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Serumun Cesitli Derecelerde Isihlmasile Protein
Fraksiyonlarinda Meydana Gelen Elektroforetik
Degisiklikler

Electrophoretical Changes in Protein Fractions of
Heat-ireated Blood Serum af Different Temperatures

Sevket TEEMAN ve Nevzat ONER*

Kan serumunun muayyen derecenin iistitnde isitilmasile pthiilagiige,
hagka bir deyimle ihtiva etiifi proteinlerin denatire oldugu eskidenberi
hilinmektedir. Denatiirasiyon, umumiyetle .bir kisim proteinlerin 1s1,
iltraviole ve saire gibi bir takim dig tesirlerle natif halde mevecut bazi
tzelliklerini irreversibl olarak degistirmesinden ibarettir. Denatiirasiyon
olaymda, biri natif halde meveut katlanmis molekiillerin ag11mas1,.digeri
bu aglimis molekiillerin agregaﬂar tegkil ederek cOkmesi olmak izere
en az iki safharin bulundugu kabul edilmektedir. Proteinlerin denatiira-
sivonunda meydana gelen degisiklifin  bilhassa molekiillerin agilmas: .
safhasinda husule geldigini gdsteren birgok tecriibeler vardir, Bu tecrii-
kelerin vapilmasinda cesitli metodlar denenmis ve son senelerde ise bu
dJegigiklikler bilhassa elektroforetik metodla incelenmistir. '

Nitekim Van der Scheer ve arkadaslar: (1) normal siir serumunt
£5°C de 1sittiktan sonra elektroforezini yaprmglar ve natiflerine nazaran
beta globuline tekabill eden ve (C) komponenti adim  verdikleri bir
pik’in meydana geldigini pistermiglerdir. Bozzetti ve Prina (2) 11 ile
denatiire edilmis insan serumunun elekiroforezinde alfa globulin
mintakasinda elektroforetik bir flziyon goérmiislerdir. David ve Hull (3)
beta laktoglobulini 70°C de sittikian sonra elektroforezini yapmigiar ve
bit maddenin elektroforetik mobilitesinin “arttifim tesbit etmiglerdir.
Tsiprovich ve Loseva (4) serum prbteinlerini tre ile denatiire ettikten
sonra yaptiklar1 elektroforezde bir tek pik’in meydana geldigini goster-
miglerdir. Bundan evvelki bir calismamizda (5) serum albumin’in pH 6.4
de ve kaynar su banyosunda 1sittiktan sonra mhtilagtigl ve _ayni tecriibe-
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win kongo kirmyzisi muvacehesinde yapidifi zaman berrak kaldifi ve
elektroforezde gbc ettigl tesbit edilmigti. Yine bir ¢alismada (6) alkalik
ortamda ve kaynar su banyosunda" wsitilarak prhtilagsmasina méani olun-
mug ve bu tarzda denatiire edilmis serum proteinlerinin elektroforezi
vapmig ve natiflerine nazaran farkh gic ettikleri teshit edilmigti.

Yukarida zikredilen tecriibeler denatiirasiyonda proteinlerin agrega-
siyon sathasina gelmeden natiflerine nazaran bir takmm degigiklikler
. ghsterdigini teyit eder mahiyettedir. Fakat ilk degisikiigin kac derecede
bagladifi ve cesitli derecelerde hangi fraksiyonda ne gibi degisikligin
husule geldigi gﬁsteriimemigtir.

Biz bu cahigmamizda insan serumunu cesitli suhunet derecelerinde:
isittiktan sonra protein fraksiyonlarinda meydana gelen degigikligin ilk
defa kac derecede bagladigini ve hangi fraksiyonda ne gibi degisikligin.
meydana geldigini kagit elektroforezi ile inceledik.

MATERYEL VE METOD

Tecrtibelerimizde normal insan serumu kullanilmustir. I er ml serum,.
cam kapakli ve gilifli tliplere konarak ayri ayri olmak tizere 50°, 55°,
60°, 65°, 70° ve T5°C de su banyosunda 15 er dakika miiddetle 1sitaldi
ve sogutuldu. Natif ve 1sitihmis nimunelerden paralel olarak k&git
clekiroforezi yapildi. Ka&git elektroforezi icin L. K. B. tipi ve B modeli
cihaz ile 1.K.B. 40 x 410 mm elekiroforez k&gidi kullanildi. Bitin
nimuneler veronal - veronal sodik tamponu (pH 8.6 ve ionik direng 0.1)
ile 225 V da ve 8 saat miiddetle yapildi. Elektroforezden sonra kurutulan
kégitlar bromofenol mavisi ile boyand: (7). Ayni tecrtibeler sorumu.
% 0.9 tuzlu su eriyipi ile {ic misli sulandirarak bir defa daha tekrarlandi.

NETICE

Sulandirtbmamsg serumun 50°, 55°, 60°C de sitilmasinda her hangi
bir bulaniklik gériilmemis, 65°C de cok hafif bir bir opalesans, 70°C de
e1v1 halini muhafaza eden bir bulanma ve 75°C de ise tam bir pihtilagma
miigahede edilmistir. Yapilan elektroforezde, 50°, 55°C de protein
fraksiyonlarinda natiflerine nazaran elektroforetik bir fark goriilmemis-
tir. 80°C de ilk degisiklifin bagladifi, alfa ve beta globulin fraksiyonla-
rinin hirlegerek bir tek fraksiyon halinde gi¢ ettigi ve albumin ile gama
globulin fraksiyonlarinin ise natif gihi davrandigy gdriilmigtir. 65°C de
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" proteinlerin bir kisminin gég ‘elmeyip baglangic hattinda kaldif, gog

eden albumin fraksiyonunun mobilitesinin azaldigi, buna mukabil globulin
fraksiyonlarinda bir ayrilma ol'rnadlgl ve blitin sahaya yayilmis bir
halde giég ettigi tesbit edilmistir. 70°C de albumin fraksiyonunun 65°C
deki gibi goc ettigi ve globulin fraksiyonlarinin hi¢ gdc etmedigi goriil-
miistlir (Sekil 1). 75°C de tam bir pithtilagma hasit oldugundan elektro-
forezi yapﬂmadl.

