ISSN: 2146-8168 Sayi:11, Y11:2015, Sayfa: 1-10
N N A X

4 Fen Bilimleri Enstitiisii

£ (;?0‘%\ Gaziosmanpasa Universitesi

s e* 7 "/7/ .
Dergiye Gelis Tarihi: 25.10.2013 Bag Editor: Bilge Hilal CADIRCI
Yayia Kabul Tarihi: 05.01.2015 Alan Editéri: Sinan EGRI

Protein Elektroforez Jellerinin Boyanmasinda
Coomassie’ ye Alternatif Dogal Boyalar

Fatma GEDIKLI** (fatma.gedikli@gop.edu.tr)

isa GOKCE® (isa_gokce@yahoo.co.uk)
*GOP Un. Fen-Edebiyat Fak. Kimya Béliimii 60240 TOKAT
YGOP Un. Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik Boliimii 60240 TOKAT

Ozet — Bu calismada; proteinlerin elektroforez jellerinin boyanmasinda dogal
boyalarin kullanilabilirligi arastirllmistir. Bu amacla; ceviz (Juglans regia),
karadut (Morus nigra), kokboya (Rubia tinctorum), karamuk (Berberidis
crataegina) ve kizilagag (Alnus glutonisa) kullanilmigtir. Bu bitkilerden hazirlanan
materyal ile kan proteinlerinin kosuldugu SDS PAGE jelleri boyanmistir. 9x6 cm
biiytikliigiindeki jellere kan proteinlerinden; albliimin, globiilin, hemoglobin,
fibrinojen kosulmus, ardindan bu jellere dogal boyalar uygulanmigs ve Coomassie
Brillant Blue ile boyanmis olan kontrol jeli ile karsilagtirilmistir. Sonug olarak;
protein bantlarinin gozlenmesi igin elektroforez jellerinin boyanmasinda dogal
boyalardan bazilar1 kullanilabilir.
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Natural Dyes Alternative to Coomassie
for Staining of Protein Electrophoresis Gels

Abstract — In this study, it was investigated that whether natural dying matters

are able to stain electrophoresis gels or not. In this purpose walnut (Juglans

regia), black mulberry (Morus nigra), madder (Rubia tinctorum), barberry

(Berberidis crataegina) and alder (Alnus glutonisa) were used for gel staining. Keywords —

Blood proteins such as albumin, globulin, hemoglobin and fibrinogen used as  Protein, electrophoresis,
SDS PAGE samples and after running, the gels were stained with natural dye natural dying

solutions and compared with the Coomassie stained gels. In conclusion, some of

the natural dyes can be used for staining protein bands on polyacrylamide

electrophoresis gels.
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1.1. Elektroforez

Elektroforez, yiiklii molekiillerin bir elektriksel alandaki hareketlerinin izlendigi bir tekniktir.
Cozlinmiis durumdaki molekiillerin elektrik yiiklerinin kiitlelerine oraniyla belirlenen hizlarda
elektriksel alanda hareket etmeleri prensibine dayanir.

Bu sistemde analizi yapilacak ornek bir destek ortamina uygulanir. Modern elektroforetik
tekniklerde destek ortamui olarak daha cok jeller tercih edilmektedir. Jeller, igerisinde uygun bir
tampon bulunan bir elektroforez aygitina yerlestirilerek islem gergeklestirilir. Analiz edilecek 6rnek
jele bir leke ya da ince bir bant halinde uygulanir. Kat1 jel destegi ile ayirimi yapilacak molekiillerin
hareketi, molekiillerin yiikiine, boyutuna, bigimine, kimyasal i¢erige ve uygulanan elektriksel alana
baglidir (Reed et al.,1998).

Oldukgca hizli ve kullanigh bir teknik olan elektroforezin bir homojenattaki farkli molekiilleri
ayirma kapasitesi genellikle fazla yiiksek degildir. Bu nedenle bu teknikten preparatif olarak
siirli 6l¢lide yararlanilmaktadir. Buna karsilik az miktardaki protein ya da niikleik asit
karisimlarini saflastirmakta ve analizlerini yapmakta genis ¢apta kullanilmaktadir (Harris &
Angal,1990; Scopes,1994).

