Journal of Engineering and Natural Sciences Sigma 27,
Miihendislik ve Fen Bilimleri Dergisi 151-160,
2009
Review Paper / Derleme Makalesi
NEW APPROACHES IN ELECTROPHORESIS

Leman YALCINTEPE GUNESTUTAR*!, Macide CANTURK RODOP?

stanbul Univg(sitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Biyofizik Anabilim Dall, Capa_—[STANBUL
>Yildiz Teknik Universitesi, F en-Edebiyat Fakiiltesi, Fizik Béliimii, Esenler-ISTANBUL

Received/Gelis: 19.01.2009 Revised/Diizeltme: 30.04.2009 Accepted/Kabul: 15.05.2009

ABSTRACT

Electrophoresis is a technique used to separate and sometimes purify macromolecules — especially proteins
and nucleic acids - that differ in charge, size or shape. It is one of the most widely-used techniques in
biochemistry and molecular biology.

Keywords: Mobility, electric field, electrophoresis, proteomics, cancer.

ELEKTROFOREZDE YENi YAKLASIMLAR

OZET

Elektroforez farkli yiik, biiyiikliik veya bigimde olan 6zellikle protein ve niikleik asit gibi makromolekiillerin
ayrilmasi ya da saflastirilmasi amaci ile kullanilan bir tekniktir. Biyokimya ve molekiiler biyolojide baslica

kullanilan yéntemlerdendir.
Anahtar Sozciikler: Mobilite, elektrik alani, elektroforez, proteomiks, kanser.

1. GIiRiS

Elektroforez bir elektrik alanin etkisi altinda yiiklii parcaciklarin go¢ etmesi esasina dayanir. Bu
yiiklii pargaciklar bakteriler, viriisler, protein molekiilleri, niikleik asitler veya sentetik pargaciklar
olabilir. Elektroforez yontemi etkin ayirma giicii, uygulama kolaylig1 ve ucuzlugu nedenleri ile
tercih edilen, ayn1 zamanda stirekli gelistirilen bir elektrokinetik yontemdir.

Elektroforez, patolojik durumlarin tanimlanmasinda ve takibinde siklikla kullanilir.
Serumda, dokuda, hemoglobinde ve idrarda, patolojik durumlar sonucunda ortaya ¢ikan normal
olmayan proteinlerin varligini, normal proteinlerin yoklugunu veya tedavi sirasinda hastaligin
seyrini izlemek amaciyla kullanilir. Son yillarda proteomiks teknolojisinin en Onemli
yontemlerinden biri haline gelmistir. Bu yontem ile protein miktarlarindaki ¢ok kiigiik
degisikliklerin dahi analizleri yapilabilmektedir. Bu sayede patolojik durumlarda ortaya cikan
yeni proteinler kolaylikla tanimlanabilmektedir.

Elektroforezin uygulanabilmesi i¢in iki kosulun var olmasi gerekir:

a)  Uzerinde galisilmast istenen parcacik elektrik yiikii tasimali veya yiiklenebilir 6zellikte
olmalidir. Birgok aminoasit, protein veya parcacik bu dzellikleri tagir.
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b)  Elektroforezin uygulanacagi ortam, iletken olmalidir.
Teorik olarak elektroforetik teknikler, ya bolge (zone) elektroforezi ya da hareketli
cephe elektroforezi olarak siiflandirilabilir.
Y{iklii bir parcaciga, bir elektrik alanda etki eden kuvvet Coulomb Kanununa gore,

F=ZcE (1)

Burada Z; paracigin yiikii (+1, -1, +2. -2 v.b), e; elektron yiikii (1.6x10™" C), E;
elektrik alan siddetidir.

Diger taraftan Stokes yasasina gore, sonsuz hacimli viskoz bir sivida, lizerine disaridan
bir F kuvveti etki eden r yaricapl bir kiireye, F kuvvetine esit ve zit yonde bir kuvvet etki eder,
yani
F=6mnrv=1{v @)

Burada m; stvinin viskozitesi, v; par¢acigmm hizi, f; molekiilin bi¢imine ve

yogunluguna bagli siirtiinme katsayisidir.
Yukaridaki (1) ve (2) no.lu esitliklerden;

ZeE=6mnrv
. v Ze o . . . .
elde edilir. Devaminda, E = o ile verilen ifadede v/E birim elektrik alan siddeti igin
hiz1, yani mobiliteyi (i) ifade etmektedir. O halde:
Ze
u= 3)
6rnr

yazilabilir [2]. Mobilitenin belirlenmesi halinde, taneciklerin yiikleri ile yaricaplari arasindaki
oran belirlenebilir.

