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ELEKTROFOREZ

Bir ayristirma teknigi

Elektriksel alan altinda ytikli molekiillerin farkh gog 6zelliklerine dayanir.
Iki kelimenin birlesimi

Electro=Elektrik

Phoresis= Go¢-tasima Migration- Carry accross
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1834-Michael Faraday -“Faraday's laws of electrolysis” A t'"”-f»«m:«- v ;:’
i
1882-Robert Koch- Agarose culture medium

0363196840 www.gograph.com

1903- Arrhenius -understanding of ions in water solutions Dissociation theory Nobel Price
1926 Svedberg work on protein and ultracentrifuge Nobel Price

1937- Arne Tiselius “ The moving boundry method studying the electrophoresisiof
proteins “

* Quartz U-tube and protein boundaries detected by photography using ultraviollet
light

* A New Apparatus for Electrophoretic Analysis of Colloidal Mixtures"- Tiselius apparatus.
Nobel édilii 1948

* Albumin, q, 8, y-globulin fraksiyonlari



Mourcs

ELEKTROFOREZ TARIHCE cel slockrophoresic.

1937 Araki agarin iki ana bilesenini aciklamis e il ;;:??‘
* Dustk stilfuir icerigi ve yliksek stlfiir iceren agaropektin ES1300 s et

1946-Agarose gel

1956-0liver Smithies-Nisasta jel

1957-Joachim Kohn-Seliil6z asetat elektroforez

1959-Raymound ve Weintraub - Davis ve Ornstein- Hjerten Poliakrilamid jel
1967- Hjrten-Serbest bolge elektroforezi (free zone electrophoresis)
1969-Weber K and Osborn M. SDS jel elektroforezi

1971-Danna and Nathans-DNA nin jel elektroforezi ile ayristirilmasi

1983-Capillar electrophoresis




Eleetiopharesis
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ELEKTROFOREZ PRENSIBI

Calbale

Negitive elecimdz

Ancvle —
Pesitive eleirnde

Prensip:

Genellikle sulu ¢ozeltide (Tampon) icinde destek matriksinde

D((iegisken yukleri ve kiitleleri nedeniyle, karisimdaki farkli molekiiller ve parcaciklar farkli hizlarda gog
eder.
Elektriksel alanda ytiklii molekiiller ve parcaciklar ters ytlike goc eder.

* Pozitif yukli partikiller (katyon) negatif ytikli elektroda (katod)

* Negatif yuiklu partikiiller (anyon) pozitif ytikli elektroda (anod) dogru ilerler

Sonuc olarak; tek fraksiyonlara (bantlar) ayrilir.

Proteinler ve niikleik asitler basta olmak tzere ytuikli biyomolekullerin
ayrimlanmasi,
tanimlanmasi,

molekul agirliginin belirlenmesi (rutinde belirlenmez ).



Simple Gel Electrophoresis Animation




ELEKTIRIKSEL ALAN
* Dogrusal akim (DC) saglayan giic kaynaklar: kullanilir.

» Voltaj arttik¢a goc¢ suiresi kisalir
* Ama dusuk resolusyona ve yuiksek 1siya neden olur. Dolayisiyla ayrisma kalitesi kot olur.

* Deneysel yaklasim gozlem ve tecriibe ile elektriksel alan degerlendirilir.
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TAMPON

iki temel gérevi var:

* Uygulanan elektrik akimini tasir,

. Orgiam pH’sini1 sabit tutarak, elektroforez stiresince protein ytikiiniin sabit kalmasini
saglar,

Tamponun pH’1, konsantrasyonu, iyonik glicti analitlerin goct tizerinde etkilidir;
Standart Protein elektroforezinde pH 8.0-9.0

 Siklikla kullanilan tamponlar :
eTris Borate EDTA (TBE)-Stabilpahali uzun ayrisma zamani pH 8.0civari

e Tris Acetate EDTA (TAE)-ucuz, kisa ayrisma zamani pH 8.0dan yukarida short
separation time.

e Phosphate EDTA (TPE) -pH 7.0 civar1




DESTEK MATRIKS

* Aynistirilacak materyalin serbestce penetrasyonuna izin vermeli
» Elektroforezi yapilacak molekiiller ile etkilesime girmemeli

* Kendisi elektrik ytik tasimamall.

* Ayrisma molekiilin agirlik -ytik oranina ve destek ortamin pore genisligine baghdir.
* Siniflandirma da olduk¢a 6nemlidir

e Kullanilan jeller
» Kagit
 Selliiloz asetat
« Ince tabakalar
* Agarozjel
* Poliakrilamid jel

 Urejel

 Ornegin uygulandig1 yerde ¢okerek makromolekiillerin elektroforezine engel olmasina (bulk flow) izin vermemeli.




SICAKLIK

Her asamada 1s1 kontroli 6nemlidir.

