenin amaci, uygulanan bir elektrik alaninin etkisi ile, elektrikle yiiklii
pargaciklart ve ozellikle kandaki proteinleri bilesenlerine ayiran elektroforez yéntemlerini
Gzetlemektir.
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GiRiS

Sulu bir gozelti icinde, sUspansiye ya da ¢ozinmus kigik elektrik yuklu
parcaciklarin, uygulanan bir elektrik alaninin etkisi ile gbé¢ etmesi sirecine
- elektroforez denir. Bu kuguk argaciklar, bakteri hicreleri, virisler, protein
molekulleri veya sentetik parcaciklar olabilir. Dogal olarak bu pargaciklarin ¢ogu
elektrik yuku tasirlar (1).

Bir ¢ozeltide bir iyon elektrik alani etkisi altinda sabit hizla hareket yapar ve

bu hiz elektrik alan siddeti ile orantilidir. Nicel olarak,

- —
v=pE (1,2,3,4).

yazanz. Burada v iyonun hizi, p mobilitesi (hareketlilik) ve E elektrik alan
siddetidir. Mobilite ortam ve tanecik ¢zelliklerine baghdir. Farkl iyonlar icin farkl
degerler gosterir.

Seyreltik iyon mobiliteleri tablo 1 de gosterilmistir. Degerler (m?/volt.sn)
cinsinden ifade edilmistir (2).
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Tablo 1: Seyreltik katyonlar ve anyonlarin mobiliteleri

Mobilitesi Mobilitesi
Katyon 5 Anyon 5
(m*/volt.sn) (m*/volt.sn)
H* 33x10™ OH~ 174 2107
Li* 332107 NO5 6,1 x10°
Na* 43 x10° cr 6,5 x107
Mg** 45 x10° Br 6,7 x107°
Ca 51 x10° SO, 6,8 x10°
o % Albumin b
Ba 55 x10 06 x10
(pH = 8,6)
. 5 Fibrinojen r
K 6.4 x10 0,2 x10
(pH = 8,6)
-Globulin Sy
1 0,1 x10°®
| (pH = 8,6)

Bir iyonun bir ortam iginde sabit hizla yayilmasi ve yayilma hizinin iyonun
bicimine bagl olmasi biyolojide 6nemli bir uygulama yeri bulmustur. Mobiliteleri
birbirinden farkh iki cins arti iyon ihtiva eden bir ¢ozelti dusunelim. Ayni elektrik
alaninda ayni yonde kazandiklari hizlar birbirinden farkli olur. Hizlarin farkl olmasi
belli surelerde alinan yollarin farkli ~lacagini ortaya koyar (2).

Yukli makromolekdllerin elektriksel alan etkisinde géclerinden yararlanarak,
makromolekil karigimini ayirmak, 6zelliklerini ve konsantrasyonlarini belirlemek
olanaklidir. Protein molekullerini ayirmak igin, elektroforez yontemi kullanilabilir.
Cunku, plazma proteinleri farkli molekul agirliklarina ve elektriksel o6zelliklere
sahiptirler (3).

Protein, elektroforez ortaminin pH sine bagh olarak pozitif veya negatif yuklu
olabilir veya hi¢ yuk tasimayabilir. Ortamin pH si proteinin izoelektrik pH'sine esit ise
protein net bir yuk tasimaz. Bu durumda protein alan iginde hareketsizdir. Ortam pH si
proteinin izoelektrik pH'sinden diisiik ise protein net bir pozitif yik tasir ve elektrik
alani yoniunde hareket eder. Ortam pH si proteinin izoelektrik pH sinden yiiksek
oldugunda ise protein net bir negatif yuk tasir ve elektrik aiah'ma 21t yénde hareket
eder. Boylece belli bir pH'de arti ve eksi yukler tasiyan proteinler elekirik alanindaki
hareket yonlerine gére birbirinden ayrilabilirler. Diger taraftan, ayni yénde hareket

eden proteinlerin buyuklukleri ve sekilleri genellikle farkh olacagindan, elektrik alani
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icinde belli bir stire sonunda aldiklari yollar da farkli olacaktir. Boylelikle ayni isaretli
yukler tasiyan proteinler de ortamda karsilasacaklar farkli direnglere bagl olarak
birbirlerinden ayrilirlar (5).

Elektroforez yonteminin degisik bigimleri vardir.