2. ELEKTROFOREZ YONTEMLERI
2.1. Serbest veya Hareketli Cephe Elektroforezi

Hareketli cephe elektroforezi 1930’1arda Tiselius tarafindan gelistirilmistir (Sekil 1a).

- (.b)

Sekil 1. Tiselius hareketli cephe elektroforez aletinin sematik goriiniimii (a) insan kanindaki
plazma proteinlerinin elektroforetik deseni (b) A=serum albumini, a, a B ve y=gesitli
globiilinler.
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Hareketli cephe elektroforezinde U seklinde bir borunun alt kismi protein karigimini
iceren bir tampon ¢ozeltisi ile, {ist kismi ise saf tamponla doldurulur. U borusunun agiz
kisimlarina bir akim kaynagiin pozitif ve negatif kutuplarina baglanmis elektrotlar yerlestirilir.
Elektrotlara gerilim uygulandiginda negatif yiiklii proteinler anoda, pozitif yiiklii proteinler de
katoda dogru hareket etmeye baslarlar. Karisimdaki proteinlerin tiimiinii veya ¢ogunu ayirabilmek
icin tampon pH’s1 genellikle proteinlerin tiimiiniin veya ¢ogunun ayni isaretten yiikler tasiyacagi
bir degere ayarlamir. Ornegin, tampon pH’sinda biitiin proteinler negatif yiiklii iseler akim
uygulandiginda bu proteinler proteinsiz tampon i¢ine dogru go¢ etmeye bagslarlar. Bu olay
borunun proteinsiz tampon bolgesinde kirllma indeksi degisikliklerine yol agarak Schlieren
desenleri adi verilen goriintiilerin olusmasina neden olur. Belli bagli proteinlerin birbirlerine gore
hareket hizlar1 ve yonleri de boru boyunca yapilacak optik dlgiimlerden saptanabilir. Sekil 1b
boyle bir 6lglimiin sonuglarini gostermektedir ve buradaki pikler insan kani plazmasindaki ¢esitli
protein hatlarinin elektroforez borusu iizerinde aldiklari konumlari géstermektedir [3].

2.2. Bolge (Zone) Elektroforezi

Gliniimiizde hareketli cephe elektroforezinin yerini bolge elektroforezi almistir. Degisik tiirleri
bulunmaktadir.

2.2.1 Kagit ve Seliiloz Asetat Elektroforezi

Kagit elektroforezinin diisiik ve yiiksek voltajli olmak iizere iki tiirii bulunmaktadir. Diisitk
voltajli kagit elektroforezi, proteinlerin ve enzimlerin ayirt edilmelerinde kullanilir  (Sekil 2).

45 V (Dogru akdm) 9V 1uk 5 pily

Elektrolit

A\ /

Kagit filtre

Sekil 2. Diisiik gerilimle ¢alisan kagit elektroforez diizenegi. Kagit tampon ¢ozelti ile
doyurulduktan sonra, iki ucu tampon ¢ozeltiye batacak sekilde gerilir. Ornek madde kagit iizerine
genellikle bir ¢izgi halinde siiriiliir. Kurumamasi igin kagit hem istten kapatilir hem de bir su
deposu iistlinde tutulur. Gerilim uygulandiktan sonra bir siire bekletilir, siire tamamlandiginda
kagit ¢ikartilir, kurutulur ve analiz edilir.

Kagit, oldukea diisiik molekiil agirlikli bilesiklerin ayirt edilmeleri i¢in en iyi ortamdir.
Yiiksek voltajli kagit elektroforezinde genellikle her cm i¢in 20 Volt’dan fazla gerilim kullanilir.
Bu yontem en ¢ok peptitler ve aminoasitlerin ayirt edilmelerinde kullanilmaktadir.

