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Natif ve Denatiire Serum AlbUminin Evan Mavisi Muvacehesinde
' o Kagit Elektroforezi

Paper Electrqphorésis of Native and Denatured Serum Albumin
co in the Presence of Evan's Blie

Nevzat GNER*

Proteinlerin bazi boyarmaddeler ile birlestikleri eskidenberi bi-
linmektedir. Proteinlerin bu dzelliginden bilimsel arastirmalarda ol-
‘dufu kadar klinik ve teknik alanda da istifade edilmektedir. Cegitli
protein fraksiyonlarimn - bromfenol mavisi ve Ponceaux kirmizisi
2R vbh, ile kagit elektroforezinde, doku proteinlerinin gentian moru
ve demir-hematoksilin ile histolojide boyanmalari, kan hacminin
*kongo kirmizisi veya KEvan mavisi ile dleiilmesi, fenol kirmizis ile
bibrek fonksiyvoniarinin incelenmesi, teknikte protein liflerini (yiin,
ipek) boyama usulleri vb., bu boyarmaddelerin proteinlerle birleg-
meginden faydalanilarak gelistirilmis metodlardir.

- Rowentree ve Geraghty(*) tarafindan ilk defa bbbrek fonksi-
yonlarmin incelenmesinde kullamlan fenol kirmizisinin plazma pro-
teinleri ile birlestigi, daha sonra, de Haan(?) ve Marshall ve Vie-
kers(?) tarafindan tespit edilmigtir, Grollman(*), fenol kirmizisinin
gerum albiimin tarafindan serum globiilin, ovalblimin ve jelatine na-
zaran cok daha kuvvetle adsorbe edildigini iiltrafiltrasyonla goster-
mis ve pHnin bu adsorpsiyon lizerine tesirini incelemigtir. Benn-
hold(>#), bir taraftan naftol sarisi S ve kongo kirmizist vb. gibi ge-
gitli boyalarin serum albiimin fraksiyonu ile birlegtiklerini tespit et-
mig, diger taraftan, kolloidal Sudan kirmizisimi kolesterol-globiilin
kompleksini boyamak i¢in kullanarak kolesteroliin sadece serum glo-
biilin fraksiyonlarina baglandigini gostermigtir. Bu aragtirmalarin-
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dan, Bennhold, serum proteinlerinin hayvan organizmasinda daha
kiigitk molekiilleri ve iyonlar: tagiyic: bir rolii oldugu neticesini cl-
karmigtir. Klotz ve arkadaslari(”), metil oranjin serum albiimin ile
birlestigini, dializ dengesi teknigi ile ve Klotz(®) metil oranj, oranj I
ve oranj Il nin aym protein ile birlegtigini spektrofotometrik olarak
gostererek bu birlesmeden bilhassa ad: gegen boyalardaki siilfonat
gruplarinin mesul oldugunu ileri siirmiiglerdir. Once Davis(®), daha
sonra, Klotz ve Urguhart(2), serum albiiminin metil oranja ilgisi-
nin denatiirasyon ile azaldifini da tespit etmiglerdir. Laurence(*1},
fliioresein, eosin vb. gibi fliioresan boyalarin da serum albiimin tara-
findan adsorbe edildigini, fliioresan 151810 polarizasyonunu ve gidde-
tini dlgmek suretile gostermigtir, Haurowitz ve arkadaglar1(®®), kon-
go kirmizigint kullanarak proteinlerin 1s1 denatiirasyonu esnasinda
katyonik gruplarin aciga giktigim ve denatiire proteinlerin: natifle-
rine nazaran daha ¢ok kongo kirmizigi ile birlegtigini spektrofoto-
metrik olarak gostermiglerdir. Tekman ve Oner(®), asitlendirilmig
kongo kirmizisinin serum albiiminin 1= ile koagiilasyonuna engel
oldugunu ve dolayisiyle kigit elektroforezinde gocmesini sagladig-
n1 tespit etmiglerdir. Oner ve Oncel(') ise, asitlendirilmis kongo kir-
mizist vasitas: ile, proteinin 1s1 denatiirasyohunda anyonik. grupla-
rn agiga ¢iktigini miigahede etmiglerdir.