Kagit elektroforez:

Dustk gerilimle calistirilan kagit elektroforez dizenegi Sekil 1 de goruldugu
gibidir. 20 V/ cm lik bir alan siddeti kullanilir (1,2,3).

e R

Sekil 1 : Dusuk gerilimle ¢alisan bir kagit elektroforez duzeni.

Bu yoéntem proteinler icin olduk¢a basarili olmasina karsilik, yikleri az,
boyutlari kiiguk olan ve bu nedenlerle difizyonla dagiimalarn kolay olan aminoasitler
gibi kuguk molekuller icin uygun degildir. Kuguk molekuller iceren karisimlarda,
molekullerin difuzyonla dagiimalari icin gerekli zamani bulamadan hizli bir sekilde
gocmelerini ve ayrilmalarini saglamak uzere, 200 V/ cm'lik siddetli elektriksel alanlar
kullanilir. Bu sirada akimin da fazlaligi nedeniyle 1sinma sorunlarini gidermek tzere

bir sogutma sistemine de gereksinim vardir (3).

Serbest veya hareketli cephe elektroforezi:
Serbest elektroforez 1930 larda A. Tiselius tarafindan gelistirilmistir (Sekil 2).
Serbest elektroforezde U seklinde bir borunun alt kismi protein karisimini igeren bir

tampon cozeltisi ile doldurulur.Ust kismi ise saf tamponla doldurulur (1,5,6).
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Sekil 2 : Tiselius serbest elektroforez aygitinin sematik géranuma
(a). Insan kanindaki plazma proteinlerinin elektroforetik deseni

(b). (A=serum albumini, @=fibrinojen, a4, a,, § ve y= cesitli globulinler)

U borusunun agizlarina bir akim kaynaginin pozitif ve negatif kutuplarina
baglanmis elektrodlar yerlestirilir (Sekil 2a). Elektrodlara gerilim uygulandiginda
negatif yuklu proteinler anoda, pozitif yuklu proteinlerde katoda dogru hareket etmeye
baslarlar. Karisimdaki proteinlerin tumunt veya ¢ogunu ayirabilmek icin tampon pH si
genellikle proteinlerin ttmunun veya ¢odunun ayni isaretten yikler tasiyacadi bir
degere ayarlanir. Ornegin, tampon pH sinde butun proteinler negatif yuklu iseler akim
uygulandiginda bu proteinler proteinsiz tampon igine dogru “hatlar” halinde goc
etmeye baslarlar. Bu olay borunun proteinsiz tampon bdélgesinde kirilma indeksi
degisikliklerine yol acarak Schlieren desenleri adi verilen géruntuler olusmasina
neden olur. Belli basli proteinlerin birbirlerine gére hareket hizlar ve yonleri de boru
boyunca yapilacak optik olgcumlerden saptanabilir (Sekil 2b, boyle bir élgimun
sonuglarini gostermektedir). Sekildeki tepeler insan kani plazmasindaki gesitli protein

hatlarinin elektroforez borusu uzerinde aldiklari konumlari gdstermektedir (5).

Kusak (zone) elektroforezi:

Gunumuzde serbest elektroforez yonteminin yerini buylk c¢apta, kusak
elektroforezi adi verilen ve degisik tipleri gelistiriimis bulunan baska bir yontem
almistir. Kusak elektroforezi daha yiuksek bir ayirma gliciine sahiptir, daha az érnek
gerektirir ve daha basit bir yontemdir. Bu yontemde proteinin sudaki ¢ozeltisi
gozenekli kati bir destek ortaminda hareketsiz hale getirilmistir. Destek ortami olarak
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filtre kagidi veya sellloz asetat gibi protein molekdlleri ile etkilesmeyen veya onlarin
hareketlerini  kisittamayan maddeler kullanilir. Elektroforez islemi belli basl
proteinlerin ortam dogrultusunda keskin sinirlarla belirli farkli konumlara (kusaklar)
yerlesmelerine kadar surduralar. Protein kusaklarinin konumlari ve konsantrasyonlari,
ortama proteinlere baglanan bir.boya uygulandiktan sonra boya yodunlugu oélgen bir
dansitometre ile taranarak saptanabilir. Klinikte kan plazmasindaki baslica proteinlerin
konsantrasyonlarini dlgmek igin bu yéntem kullanilir (5).