Sabit sicaklik; 1siya hassas proteinlerin denatiirasyonunu 6nlemek agisindan da
onemlidir

 Is1kontrol edilmez ise jeldeki pore caplar1 degisir. \\ ‘ / Ve
* Protein gocii etkilenir. 7; :
A




ELEKTROFOREZI ETKILEYEN FAKTORLER

Numune Kaynakli Elektroforez islemi Kaynakl

MolekulUn yuku ve yukunun gucu Elektriksel alan gucu
Partikulun sekli veya buyuklugu Destek matriks pore genisligi
Molekulun yukunun yogunlugu Ortam isisiI

Molekul agirligi Ortam pH

Proteinin yapisi 3. ve ya 4. yapisi Tampon viskositesi



BOYAMA -

Elektroforez isleminde yiirtitme sonrasinda jel -

Yikanir fixe edilir ve kurulanir

* Boyama ve sonra yikama islemine tabi tutulur

Boyama asamasinda asetik asit veya metanol ile muamele edilir

Kullanilan bazi boyalar

* Plazma proteinleri
* Amidoblack
* Bromfenol mavisi

* (Coomassie Brilllant Blue

 Lipo proteinler
* Sudan black




DANSITOMETRE

e Tarama

* Kantitasyon

normal pattern

* Raporlama
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ELEKTROFOREZ BILESENLERI

Elektroforez Dansitometre Raporlama

e Numune e Sudan black e Tarama e Degerler

e Elektiriksel yuk e Bromfenol blue e Farkli dalga boylari e GOruntu

e Destek matriks e Asit blue e Yazilim e Grafik

e [s1 e Asit violet e Yorum/aciklama
e pH e Ethidium bromit

e Tampon e Amino black

e Maske e Oil Red O

e Pipetler e Nitrotetrazolium

e Sure blue

e Coomassie Brilliant
blue




ELEKTROFOREZ TESTI ILE

o — iyonik yuk tasiyan her sey ayristirilir.

—Nukleik asitler, DNA, RNA
—Proteinler, peptid, Amino asitler
—Qrganik asitler/bazlar
—Enzimler- izoenzimler
—Hemoglobin

—llaclar- pestisitler

—Inorganic anyon/katyonlar

PROTEIN

—ctor Puntoation




KLINIK BRANSLAR

* Biyoloji

« Biyokimya
» Farmakoloji
* Genetik

- Patoloji

* Hematoloji

« Adli tip

» Arastirma Laboratuvarlari V.s



ELEKTROFOREZ CESITLERI

Moving boundry Electrophoresis
Zone Electrophoresis

* 1. Kagit elektrofore
 2.Selliloz asetat elektroforezi

* 3.]el elektroforezi
* a. Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)

* b. Agaroz jel elektroforezi

Kapiller elektroforez



JEL ELEKTROFOREZI

JelatinOz bir yapi destek ortam olarak gorev yapar
» Siklikla kullanilan jeller

» Agarozjel

* Poliakrilamid jel

* Nisasta

* Pulsed field Jel Elektorofrezi

e Izoelektirik Fokuslma

* Diger




Afarase s pecificity

Anarase

AGAROZ JEL @ %/_ﬁl @@

« Kolay, hizl, ucuzdur. - -
B01-4)-03 B)-anhydro-L-galactoze a{1-31-0-galactoze

« Deniz yosunundan elde edilen bir polisakkarittir

« Agaroz ile daha dusuk elektroozmotik etki meydana geldiginden agara tercih edilir.

* B-1,3-D-galaktoz / 3,6-anhidro-a-1,4-galaktoz < Kaynar suda ¢ozulur ve sertlesir,
sogurken jellesir.

 Poliakrilamid jele gore daha buyuk pore sahptir.

» proteinlere daha dusuk afinitesi, mukemmel dansitometrik okumaya olanak saglayan
kurutulduktan sonra kalan dogal saydamligidir.

» Haazir ticari preparatlar, serum proteinlerinin LDH izozimlerinin, lipoprotein
frakiyonlarinin analizinde basariyla kullaniimaktadir.




ELEKTROFOREZ TESTI TESTLERI

Protein elektroforez

Lipid elektroforezi

Hemoglobin elektroforezi

BOS immunelektroforez

|zoenzimler CK-LDH-ALP



CK IZOENZIM ELEKTROFOREZI
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LDH IZOENZIM ELEKTROFOREZI

LD 1soenzyme electrophoresis
(abnormal)
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ALP IZOENZIM ELEKTROFOREZI
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LIPID ELEKTOROFORZI
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Classification of Lipoproteins v
* Lp can be classified based on.... -«
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PROTEIN ELEKTROFOREZI

Protein EP (serum) B3000006

albumin

JLAAA

S R o Fraction Result (g/dL) Percentage (%) Normal  Unit
Fractiors  RelArea%)  Cont{g/dL) fel, Conclg/el) Albumin 44 60.08 3.3-4.8 g/dL
Ahumi 610 a4 13, €3 Alpha1 0.1 1.46 0.1-0.3 gf'dL
Wi 58 03 0| Apha2 0.7 9.86 07-11  gldL
igha 2 84 0 Beta 0.8 10.39 0.8-1.2 g/dL
Beta 1 4 03 - 0 Gamma 1.3 18.21 0.7-1.8 g/dL
Beta 2 R 02 by A/G ratio 1.51 1.51
o ‘o 2 ey Total SPE 7.3 100.00 6.3-8.3  g/dL
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Monoklonal imminglobulin ve serum protein
elektroforezi

Normal plazma

= @ ee ®e
@ f

Bir plazma hiicresinin malign
transformasyonu

-----
o e

Serum protein elektroforezinde
kalitatif ve/veya kantitatif
degisiklikler

Monoklonal immiinglobulin

Prof. Dr. Erding Devrim
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M PROTEIN

Cogu serolojik tumor markorunun aksine, M-proteinleri son derece cesitlidir.
« M-proteinlerinin her biri benzersiz degisken bolge sekanslarina sahiptir

* Pentamerik IgM'den (~ 900.000 Dalton), monomerik serbest hafif zincirlere (~
24.000 Dalton) kadar degisedbilir.

