Agarose ve Akrilamid Jellerde Niikleik asitlerin Gozlenmesi

Elektroforez, Molekiiler Biyoloji ve Biyokimya deneylerinde siklikla kullanilan, makro
molekiilleri ayristirmamizi ve bazi durumlarda saflagtirmamizi saglayan bir tekniktir.
Elektroforez teknigi, protein ve niikleik asitlerin, biiyiikliiklerindeki, yiiklerindeki ve
bigcimlerindeki farkliliklar g6z Oniine alinarak olusturulmustur. Yikli molekiiller elektrik
alanina maruz birakildiklarinda, yiiklerinin 6zelliklerine gore pozitif veya negatif kutuplara
dogru, yer degistirme egilimindedirler. Proteinler, net (+) veya net (-) yiiklerine sahiptirler,
niikleik asitler, sahip olduklar1 fosfat gruplarindan dolay1 eksi yiikliidiirler ve elektrik alanina

maruz birakildiklarinda (+)kutup’a (anod) dogru yer degistirirler.

Protein ve niikleik asitlerin yer degistirdigi sabit platformlar1 matriksler veya jeller olusturur.
Yiiriitiilmek istenen Ornegin c¢esidine gore bu platformlarinda c¢esitleri vardir. Jel
hazirlandiktan sonra ve drnekler jellerin icinde bulunan 6zel boélmelere yerlestirildikten sonra,
elektroforez ¢ozeltisinin i¢ine aktarilir, bu ¢ozelti, PH degerinin sabit kalmasin1 ve igerdigi

iyonlarla, elektrik akiminin diizgiin bir sekilde iletilmesini saglar.
Jeller, agaroz veya poliakrilamit kullanilarak hazirlanabilir ve farklt amaglar i¢in kullanilir.

Agaroz: Esas itibariyle deniz yosunundan tretilmis bir ¢esit polisakkarittir. Genellikle %0.5-
2’ lik konsantrasyonlarda kullanilir. Kullanim amaci genelde DNA ve RNA molekiillerini
ayristirmak ve molekiiler agirliklarini tespit etmektir. Konsantrasyon orani artirildikca, jel
daha kati bir kivam kazanir, kirilganlasir ve daha kiiciik molekiillerin ayristirilmasinda
kullanilabilir. Yapilan calismaya gore kullanilacak olan agaroz’un konsantrasyonu belirlenir.
Bu jel’in hazirlanmasi oldukga kolaydir.

1. Agaroz tozu ile ilgili ¢ozelti belli oranlarda karistirilir

2. Toz st ile ¢ozelti i¢inde eritilir

3. Jel kaliplara dokiiliir ve sogumaya birakilir

Bu jel tirii insanlar icin toksik Ozellik gostermez ve ayristirma skalasi genistir.

Konsantrasyonuna bagli olarak, 200-50000 bp’lik DNA’y1 ayristirmamiza olanak saglar.



Poliakrilamit: Akrilamit polimerlerinden olusur. Akrilamit polimerlerinin uzunlugu,
hazirlanan konsantrasyon degerine gore degismektedir. Genellikle %2.5-20’lik konsantrasyon
oraninda hazirlanir. Poliakrilamit jellerinin hazirlanmasi1 agaroz’a gére biraz daha zaman alici
bir islemdir ¢iinkii serbest oksijen, polimerlesme reaksiyonunu engellemektedir. Ayni
zamanda akrilamit insanlar i¢in zararli, toksik bir kimyasaldir, bundan dolay1r deney
asamalarinda dikkatli olunmalidir. Ilgili islemler yapilirken, maske ve eldiven giyilmesi
zorunludur. Poliakrilamit jelleri, agaroz’a gore daha az ayristirict Ozellik gosterir ancak
ayristirma gii¢leri(resolving power) daha yiiksektir. DNA icin konusmak gerekirse, 500
bp’den kiigilk DNA molekiilleri poliakrilamit jeller ile ayristirilabilir. Bu jel tiirleri, siklikla
protein ayristirilmasi ve karakterizasyonu deneylerinde kullanilir (PAGE, SDS-PAGE)

Ethidyum Bromide Boyanmasi

EtBr, niikleik asitlerin jellerde gdzlenmesini saglayan fliioresan ozellik gosteren boyama
maddesidir. EtBr molekiilleri DNA bazlarimin arasindaki bosluklara yerleserek, DNA
molekiillerinin gozlenmesine olanak verir. Fliioresan 6zelligi gosteren boyalar, diisiik dalga
boylarim1 emip, yiliksek dalga boylarini yayma 6zelligi gosterirler. EtBr ’tin maksimum UV

absorbansi 300-360 nm’dir. 590 nm’de emilen enerjiyi sari/turuncu renkte 1sir.