Tim elektroforez tiplerinin temeli; V=IR ve P=I°R elektriksel esitliklerine dayanur.
Aralarindaki baslica fark destek ortaminin tipi ve konumudur. Dikey ya da yatay konumdaki
destek ortami; seliiloz ya da poliakrilamid vb jellerden hazirlanabilir. Seliiloz; amino asitler
ve karbohidratlar gibi diisiik molekiil agirlikli olan molekiiller i¢in, poliakrilamid gibi jeller
ise daha biiylik olanlar (protein, niikleik asitler) icin destek ortami olarak kullanilir
(Ausubel, 1989).

Proteinler izoelektrik noktalarinin (pl) tlizerindeki pH degerlerinde (-) yiikliidiirler ve
elektriksel alanda anoda go¢ ederler; bu noktanin altinda ise (+) yiiklidiir ve katoda go¢
ederler (Temizkan ve Arda, 2003).

Akrilamidin polimerizasyonuyla hazirlanan poliakrilamid jellerin elektroforetik ayirimlarda
cesitli Ustlinliikleri vardir: kiigiik ya da orta boydaki (yaklagik 1x10° Da’ a kadar) niikleik
asitler ve proteinler i¢in yiiksek ayristirma giiciine sahiptir; olduk¢a biiylik boyuttaki
ornekler i¢cin uygundur. Go¢ eden molekiillerle destek materyali arasindaki etkilesim en
diisiik diizeydedir. Destek materyali fiziksel olarak olduk¢a kararli ve dayaniklidir.
Poliakrilamid jellerle yapilan elektroforez drnekteki bilesenlerin daha iyi ayrigmalarina yol
acar. Cilinkii ayirim hem molekiiler elekleme hem de elektroforetik harekete dayanir.
PAGE’nin jel gegirgenlik kromatografisinden farki, poliakrilamid jelde kiiciik molekiillerin
biiyiik molekiillerden daha hizli hareket etmeleridir. (Temizkan ve Arda, 2003).

Proteinlerin ayrilmasi i¢in kullanilan standart bir jel genelde %7.5 poliakrilamid igerir. Bu
jeller 10.000- 1.000.000 Da arasindaki molekiiller i¢in kullanilabilir ama en iyi ¢dziinme
30.000- 300.000 Da arasinda elde edilir. Bir jelin ayrigtirma giicii ve molekiil boyutu araligi
akrilamidin ve bis-akrilamidin konsantrasyonuna baglhidir. Diisiik konsantrasyonda daha
biiyiik porlar olusur ve yliksek molekiil agirlikli biyolojik molekiillerin analizi yapilabilir;
yiiksek konsantrasyonlarda ise, daha kiiciik porlarin olusumu diisiik molekiil agirlikli
olanlarin analizine izin verir (Boyer, 2000).
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Proteinler denatiire (SDS igeren) bir jelde molekiil biiyiikliigiine gore; dogal (“native”) bir
jelde ise molekiil bigimi, biiyiikligii ve yiikiine gore ayrilir. Denatiire ortamda
gergeklestirilen elektroforez (SDS-PAGE) molekiil agirligi belirlemelerinde kullanilir. Bu
tip bir elektroforetik ayrimda ¢oziiniirliigli daha az olan proteinlerin ayrigmasi saglanir,
ancak uygulanan protein karigimi diisiik molekiil agirlikli tioller (2-merkaptoetanol veya
DTT) ve SDS varliginda 1sitilarak denatiire edildiginden biyolojik aktivite ortadan kalkar.
Dogal kosullar altinda (SDS’siz ortamda) gerceklestirilen elektroforezde ise, ¢oziinebilen
(“soluble”) proteinler biyolojik aktivitelerini kaybetmeksizin ayrilirlar (Laemmli, 1970).

SDS-PAGE’nin en o6nemli yarari, polipeptidlerin molekiil agirliklarmin belirlenmesine
olanak vermesidir. Molekiil agirligi bilinmeyen protein ornek, molekil agirligi bilinen
standart proteinlerle (Tablo 1.1.) birlikte, ayni jel iizerinde yan yana ceplere uygulanir ve
ayr1 hatlarda elektroforetik olarak ayrilir. Boyama sonrasinda jelde gozlenen bantlarin bir
standart markor le karsilastirilmasi ile proteinin molekil agirhigi hakkinda bir fikir
edinilebilir (Gersten, 1996).