Uc misli sulandirilmig serumun 50°, 55°, 60°, 65°C lerde 1sitilma-
smda her hangi bir bulanikhk kaydedilmemig, 70°C de hafif bir opalesans,
75°C de tam pihtilasma gérilmigtiir. Yapilan elektroforezde 50° ve
55°C de 1sttilan serumda natife nazaran bir fark tesbit edilmemigtir.
60° ve 65°C lerde alfa ve beta globulin fraksiyonlar: birlegerek bir tek
fraksiyon halinde gdc etmis, albumin ve gama globulin fraksiyonlar
natif gibi davranmistir. 70°C de sitilan serumda albumin fraksiyonunda

. bir "defisiklik gorillmemis, buna mukabil biitiin globulin fraksiyonlar

birleserek bir tek fraksiyon halinde goc etmigtir (Sekil 2). 75°C de isitilan
ve pihtilagmig olan niimunenin elektroforezinde proteinler gé¢ etmemis
ve baglangic hattmda kalmstir.

Sulandlrﬂmamlg ve sulandirilmig niimunelerdeki bulgular mukayese
edilirse, her iki halde de ilk degigikligin 60°C de basladif1 ve sulandrrii-
mis nimunede 65° de de devam ettigi ve bu degisikligin alfa ve beta
globulin fraksiyonlarmin birlegerek bir tek fraksiyon halinde kendini
gosterdigi tesbit edilmistir. Bundan bagka sulandirilmamis nitmunede,
70°C de bilhassa globulin fraksiyonlarimin baglangic hattinda kaldigr
gériilmils, buna mukabil 70°C de 1siialan sulandirilmig niimunenin biitin
glohulin fraksiyonlan bir tek fraksiyon halinde ve mobilitenin artmasi
geklinde bir goc gostermistir. Ayrica pthtilagma sebebile proteinlerin bir
kisminmn gbe etmeyip baslangic hattinda kalmas), sulandirilmamig serum-
da 65°C de basladift halde ii¢c misli sulandirtimis serumda bu bulgu 75°C
de ve hemen hemen proteinlerin tamamimnm baglangie hattinda kalmasi
seklinde miisahede edilmistir.

MUNAKASA

Bulgularm incelenmesinde, ilk elektroforetik degisikiifin 60°C de.
bagladig1, alfa ve beta globulin fraksiyvonlarinin birlegerek bir tek frak-
siyon halinde goc ettii goriéilmektedir. Sulandiritmig serumda - albumin
fraksiyonunda ilk defigiklik 65°C de baglamalkta ve mobilitenin azalmasi
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seklinde kendini gistermektediv., Sulandirilmis niimunede ise, albumin'e
ait degisikiifin T0°C de basgladigl tesbit edilmistir. Denatiirasiyonda
molekii? ici ve molekiiller aras1 kopril ve baglar acilmaktadir. Bu agilma,
151 ile asin ajitasivon neticesi bilhassa peptid zincirleri arasmdaki capraz
baglarin birbirinden ayrilmas: ve hidrojen bagalrmmin kopmas: geklinde
izah edilmektedir (8). Sulandirilmis serumda prhtilasmanm daha yiiksek
derecede husule - gelmesinin sebebi, su molekiillerinin agilan protein
molekiilleri arasina girerek apregat tegekkiilimil kismen oOnlemesi olsa
gerektir. Alfa ve beta globulinierin bir tek fraksiyon halinde gog etme-
lerini, bu iki fraksiyonun 1sitma esnasinda bribirine baglanmas: geklinde
izah etmek mumkimdiir. Bu deneyler ayni zamanda, 1s1 denatlirasiyonun-
ad su molekitllerinin denatiirasiyon ve agregat tegekkillinii kismen
geciktirdigi intibaim  vermektedir.

OZET

Sulandimimis ve sulandiriimamig insan serumu gegitli suhunetlerde
su banyosunda ayr1 ayr isitilmig ve itk degisikligin kac derecede bagla-
dig1 ve hangi fraksiyonda ne gihi degisiklifin meydana geldigi elekiro-
foretik olarak incelenmigtir. Neticede ilk degisikligin 60°C de bagladigs,
alfa- ve beta-globulin fraksiyonlarinin birlegerek bir tek fraksiyon halinde
gic ettigi, 65°C de albumin fraksiyonunun mobilitesinin azaldifi tesbit
edilmigtir. Bundan baska denatiirasiyon fenomeni miinakaga edilmigtir.

SUMMARY

Diluted and undiluted normal blood serum 'was heat-treated at
different temperatures and the alteration of proteins was studied paper -
electrophoretically. The sample which heat-treated to 60°C had shown
the initial alteration on globulin areas (alpha- and bela-globulin fractions.
came together to form a single fraction). The umdiluted sample which
heat-treated to 65°C had shown a decreased albumin mobility and no
‘fractionation on globulin fraction. The phenomencn of denaturation is
discussed.
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