Seliiloz asetat elektroforezi ise Oncelikle serum proteinlerinin elektroforezinde
onemlidir. Ayrica kagit elektroforezi ile ¢ok iyi ayirma yapilamayan bazi serum Orneklerinde
seliiloz asetat ile basarili sonug alinabilir [4].
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2.2.2. Jel Elektroforezi

Destek ortam olarak, agaroz ve nisasta jelleri de kullanilabilmesine ragmen genellikle daha iyi
sonu¢ alinmasi i¢in poliakrilamit jeller tercih edilmektedir. Poliakrilamit jel ile yapilan
elektroforez, Orneklerin daha iyi ayrilmasini saglar. Ciinkii ayrma hem molekiiler hem de
elektroforetik mobiliteye dayanir. Poliakrilamit jeller, minimum protein adsorbsiyonu, hizli
analize olanak saglanmasi, kolay hazirlanmasi, boyama, kopyasini alabilme ve gozenek
biiyiikliigliniin ayarlanabilir olmasi gibi bir¢ok avantaja sahiptir [5].

2.3. Poliakrilamit Jellerin Hazirlanmasi

Poliakrilamit, bir radikal olusturucu tarafindan katalizlenen akrilamit (CH=CH-CO-NH) ile
N,N’-Metilen bisakrilamitin (CH=CH-CO-NH-CH-NH-CO-CH=CH) birlikte polimerize
edilmesiyle elde edilir. Katalizor olarak %0.1-0.3 (KH) B-Dimetilaminopropionnitril (DMAP) ya
da N,N,N’,N’-Tetrametilendiamin (TEMED) ile birlikte kullanilir (Sekil 3) [6].
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Sekil 3. Akrilamit, N,N’-Metilenbisakrilamit, TEMED ve Amonyum Persiilfat molekiillerinin ve
poliakrilamit jelinin yapisi.

Jelin goézenek biiyiikligii, akrilamit monomerinin konsatrasyonu ve N,N’-Metilen
bisakrilamitin olusturdugu ¢apraz bagin oraniyla belirlenir (Sekil 4).

Uzun molekiil zincirleri biciminde polimerize olan akrilamit, bisakrilamit kopriileri
iizerinden ti¢ boyutlu bir 6rgii olusturur [7].
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L L d - 3 :’— - o :
Sekil 4. Elektron mikroskobu kullanilarak elde edilmis poliakrilamit jel goriintiisii. Jelin gézenek
biiyiikliigii akrilamit konsantrasyonuna ve ¢apraz koprii oranina baglidir.

2.3.1. SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi (PAGE) (Laemmli) Yontemi

Mobilite, molekiillerin hem yiiklerine hem de boyutlarina baglidir. Protein molekiillerinin yiikleri
esit ise mobilite sadece biiyiikliige bagli olacaktir. Eger proteinlerin disiilfit baglart MET
(B-Merkapto etanol) araciligi ile kirildiktan sonra elektroforez uygulanirsa, proteinlerin molekiil
agirliklar hesaplanabilir [8]. Protein molekiillerinin sodyum dodesil siilfat (SDS) ile muamelesi
sonucu polipeptit zincirlerinin ikincil, {igiinciil ve dordiinciil yapilar1 pargalanir [9]. Ayrica
deterjan, proteinin hidrofobik bdlgelerine baglanarak, proteinlerin dogal yiiklerini maskeler.
Sonugta, polipeptit zincirlerinde sabit bir yiik/kiitle oranina sahip tek bir yap1 ortaya ¢ikar. SDS-
polipeptit kompleksi, SDS ile hazirlanmis bir jele konuldugunda ortamdaki hizini belirleyen temel
etken molekiil kiitlesidir. Elektrik alan sadece filtrasyon olayinin itici giicii gérevini yapar.