Tablo 1.1. SDS-PAGE’ de kullanilabilecek bazi standart protein karigimlar (markor)

Kit icinde bulunan standart Molekiil agirhig: (kDa)
proteinler

a-2-Makroglobulin ( insan plazmasi) 180.0
B -Galaktosidaz (E. coli) 116.0
Fosforilaz B (tavsan kasi) 97.0
Katalaz 58.0
Alkol dehidrogenaz 39.8
Karbonik anhidraz 29.0
Lizozim (yumurta aki) 14.3

1.2.Coomassie ile Boyama

R250 veya G250 olmak tizere farkli formlardaki, coomassie mavisi, proteinlerin boyanmasi
icin yaygim kullanilan bir belirtegtir. Bu boyalar, proteinlerle kimyasal tepkimeye girmez,
ancak sadece kovalent olmayan kompleksler olusturur. Etkilesimin esasen iyonik oldugu
diigiiniiliir, fakat baglanma proteinlerin tizerindeki baslica gruplara, olasi apolar Van der
Waals giicleri ile baglidir. Bu nedenle boyalar, tiim proteinlere esit olarak baglanmaz.
Bununla beraber, iki boya yapisal benzerdir; farkli fiziksel ve boyama prosediiriine ihtiyag
duyarlar ve higbir pargacik protokolii birbiri ile yer degistirmez (Bradford, 1976).

Jeldeki proteinlerin boyanmasinda, olduk¢a yaygin olarak kullanilan Coomassie mavisi;
0zelikle R250 formudur. Bu prosediir, boyanin sudan etkilenmeyecek sekilde proteinlere
baglanmasina ve ¢oziinmemesine dayanir. Jelin yikanmasi ile boyanin, tamami degil ama
fazlas1 uzaklagmis olur, bu ylizden mavi boyanin baglanmasi ile proteinler goriiniir hale
gelir. Bir poliakrilamid jelde yaklasik 0.1 pug protein saptanabilir. Diger boyalarin bazilari
proteinlerle, sik1 sekilde baglanir, fakat ¢gogu, Coomassie mavisi kadar hassas degildir (Tal
ve ark.,1985).

1.3.Boyama Amach Kullanilan Bitkiler

# Ceviz (Juglans regia) tanen, ugucu yag ve act lezzetli bir boyar madde (juglon) (Sekil 1.1.)
tasimaktadir. Bu maddenin rediiklenmis tiirevi taze yapraklarda glikozit halinde bulunur ve
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boyamada kullanilir (Korur, 1937). Ceviz agacinin kokiinden, gévde kabuklarindan,
yapraklarindan ve meyvesinin yesil kabuklarindan boya yapilir (Anonim, 1991).

0]

OH o
Sekil 1.1. Juglon

# Kokboya (Rubia tinctorum) 1-2 m uzunlugunda, gévdesi koseli ve sert dikenli, ¢ok yillik
tirmanict bir bitkidir. Bilesimi; boyar madde veren glikozitler tasir. Bu glikozitlerin en
onemlisi ruberitik asit olup, enzimler ile hidroliz sonucu, kokiin boyar maddesi olan
alizarin’i (Sekil 1.2.) verir (Korur, 1937). Kimyasal agidan kdkboya koklerinde, birden fazla
boyar madde vardir. Bunlar; Rubiritrik asidi, Alizarin, Rubiadin glikoziti, Rubiadin,
Purpurin, Ksanto purpurin, Pseudo purpurin, Munjistin’ dir. Kokboyanin, kok ve
meyvelerinden labaratuvar kosullarinda birbirinden giizel renkler elde etmek miimkiindiir.
Kurutulmus ve ogiitiilmiis kokboya kokleri ile cesitli metal tuzlariyla muamele edilen

yinlerin yarim saat kaynatilmasi suretiyle kirmizinin farkli tonlar aldigir goriilmiistiir
(Anonim, 1991).

O OH
I I OH
o

Sekil 1.2. Alizarin

# Karadut (Morus nigra) sekerler, organik asitler (tartarik ve sitrik asitler) ve boyar
maddeler (ellajik asit- Sekil 1.3.) tasimaktadir (Baytop, 1999).
(0]

OH O

OH OH

(@]
Sekil 1.3. Ellajik Asit
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# Karamuk (Berberidis crataegina) 2 m yiikseklige ulasabilen, ¢ali goriiniimiinde, dikenli ve
sar1 ¢icekli bir agaceiktir. Govde ve kokiin i¢ kismi sar1 renklidir. Meyveleri olgunlukta
siyah renklidir. Bilesimi; meyveleri (Fructus Berberidis crataeginae), tanen, organik asitler
(malik, tartik, sitrik asitleri) ve C vitamini tasimaktadir (Baytop, 1999). Bu bitkinin kok,
odun, filiz ve kabuklar1 berberin (Sekil 1.4.) denilen alkaloit halindeki boyar maddeyi
icerdiginden pamugu, yiinii ve ipegi sartya boyar (Anonim, 1991).