1. Agoroz jelde niikleik asit boyanmasi
Jel hazirlandiktan sonra, kaliplara dokiilmeden 6nce 0.5-1 pg/mL EtBr, hazirlanan sivi

haldeki jele eklenir. Jel 6rneklerin yiiriitilmesinden sonra UV 15181 altinda incelenir.

2. Poliakrilamit jelde niikleik asit boyanmasi
Seyreltilmis EtBr ( 10 — 50 ng/ml suda veya seyreltik Na,EDTA soliisyonunda),

hazirlanmis sivi1 haldeki poliakrilamit ¢6zeltisine uygulanir ve 1-2 saat bekletilir.

3. Giimiis Boyanmasi
Gilimiis boyanmasi, DNA i¢in, EtBr boyanma metodundan daha ¢ok duyarliliga
sahiptir. Glimiis boyanmasi, glimiis katyonlarinin, niikleik asitler tarafindan kati
giimiis haline indirgenmesiyle gerceklesir. Indirgenmis giimiis graniilleri, DNA
bantlar1 etrafinda birikir ve “yalanci gorlinti” (latent image) olusturur. Bu yalanci
goriintliniin goriinebilir hale gelmesi icin, jel glimiis katyonlarini ve indirgeme ajanlari

iceren sollisyona batirilir. DNA bantlar1 etrafinda birikmis glimiis graniilleri, sonraki



indirgenme reaksiyonunu tetikler ve mevcut glimiis katyonlarinin, soliisyonda tortu
halinde ¢okmesine neden olur. Ortaya ¢ikan goriintiide DNA bantlar1 koyu kahverengi
veya koyu siyah halde goriiliir. Glimiis katyonlarinin indirgenmesi islemi pH degerinin
degistirilmesi ile son bulur. Niikleik asitlerin giimiis katyonlarini nasil indirgedigi tam

olarak bilinmemektedir.

Glimiis boyama metodunun devaminda genellikle, agagidaki 2 metotdan biri kullanilir:
1) Jel emdirilmesi icin diamin veya giimiiy amonyak uygulanmasi, ve goriintii
olusumu icin, formaldehit uygulanmasi. Bilindigi kadariyla, daimine alkalin metodu
daha az duyarlidir ancak kalin ve yogun jeller i¢in daha uygun oldugu gézlenmistir.

2) Asidik metotlar ise, hizli bir metot olmasina ragmen, ince jeller i¢cin uygundur.
Gilimiis boyama metodu siklikla proteinlerin boyanmasi i¢in kullanilir. Proteinlerin
boyanmasi i¢in kullanilan yontemde, giimiis nitrat jele emdirilir ve formaldehit

indirgemeci ajan olarak kullanilir.

Niikleik Asit Sabitlenmesi:

Sabitleme adimi, yiiriitiilen niikleik asitlerin, jelde bulunduklart yerde kalmasini saglayan ve

istenmeyen kimyasallar1 (iire, tampon ¢ozelti) uzaklastirmamizi saglayan bir adimdir.

Giimiis emdirilmesi: Gilimiis iyonlar1 jele uygulanir.

Goriintii olusturulmasi: Genel olarak, giimiis ile boyama yontemlerinde, goriintii olusturma
asamasinda pH degerleri ile optimize edilir, bu islem ¢Ozlinmez glimiis tuzlar
olusturulmasina olanak verir. Goriintii olusturulmasi, diistik sicakliklarda(8-12°C), tiyosiilfat
varliginda, formaldehitin indirgemeci ajan olarak kullanilmasiyla gergeklestirilir. Sodyum
Tiyosiilfat, serbest giimiis iyonu konsantrasyonunu diisiirerek, indirgenme reaksiyonunun

kinetigini azaltir, boylelikle jel etrafindaki redoks potansiyelini artirir.
Metilen Mavisi Boyanmasi
Metilen ve oksitlesme iirtinleri (Azures A, B and C, Toluidine blue O, vb.) tiazin boyalari