2.3.2. izoelektrik Odaklama (IEF) Yéntemi

Bu yontemin temeli, izoelektrik pH degeri ortamin pH degeri ile uyusmayan bir proteinin ortam
icinde siirekli hareket edecegi ilkesine dayanir. Klasik elektroforezden farkli olarak izoelektrik
odaklamada, proteinlerin ayristif1 mesafeler, ortamdaki pH gradyanina baghdir [10]. Bu pH
gradyanint olusturan molekiillere amfolitler denir. Amfolitler, molar kiitleleri 300-1000 g/mol
araliginda olan poli-aminoasitlerdir (13). Bu molekiiller, proteinler gibi bir izoelektrik noktaya
(p]) sahip olduklar1 i¢in bu noktalarda net elektrik yiikleri sifirdir. Bir proteinin ¢6ziiniirliigi pl
noktasinda minimum oldugu ve protein molekiilii bu pH’de net bir yiik tagimadigt icin elektrik
alaninda hareket edemez. Sonug olarak amfolitler poliakrilamit jellere katilarak, pH 2.5-11
arasinda bir pH gradyeni olustururlar.

2.4. iki Boyutlu PAGE Jel Elektroforezi 2D PAGE)

Protein molekiillerini, farkli 6zelliklerine gore birbirinden ayirmayi saglayan elektroforez
yontemidir [11]. Genellikle molekiiller 6nce izoelektrik noktalarina ve ardindan biiyiikliiklerine
gore ayrilirlar. Bu yontemde boyamadan sonra jel {izerinde ¢ok sayida proteinin varligini gésteren
noktalar belirir [12]. Bu noktalarin yorumlanabilmesi veya diger noktalarla karsilastirilabilmesi
icin bilgisayar destegine ihtiya¢ duyulur.

2D-PAGE, ilk olarak 1975 yilinda O’Farrel tarafindan tanimlanmistir. Cok sayida
proteinin varligini gdsterebilen bir yontemdir. Protein analizlerinde oldukca gii¢lii bir yontem
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olmasina karsin, deneyin tamamlanmasi olduk¢a uzun bir zaman alir. Her &rnegin ayr bir jelde
yiiriitiilmesi diger bir dezavantajidir. Bu nedenle, birden fazla sayida protein 6rnegi ile ¢aligilacagi
zaman, miktarlarinin belirlenmesinde ve miktar karsilagtirilmasinda her zaman ayni sonuglart
elde etmek miimkiin olmayabilir.

2.5. iki Boyutlu Floresan Jel Elektroforezi (2D DIGE)

DIGE, ornege iki boyutlu jel elektroforezi uygulanmadan oOnce floresan bir madde ile
isaretlenmesi esasina dayanir [14]. Ornegin 3 farkli floresan boya ile isaretlenebildigi bu
yontemde, genellikle Cyber boyalar (Cy2, Cy3, Cy5) kullamlir [14, 15, 16]. Isaretlenmis drnek
daha sonra jel iistine konularak ayrismasi saglanir. Elektroforezin sonunda jel, kullanilan
boyalarin eksitasyon dalga boyunda 1gikla uyarilarak, jel iizerinde protein 6rnekleri goriintiilenir
ve analiz edilir. DIGE analizinin yapilabilmesi igin, CeCyder, Delta 2D, Progeness ve REDFIN
gibi bilgisayar programlarindan yararlanilir.

Bu yontemin en bilyiik avantajlarindan biri, birden fazla protein 6rneginin ¢ok kiigiik
miktarlarinin tek bir jel {izerinde dogru olarak goriintiilenebilmesini saglayacak duyarlilikta
olmasidir. Cyber boyalarin duyarliligin1 6rnek vermek gerekirse, Cy2 boya ile 0.075 ng, Cy3 ve
CyS5 boyalart ile 0.025 ng’lik c¢ok kiigiik protein miktarlarin1 6lgme duyarliligma sahiptirler.
Klasik elektroforez yonteminde kullanilan giimiis boyalarinin duyarlilifi ise, 1 ng’lik protein
ornegini goriintiileyecek kadardir.

DIGE’nin kullanim kolayligi saglayan diger 6nemli avantaji ise, protein 6rneklerinin
analizi sirasinda, jeller arasindaki degigkenliklerin 6nlenebilmesidir. Dolayisiyla, ayni jel {izerinde
birden fazla protein 6rnegine ait internal standartlar kullanilarak analiz edilmesi bu ydntemin
giivenirliligini artirir [17-21].