O]
L
© X

Sekil 1.4. Berberin

CHj;

CHj,

# Kizilagag (Alnus glutinosa) kisin yapragimi doken aga¢ veya agaceik halinde odunsu
bitkilerdir. Koklerinde bulunan havanin serbest azotunu baglayan yumrular nedeniyle
topraklar1 azot¢a zenginlestirir. Yapraklar1 ve kabugu boyamada kullanilmaktadir (Onal,
2000). Kizilagagtaki boyar maddelerin yapist heniiz aydinlatilmamistir. Fakat yapisindaki
sepileyici 6zelligi olan maddelerin (katesik tanen) varligt bilinmektedir (Anonim, 1991).

2. Materyal Metot
2.1. Dogal Boyarlarin Hazirlanmasi

Kizilagag “GOU - Dogal Boyalar Arastirma ve Uygulama Merkezi” nden, diger bitkiler
2005 yilinin temmuz ayinda, Tokat Merkez Kasik¢i Baglari civarindaki bahge ve agik
arazilerden toplanmistir.

Ceviz, kokboya ve kizilaga¢ golgede kurutuldu. Kurutulduktan sonra 6giitiiciide ¢ekilerek
toz hale getirildi. 75 g madde tartilip 500 mL deiyonize suda 2 saat siireyle kaynatildi ve
stiziildii. -20 °C’ de ki dondurucuda sakland.

Karadut ve karamuk meyveleri soguk preste ezildi ve suyu sizildi. -20 °C’ deki
dondurucuda saklandi.

2.2. SDS-PAGE (Sodyum Dodesilsiilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

Polipeptidlerin ilerleme hizlari, sadece i¢ elektriksel yiikleri tarafindan degil, ayn1 zamanda
molekiil agirliklar1 tarafindan da belirlenmektedir. SDS, polipeptidlerin ana iskeletini
cevreleyerek proteinleri denatiire eden anyonik bir deterjandir. Ayrica molekiillere negatif
bir yiik de kazandirmaktadir.

SDS- PAGE’ nin en 6nemli yarar1 molekiil agirliklarini belirlenmesine olanak vermesidir.
Molekiil agirligi bilinmeyen 6rnek standartla birlikte ayni jele uygulanir ve ayr1 hatlarda
elektroforetik olarak birbirinden ayrilir. Boyama sonrasinda jelde gozlenen bantlarin
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karsilastirilmasi ile protein molekiil agirliklar belirlenebilir. Asagida verilen yontem en ¢ok
kullanilan kesikli SDS jel elektroforezi tekniklerinden biridir (Laemmli, 1970).

Kullanilan ¢ozeltiler

» Lower buffer: 1.5 M’ lik Tris ¢6zeltisi ve % 0.4’liik SDS ¢ozeltisi kullanilarak pH 8.8’¢
getirildi.

 Upper buffer: 0.5 M’ lik Tris ¢ozeltisi ve % 0.4’liik SDS ¢ozeltisi kullanilarak pH 6.6’a
getirildi.

* Running buffer (5x): 1 M glisin, 0.12 M Tris ve % 0.5’ lik SDS ¢ozeltisi kullanildi.

« Stain: 250 mL metanol, 50 mL glasiyel asetik asit, Coomassie brilliant blue 0.5 g alinarak
su ile 500 mL’ ye tamamland.

* Destain: 250 mL metanol, 50 mL glasiyel asetik asit, su ile 500 mL’ ye tamamlandi.

* Resolution jel (alt jel): %40’ ik akrilamid ¢ozeltisinden 2.1 mL, lower buffer
¢ozeltisinden 2.25 mL, de-iyonize sudan 3.98 mL alinarak karistirildi ve en son agsamada 50
uL %10’luk APS ve 20 uL TEMED eklendi.

« Stacking jel (iist jel): %40’ lik akrilamid ¢ozeltisinden 0.35 mL, upper buffer
¢ozeltisinden 1 mL, de-iyonize sudan 2.59 mL alinarak karistirildi ve en son asamada 50 pL
% 10’luk APS ve 10 uL TEMED eklendi.