Kusak elektroforezinde destek ortami olarak patates nisastasi ve
poliakrilamid gel kullanilir. Yuklerin iginde hareket ettigi ortam olarak jel
kullanildiginda, muhtemelen jel aginin difuzyonu indirgemesi ile elektroforezin
ayiriciigl (¢ozme guch) artmaktaair. Jel elektroforezi, ozellikle gesitli yontemlerle
belirli yerlerinden parcalanmis DNA molekullerinin parcalarinin ayristiriimasinda ¢ok
basarih olmustur (ana iskeletindeki fosfatlar nedeni ile DNA parcalarn negatif
yukludurler). Kan plazmasi proteinleri serbest elektroforez veya kusak elektroforezi ile
sadece 5 veya 6 bilesene ayrilabildigi halde, gel elektroforezi ile 15 veya daha ok
sayida bilesene ayrilabilir (5).

Disc elektroforezi:

Kusak elektroforezinin bir baska tipi de disc elektroforezi dir. Bu yontemde
Proteinleri yavaslatan destek ortami pH leri ve gézenekleri farkli iki ayri gelden olusur.
Gel matrisi strekli olmadigi igin bu yontemin adina ingilizce sureksiz (Discontinuous)
s6zclgunt animsatan disc sozi eklenmistir. Ayrica, goézlenen protein kusaklar da
birer diski andirirlar. Disc elektroforezinde karisimdaki proteinler cok gézenekli gelden
az goézenekli gele gecgerler. Bunun sonucu her protein ince ve keskin sinirli birer
kusakta yogunlasir ve bu nedenle surekli bir tamponla mumkin olandan ¢ok daha

ylUksek bir ayirma glci (resolution) elde edilir (5).

izoelektrik odaklama:

Elektroforez yontemleri igcinde en carpici ve etkili olani H. Svensson
tarafindan isveg'te gelistirilen izoelektrik odaklama (electrofocusing) yontemidir. Bu
yontemde gel ortami bir pH gradyani ile hazirlanir. Yani gel kolonu boyunca pH
strekli artar (veya azalir). Karisimdaki her protein ortam pH sinin kendi izoelektrik pH
sine esit oldugu gel bolgesinde toplanarak bu bdlgeye odaklanir. Béylece her protein

kendine 6zgu keskin ve sabit bir bant olusturur. Sonug olarak ¢ok yuksek bir ayirma
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glict elde edilir. Bu yontemle insan kani plazmasindaki proteinler 40 veya daha gok
sayida bilesene ayrilabilir (1,5).

Bazi klinik uygulamalarda elektroforez baska yéntemlerle birlestirilerek tanida
kullaniimaktadir. Ornegin, immiin elektroforez de immun reaksiyonlarla elektroforez

prensiplerinden birlikte yararlanilir (5).

SDS-gel elektroforezi:

Kusak elektroforezinin daha degisik bir tipi birden fazla polipeptid zinciri
iceren (oligomerik) proteinlerin kag alt birimden olustuklarini ve alt birimlerden her
birinin molekul agirhgini saptamak amaci ile uygulanir. SDS-gel elektroforezi adi
verilen bu yéntemde protein ¢nce sodyum dodesil siilfat (SDS) deterjani ile
muamele edilerek alt birimlerine ayrilir. Bu islem sonunda dogal konformasyonlari
bozulan alt birimler SDS ile kompleksler olusturarak g¢ubuk seklinde uzun duz
zincirlere donusurler. Kompleksler de, deterjan polipeptide hidrofobik zincirleri ile
sikica baglanarak polipeptid ytzeyini bir deterjan tabakas! ile kaplar. Deterjanin yuklu
sulfat gruplari ise sulu ortamla etkilesim halindedir.

SDS-polipeptid kompleksi, SDS ile hazirlanmis bir gele kondugunda,
ortamdaki hizini belirleven temel stken molekul kutlesidir. Elektrik alani sadece,
filtrasyon olayinin itici glict gérevini yapar. Bu yolla molekil agirigi saptanirken ayni
kosullardaki paralel bir sistemde de molekil agirhd: bilinen bir protein elektroforeze
tabi tutulur. Daha sonra da bilinen ve bilinmeyen proteinlerin kendi gel kolonlarindaki
konumlari karsilastirilarak bilinmeyen proteinin molekl agirligi saptanir (5).

Sonug olarak, elektroforez olayindan tipta, ozellikle serum proteinleri incelenerek
teshis ve arastirmada yararlaniimaktadir. Belli bir pH degerli elektrolitik ortamda farkli
proteinlerin farkli mobilitelere sahip olmasi nedeni ile proteinlerin birbirinden
ayrilabilmesi ve ayrica biyokimyasal yontemlerle nitel ve nicel analizlemenin
yapiimasi mimkun olmaktadir (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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