3. PROTEOM CALISMALARINDA 2D DIGE KULLANILMASI

Insan genom projesi, yaklasik 32000 genin tanimlanmasini hedeflemistir [22, 23]. Genomun
sifreledigi proteinlerin yani proteomlarin belirlenebilmesi i¢in ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir.
Bazi genler, birden ¢ok proteini sifreleyebilir. Fosforilasyon, glikozilasyon ve proteolitik
yikimlar1 da igeren birgok post-translasyonel modifikasyon sonucu proteinlerin yapisi ve
fonksiyonu degisir. Benzer sekilde oligosakkaritler ve lipitler gibi molekiiller proteinlere
eklenerek hiicre kompartmanlarindaki yerleri belirlenir. Sonug olarak, viicutta cesitli sekillerde
onbinlerce farkli proteinin sentezi yapilmaktadir.

Proteomiks teknolojisi ile saglik ve hastalik gibi farkli kosullarda bulunan hiicre, doku
ve vucut sivilarindaki proteinlerin birbirleri ile iliskileri, yap: ve fonksiyonlar: sistematik olarak
incelenmekte ve nicel (kantitatif) analizleri yapilmaktadir [24]. Son yillarda, bu teknoloji
biyolojik belirteglerin (biomarker) tanimlanmasinda kullanilmaya baslanmigtir. Biyolojik
belirtegler, bir biyolojik sistemin fizyolojik durumunu yansitir. Bu durum hastalik siiresince
degisebilir [25]. Bu nedenle biyolojik belirtegler bircok hastaligin teshis ve tedavisinde dnemli rol
oynamaktadir.

3.1. Proteomiks ve Kanser Teshisi

Kanser belirtegleri biyolojik belirteclerin  6nemli bir grubunu olusturmaktadir. Ornegin,
gastrointestinal kanserde CEA, Cal9-9 ve Ca72-4 gibi serumda Olgiilen belirtegler %20-%60
duyarlilikta dlciilebilmektedir [26, 27, 28, 29]. Bu tiir belirteclerin duyarlilik diizeyi diger kanser
tiirleri i¢inde yiiksek degildir. Bundan dolay1, birgok kanser olmayan hastada pozitif-yanlig sonug
almabilmektedir. Tiimore c¢ok daha duyarli ve timdriin varhigmi spesifik olarak gosteren
belirteclere ihtiyag bulunmaktadir.
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3.2. Proteomiks ve Kanser Tedavisi

Biyolojik belirtegler, kanser tedavisinde anlamli gelismelere yol agmaktadirlar. Ornegin,
yumurtalik kanserinde goriilen ve hastalik sirasinda gen anlatimi (expression) yaklasik %30 artan
HER2/neu proteini, bir membran proteinidir. Bu artis, HER-2 kinaz aktivasyonuyla mitojenik
sinyal iletimi ve hiicre c¢ogalmasiyla sonuglanmaktadir. HER2/neu’a karsi hazirlanan bir
monoklonal antikor (Herceptin; Genentech, Inc., San Francisco, Calif., USA), HER2/neu epitopu
gen anlatimina sahip olan hastalarin tedavisinde kullanilmaktadir.

4. IKi BOYUTLU JEL ELEKTROFOREZi VE KANSER

iki boyutlu jel elektroforezi 1975°den beri laboratuvarlarda siklikla kullamilan bir ydntem
olmasina ragmen, kanser teshisinde rutin olarak kullanilan bir belirte¢ haline gelememistir.
Bununla birlikte son yillarda, 2D-PAGE veya 2D-DIGE’nin kiitle spektrometresiyle birlikte
kullanilmast, biyolojik belirteglerin tayininde bu yontemlerin 6nemini daha da artirmistir.