Cam tabakalarin arasina ayiraglar (spacer) yerlestirildi ve sabitlendi. Resolution jel (alt jel)
¢ozeltisi hazirlanarak APS ve TEMED en son asamada ilave edildi. Bu ¢ozelti hizli bir
sekilde cam tabakalarin arasina dikkatlice dokiildii, ylizeyin diizgiin olmasi i¢in 1-2 damla
biitanol damlatildi ve polimerlesmenin tamamlanmasi i¢in 10 dakika beklendi. Polimerlesme
tamamlandiktan sonra yiizeydeki biitanol yikanarak uzaklastirildi. Stacking jel (iist jel)
¢Ozeltisi hazirlanarak en son asamada APS ve TEMED ilave edildi. Hizli bir sekilde
resolution jelin tizerine dokiildi, tarak (comb) yerlestirildi ve polimerlesmesi i¢in 10 dakika
beklendi. Kuyucuklarin (well) yerleri belirlenerek tarak ¢ikarildi boylelikle SDS PAGE jeli
kosulmak iizere hazir duruma getirildi.

2.2.1. Coomassie Blue ile Boyama

Coomassie “brilliant blue” parlak mavisi; proteinlere rastgele baglanan bir boyar maddedir.
Jel lizerinde proteinlerin ¢oktiigii bolgeler boya ile mavi renge boyanir. Alt zemindeki fazla
boya, yikama [baglanmamis boyayi uzaklastirma “destaining”] ¢ozeltisi ile yok edildikten
sonra, jel asetik asitli suda saklanir. Ancak bu ¢ozeltide uzun siire bekletilen jel
dayanikliligini yitirir, bantlar kaybolabilir; bunun i¢in boyama sonunda hemen fotografi
¢ekilmeli yada kurutarak saklanmalidir (Tal et al., 1985).

2.2.2. Dogal Boyarlar ile Boyama
Boya hazirlanirken; 250 mL metanol, 50 mL asetik asit balon jojeye alinip hacim 500 mL’

ye tamamlanana dek dogal boyarlarin siiziintiisiinden eklendi. Jel SDS- PAGE tankina
yerlestirildi, tanka 1x kogma tamponu dolduruldu. Kuyucuklara 20 uL. olmak iizere sirasiyla;
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SSA (sigir serum albiimin), globiilin, fibrinojen, albiimin, hemolizat, hemolizat, albiimin,
fibrinojen, globiilin ve SSA verilerek cihaz 200 V sabit gerilimde ¢alistirildi. Kosma
tamamlandiktan sonra alet kapatildi. Jel dikkatlice ¢ikarildi. Saf su ile yikanarak boyama
kabma alindi. Uzerine boya eklendikten sonra 1-2 dakika mikrodalga firinda bekletildi.
Sonra 1 saat siireyle c¢alkaland1 ve boya alinarak, jel yikandi. Boya ¢ikarma “destain”
¢ozeltisi i¢inde 1 giin siireyle bekletildi. Daha sonra saf su i¢ine alinarak, ‘“‘scanner”
cihazinda goriintiisii alindi.

3. Bulgular ve Tartisma

Dogal boyarlar ile yapilan jel boyama ¢alismalarinin sonuglari goriilmektedir.

=1 | e _WFTCR
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“§tv wey”
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Sekil 3.1. (a) Ceviz ile boyanan jelin (b) Comassie ile boyanan jel ile karsilastirilmasi

Ceviz ile hazirladigimiz boya proteinleri boyamis ve bantlar1 gériiniir hale getirmistir.
Kontrol jeli ile karsilastirma yapildiginda tim bantlarin rahathikla gozlenebildigi
goriilmektedir, fakat yine de diisiik konsantrasyondaki proteinleri Comassie boyasina gore
biraz daha az boyamaktadir.
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Sekil 3.2. (a) Karadut ile boyanan jelin (b) Comassie ile boyanan jel ile karsilastirilmasi

Karadut ile hazirladigimiz boya proteinleri boyamis fakat diisiik konsantrasyonlu olanlar
fazla belirginlestirmemistir. Kullanilan boyanin konsantrasyonunu artirma veya boya
maddesinin saf olarak kullanilmasi gibi islemlerle bantlar daha belirgin hale getirilebilir.
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Sekil 3.3. (a) Karamuk ile boyanan jelin (b) Comassie ile boyanan jel‘ile kargilagtirilmasi
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Karamuk ile hazirladigimiz boya proteinleri boyamis fakat diisiik konsantrasyonlu olanlari
belirginlestirmemistir. Bunun i¢in boyay1 daha derisik hale getirme veya saf olarak kullanma
gibi islemler uygulanarak daha belirgin bantlar elde edilebilir.