olarak adlandirilir. Bu boyalar toksik olmayan ve niikleik asit boyama islemlerinde siklikla

kullanilan boyalardir. Metilen Mavisi’nin tam olarak hangi mekanizma ile calistig



bilinmemektedir. EtBr gibi DNA bazlar1 arasina yerlestigi diisiiniilmemektedir, bunun yerine
DNA’daki — yiiklii fosfat gruplarina iyonik bag ile baglandig diisiiniilmektedir. Bu 6zelligi ile
Metilen boyanmasi, DNA ve tek zincirli RNA boyama islemleri i¢in kullanilmaktadir.
Metilen mavisi, EtBr ile karsilastirildiginda daha az duyarlilia sahiptir, bundan dolay1
Metilen mavisi ile boyanan Ornegin EtBr yontemine kiyasla biraz daha fazla olmasi

gerekmektedir (Boyama islemi i¢in 2-3 kat fazla DNA kullanilmasi 6nerilir)

Prosediir:

Agaroz Jel Hazirlanmasi ( 1% w/v)

e 0.4 gr agaroz tartilir ve 40 ml 1X’lik TAE tampon ¢ozeltisinde dokiiliir

e Hazirlanan karigim 1sitilir.

e Jel’in biraz sogumasi beklendikten sonra (50-60 °C) ve taraklar kaliba
yerlestirildikten sonra kaliba dokiiliir.

e Niikleik asit 6rnekleri, 6X yiikleme tamponu ile karistirilir (6rnek: tampon ¢ozelti,
1:5), o6rneklerle birlikte, niikleik asit uzunluk referans cetveli (ladder), jele yiiklenir

e Hazirlanmis olan jel elektroforez tankina aktarilir, ve jeli kapatacak sekilde, 1X’lik
TAE tampon ¢6zeltisi eklenir

e 90 Voltluk bir akimla 1 saat ¢aligtirilir

Poliakrilamit jel hazirlanmasi (%10 w/v)

e Gerekli cam diizenek hazirlanir

e TBE igerisinde hazirlanmig 1X 10% (w/v) stok jel karistmindan 49.5 ml dl¢iiliir.

e %10 (w/v)’luk APS soliisyonundan 0.5 ml eklenir

e Jel soliisyonundan 5 ml alinir, 15 pL TEMED ile karistirilir ve cam diizenegin en alt
kismina dokdiliir

e Diizenegin tabanina dokiilen soliisyon katilagtiktan sonra, 45 pL TEMED geri kalan

jel soliisyonuna aktarilir ve geri kalan jel soliisyonu diizenegin i¢ine bosaltilir

300 Voltta 2 saat yiiriitiiliir



EtBr Boyanmasi

e Hazirlanmis olan jeller 1 pg/mL EtBr soliisyonunda 30 dakika bekletilir. Bu islemden

sonra, jeller UV 15181 altinda incelenir

Metilen Mavisi Boyanmasi

e Hazirlanan jeller, %0.02 (w/v) metilen mavisi soliisyonuna batirilir ve galkalayicida 1

saat bekletilir.

e Boyanmis jel 0.1X’1lik TAE soliisyonu ile birka¢ kez yikanir

Giimiis Nitrat Boyanmasi:

Inkiibasyon
Adim Kullanilacak soliisyon
zamani
600 mL 10%(v/v) EtOH Calkalayicida  3-4
Sabitleme (iki kere) o _
3 mL 98%(v/v) Asetik asit dakika
o . Calkalayicida 20
Glimiis emdirilmesi 500 mL 1%(w/v) AgNO;
dakika
300 mL 1.5%(w/v) NaOH Calkalayicida 30
Goriintii olusumu . .
1.2 mL 35 %(v/v) formeldehit dakika

Referanslar:

e http://nationaldiagnostics.com/article info.php/articles id/71

e Promega Notes Magazine Number 45, 1994, p.13, “Staining Nucleic Acids with
Silver: An Alternative to Radioisotopic and Fluorescent Labeling”.

e http://plantpath.unl.edu/llane/text/fluorescence.html

e http://www.vivo.colostate.edu/hbooks/genetics/biotech/gels/principles.html

e http://wheat.pw.usda.gov/~lazo/methods/lazo/met1.html