Timorli  dokular, normal dokunun hiicreleri, vaskiiler endotelyal hiicreler ve
enflamatuar hiicreler gibi timdr olmayan hiicreleri de icerir. Buna ilave olarak tiiméorli dokularda
plazma proteinlerini igeren plazma hiicreleri de bulunabilir. Dolayisiyla elektroforez uygulanacak
protein karisimlarinda sayilan tiim hiicre tipleri bulunabilir. Daha saf bir kesimle ¢aligmak igin,
istenilen hiicre grubu laser ile mikrodiseksiyon (laser microdissection, LMD) denilen bir
yontemle hazirlanir [30, 31, 32, 33]. LMD yontemi ile dokudan oldukea kiigiik bir kesit alinarak
(6rnegin 1mm? lik yiizeyden 1pm kalinhkta) istenilen hiicre grubu elde edilir. LMD yéntemi ile
elde edilen hiicreler, 2D-PAGE veya 2D-DIGE ile goriintiilenirler. 2D-PAGE kullanilmast
durumunda, goriintiilenme giimiis boyama ile gerceklestirilir. Sekil 5°te mide kanserli bir
hastadan alinan normal (N) ve tiimor dokularindan (T) izole edilmis epitel hiicrelerin
2D-elektroforez profilleri goriilmektedir. A ve B noktalar1 elektroforezin ardindan kesilmis,
tripsin ile yikilarak kiitle sprekrometresinde Call proteini tanimlanmistir. Mide kanserlerinde
Call proteininin gen anlatimi azalmigtir.

3 pH 6 3
- - -
_
5 -
-
. * =
e -
ut
"
o. . -
N i T
SpotB SpotB

l/po l‘/ pot

Sekil 5. Mide kanserli bir hastadan alinan normal (N) ve tiimér dokularindan (T) izole edilmis
epitel hiicrelerin 2D-elektroforez profilleri gériilmektedir. A ve B noktalar elektroforezin
ardindan kesilmis, tripsin ile yikilarak kiitle sprekrometrsinde Call proteini tanimlanmustir.
Mide kanserlerinde Call proteininin gen anlatimi azalir.
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Bu yontem igin ortalama 5000 hiicre yeterli olmaktadir [34]. Bu sekilde yaklagik 450-
1000 protein noktas: analiz edilebilir. Ancak bir jel iizerinde tek bir protein Orneginin
goriintiilenebilmesi ve tiim deneyin yaklasik 4 giin siirmesi bu yontemin rutinde kullanimini
zorlastirmaktadir.

Ik olarak Kondo ve grubu [35], farede normal intestinal epitel hiicreler ile adenoma
kanser hiicrelerini elektroforetik yontem ile karsilastirdilar. Calisilan hiicreler LMD kullanilarak
elde edildi ve iki boyutlu floresan elektroforezle ayristirildi ve yaklasik 1500 protein noktasi
analiz edilebildi. Belirlenen noktalardan 37 tanesi kiitle spektrometresi ile tanimlandi. Adenom
kanserinde ortaya c¢ikan 3 protein ve bunlara ait elektroforez jeli iizerinde 3 protein noktasi
goriintiilenip tanimlandi. Bu ¢alisma ile 2D-DIGE y&nteminin kanser proteomiks ¢alismalarinda
oldukga 6nemli bir yontem oldugu gosterilmistir.

Gharbi ve grubu ise [16], meme kanseri modelinde luminal epitelyum hiicrelerinin
ErbB-2 aracili transformasyonun incelenmesinde 2D-DIGE ydntemini kullandilar. ErbB-2 bir
reseptdr kinazdir ve meme kanserinde gen anlatimi yaklasik olarak %25-30 artmaktadir. 2D-
DIGE yontemi ile normal ve kanserli dokularin karsilastirilmasi sonunda, 35 adet protein
noktasinin miktarlarinda degisiklik belirlendi. Bunlardan 18 tanesi kiitle spektrometresi ile
tanimlandi. Bu ¢alisma 2D-DIGE’nin 2D-PAGE’ye gore hem ¢ok daha hizli ve farkliliklarin
tanimlanmasinda ¢ok daha anlamli oldugunu gostermistir.

5. SONUC

Elekrtoforez biyolojik belirteclerin tayininde ve tamimlanmasinda oldukc¢a ¢ok kullanilan bir
yontemdir. Kanser belirteclerinin tayininde proteomiks teknolojisi yontemlerinin kullanilmasi ile
oldukca giiglii bir yontem Ozelligi kazanmistir. 2D-PAGE’nin uzun zaman almasi ve
standardizasyonundaki giigliiklerden dolayi, 2D-DIGE yontemi giinlimiizde daha ¢ok tercih
edilmektedir. Sonug olarak, 2D-DIGE ile kiitle sprektometresinin birlikte kullanilmasi kanser
teshis ve tedavisine yeni katkilar getirebilmektedir.
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