:w“.'“

i

"‘ -

Sekil 3.4. (a) Kizilagag ile boyanan jelin (b) Comassie ile boyanan Jel ile karsilagtirilmasi

It

Kizilaga¢ ile hazirladigimiz  boya proteinleri boyamis fakat tiim  bantlarn
belirginlestirmemistir. Uzerinde ¢alisma yapilarak bantlar daha belirgin hale getirilebilir.
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Sekil 3.5. (a) Kokboya ile boyanan jelin (b) Comassie ile boyanan jel ile karsilastirilmasi

Kokboya ile hazirladigimiz boya proteinleri boyamis ve tiim bantlar1 belirginlestirmistir.
Boyanin iizerinde calisilmasi halinde Coomassie boyasina alternatif olarak {iretilmesi
miimkiindiir.

Yiin kimyasal yapi itibariyle hem amino gruplar hem de karboksilik gruplar icermektedir.
Bu nedenle hem asidik, hem bazik hem de nétr ortamda boyama yapilabilmektedir. Mordan
olarak ilave edilen metal tuzlar1 yiin ile boyarmadde arasinda bir tuz kopriisii kurmak
suretiyle boyamalar gerceklesmektedir. Mekanizma: [Yiin --- Mordan (Me") ---- Boyar
madde] seklindedir (Onal, 1996a; Onal, 2005).

Bu calismada kullanilan proteinler; metaloprotein degildir (yani metal icermezler) ve
boyama yapilirken mordan kullanilmamistir. Bu nedenle boyama mekanizmasi metal
kopriisii  lizerinden degil proteinlerin sahip olduklar1 fonksiyonel gruplar ile boya
molekiilleri arasindaki etkilegsmeler sonucu olusan rasgele baglanmalardir. Buna 6rnek
olarak Sekil 3.6.” da yaygin bir boya olan “eosin” in proteini boyama mekanizmasinin nasil
gerceklestigini gosterilmektedir. Eosin asidik bir boya oldugu igin proteinin + yiiklii kismi
ile etkilesmistir, ancak bazik boyalarda durum tam tersidir. Yani boya proteinin — yuklii
kismu ile etkilesir (Anonim, 2014).
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protein

Sekil 3.6. Eosinin proteinle etkilesimi

4. Sonug

Elde edilen verilere gore bantlarin gozlenmesi i¢in bir siralama yapilacak olursa;
kokboya>ceviz>kizilaga¢>karadut>karamuk seklinde oldugu goriilmektedir. Siralamadan
anlasildig1 gibi en iyi boyama yapan bitki kokboyadir ve bu sonug literatiir ile de oldukca
uyumludur (Onal, 1996b). Kokboya ile yapilan boyamalarda (Esberk ve Kosker, 1945;
Harmancioglu, 1955) kirmizi, kahverengi ve turuncunun bir ¢ok ¢esidi ve tonu elde
edilmistir. Bu ¢aligmalarin da gosterdigi gibi kokboya bitkisi boyamacilik agisindan zengin
icerigi ile oldukca degerli bir dogal boyardir. Uzerinde yapilacak kiigiik bir ¢alismayla bile
etkili bir boyanin elde edilmesi miimkiindiir.

Ceviz, kizilagag, karadut ve karamuk bitkileri kokboya kadar iyi olmasa bile ¢aligmanin
gelistirilebilmesi i¢in umut vericidir. Gelistirme yontemi olarak derisimlerin artirilmasi,
boyama siiresini uzatilmasi, yikama siiresinin kisaltilmas1 veya boya maddelerinin saf
olarak kullanilmasi ile bu bitkilerin kimyasallariyla bir protokol olusturulabilir. Protokol
olusturuldugu takdirde Coomassie boyasina alternatif bir boyama teknigi gelistirilmis
olunabilir. Hem daha az maliyetli hem de daha kolay bulunabilir bir protokoliin
gelistirilmesiyle elektroforez c¢aligmalar1 esnasinda dogal boya kaynaklari rahatlikla
kullanilabilir. Ayrica kullanilan boyar maddelerin spektroskopik o6zellikleri arastirilarak
aynen Bradford yontemiyle yapildigi gibi spektroskopik yontemle protein yada amino
asitlerin kantitatif analizi yapilabilir. Farkli renklerde oldukg¢a etkin yeni boyar maddelerle
degisik molekiiler agirlikli proteinler boyanarak “Western blotting” i¢in yeni ve daha
kullaniglt “prestained”” 6nceden boyanmis markor yapilabilir.
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