 Bazi proliferatif plazma hucresi bozukluklarinda serum konsantrasyonlari ile
oldukca yuksek iken bazilarinda M-proteinine ¢ok az ya da hemen hemen
rastlanmaz.

« Tedavi yanitinin degerlendirilmesinde kullanilir.

M protein azalma miktari onemlidir



IDRAR PROTEIN ELEKTROFOREZI
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IDRAR PROTEIN ELEKTOROFOREZI

24 saatlik idrar

|drar toplamasinda prezervatif olarak sadece toltien ve timol kullanilabilir.

|deal olan prezervatifsiz toplanmasidir.

Buzdolabinda 14 gun, donmus 7 gun stabildir.

Idrar protein miktari tayini (ginlik atilan protein miktari )

MM hastalarinda tani ve takip de kullanilir

M Protein varligi ve immunfikasasyon elektroforezi le birlikte degerlendirilir .



IDRAR PROTEIN ELEKTROFOREZI

Avantaijlari
Basit manuel semiotomatik tam otomatik metod
» 30 mg/L konsantre idrarda sensitif(100 kat konsantre edilence
« Kantitatif

* Desavantajlari
» Bobrek fonksiyonundan etkilenir

* Laboratuvar
* Yogun emek kosnantasyon ile birlikte protein kaybi
» 24 saatlik idrar toplamada zorluk
* Hasta sikayetleri
» Genis hacimler
» Subijektif degerlendirme
* DKK de kotu tekrarlanbilirlik sonuclari




PATOLOJIK SERUM PROTEIN PATERNLERI

Gamopati (gamma, beta veya alfa-2 bolgesinde M-proteini saptanir)
Monoklonal —biklonal gamapati

Poliklonal gamopati
O Karaciger hastalgi
U Bag dokusu hastaligi
O Kronik enfeksiyon
U0 Hematolojik olmayan malignansi

Hipogammaglobulinemi

Digerleri
O Azalmis albumin ve artmis a-1 ve a-2 globulinler (enfeksiyon veya metastatik malignansi)
O alfa-1 antitripsin eksiklig a-1 globulinde belirgin azalma
d Bisalbunemi Iki albimin bandi (bisalbiminemi)
O Nefrotik sendrom albimin ve y bdlgesinde azalma, artmis a bolgesi
O Karaciger hastaligi albimin ve B bdlgesinde azalma, artmis y bolgesi
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* Plasma hucreleri tarafindan uretilirler Poliklonal immiinglobulinler

 Hafif Zincir Fab-Agir Zincir Fc

+ Disdulfit baglari ile baglanmasi ile meyana gelirler
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IMMUNFIKSASYON ELEKTROFOREZI

» Ornek aplikasyonu I8 B N N
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« Anti serum uygulama

 Presipitasyon (bekleme) l

* Yikama
 Boyama

» Degerlendirme




IMMUNFIKSASYON
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O M-proteinini 0,2 g/L'ye dek
saptayabilir
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Clim Shem. 2010 Aug;36(53):1365. doi: 10137 3/clinchem_2010.145494.

Detecting only light chains, now what?

Jacobs JF‘, Joosten |, Klasen |S.

71 yasinda Kadin

Sirt agrisi dizde ve omuzda artralji Abumin || | ww G A M x4

Rutin X-ray taramada litik kemik (11—

lezyonlari 0-2 = -

kemik iligi aspirasyonunda %24 plasma b= -

h. M-protein - -

SPE M protein 24% plasma cells.

Serum [FE Lambda monokonal bant

Kemik iligi plasma h. Orani ve SPE IF

semptomlar MM tanisi koydurabilirler . i oot fgure | Open in new o

M prOteln tlp behrlenmeden de MM Serum protein electrophoresis {SPE) shows a clear monoclonal band of 10.2 g/L {left).
tanisi konabilir_ Ancak M prtoen tlpl Immunofixation {IF) shows a A band with no corresponding 19G, IgA, or IgM heavy chain
onemildir.

Tedaviyi takibi ve prognozu belirler
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ELEKTROFOREZ SISTEMLERI

Manuel
* Yari otomatik

 Tam otomatik

* Entegre sistemler
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ELEKTROFOREZ VE IMMUNFIKSASYON
SISTEMLERI

* IG-G, IG-A-IG-M
* IG-D, IG-E

* Kappa

* Lambda

* FL-Kappa
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