Gregersen ve Gibgon(*), kan hacminin dlgtilmesinde kullanilan
bazi tetrazo hoyarmaddelerinin absorpsiyon spektrumiarina plazma,
protein ve sodyum kloriiriindeki degigikliklerin tesirlerint inceleye-
rek- kan hacminin Olgiilmesine en uygun boyanin Evan mavisi
(T-1824) oldugunu bulmusglar ve Fvan mavisinin plazma proteinle-
ri ile birlestigi kanaatine de varmiglardir, Efskind(*%), plazma. aibii-
mininin Evan mavisi ile nispeten sabit bir bilegik meydana getirdi-
gini ve bu bilegigin proteinin koagiilasyonu ile tamamen pargalan-
madigin: milgahede etmistir. Rawson( 7), Evan mavisi (T-1824)’nin
plazma albiimini ile birleserek birlikte goc ettigini Tiselius elektro-
forezi ve iiltrasantrifiij ile gstermigtir, Cope. ve Moore(®), radiak-
tif ‘dibrom Evan mavisi ile, yanik goklarinda albiiminin kapiler per-
meabilitesini incelemiglerdir. Le Veen ve: Fishman(**), Evan mavigi
{T-1824)'nin albiimine plazmanin herhangi bir protein fraksiyonun-
dan ¢ok daha fazla ilgisi oldugunu tespit etmis, Crepet ve arkadas-
lar1(**), Evan mavisini bobrek hastaliklarinda albiimin- klirensinin
bir indikatdrii olarak kullanmiglardir,
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Bu calismada, Evan mavisinin serum albiiminin 1s1 ile koagii-
lasyonuna engel olup olmadigi, natif ve 1sitilmig serum albiiminler
arasinda Hvan mavisi ile birlesme ve mobilite bakimindan kagit
elektroforezinde gizle goriiliir bir fark bulunup bulunmadigl arag-
tlrllrmg.tlr

MATERYEL ve¢e METOD

' Deneylerde, SIZIF serum a.lbumlm ve Evan mavisi kullamhnlgtlr
Sigir serum albiimini, serumun amonyum siilfatla fraksiyonlu
coktiiriilmesi ile elde edildi. Amonyum siilfat dializ ile uzaklagtirilds.
Elde edilen serum albiimin ¢ozeltisinin konsantrasyonu refraktomet-
rik ve pH s1 elektrometrik olarak tayin edildi. Serum albumlnm kon-
santrasyonu % 1.8 ve pH s1 5.8 bulundu.

Asitlendirilmek suretile pHs: 2.9 ve 3.0e ayarlanmls, % 0.2 hk
Evan mavisi (E, Merck A, G, Darmstadt) cozeltileri hazirlandi. Bu-
nun icin, 200 mg Evan mavisi suda ¢oziildii ve 0.1 N siilfiirik asit ile
istenen pH ya ayarlanarak hacmi 100 ml ye tamamlandi.

Kagit elektroforezi igin Shandon.(Power Supply Type 2540)
elektroforez cihazi ve 140 X 345 mm boyutunda Whatman No. 31 ké-
g1t kullanildi, Elekiroforez, pH s1 8.6 ve iyonik direnci 0.06 olan .ve-
ronal/sodyum veronal tamponu ile ve 150 voltta 7 saat miiddetle ya-~
puidr.

Elektroforezden sonra, boyanmig proteinlerin renk giddetlerini
gisteren egriler Joyce, Chromoscan (Double-Beam Recording and
Integrating Densitometer, Serial No, 744)’da otomatik oldrak. g:—
zildi,

DENEYSEL KISIM

Dért adet z1mpa.ralanm1§ cam kapaklh tiip alind: :

I. tiibe, 1 ml serum albiimin c¢ozeltisi (18 mg protein) kondu,
fizerine 5 ml pH a1 3.0 olan, % 0.2 lik Evan mavisi ¢iizeltisi (10__n_1g
Evan mavisi) ilave edildi, kanstirildy, pH s olgiildii, 6.0 bulundu..

I, tiibe; 1 ml serum albiimin ¢ozeltisi ve fizerine pH 81 2.9 olan
% 0.2 lik Evan mavisi cOzeltisinden 5 ml ildve edxldl ka.rlstlrlldl,
pH s1.6lciildi, 5.8 bulundu.-
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I tiibe, 2 ml serum albiimin ¢ozeltisi ve 9.8 ml saf su konduk-
tan sonra 0.01 N sodyum hidroksit ile pH s1 6.0 ya ayarlanarak hac-
mi saf su ile 12 ml ye iblag edildi. Tiip muhtewyatl iki egit kisma
-boliindii ve ayrlan numune IV. tiibe kondu.

If ve IV numarali tiipler kaynar su banyosunda 15 dakika 1s1-
tildi. Evan mavisi ihtiva etmeyen albiimin gozeltisi (IV, tiip) bulan-
di. Evan mavisi muvacehesinde 1sifilan albiimin ¢ozeltisi (II, tiip)
ise berrak kaldh, akar su altinda sogutulduktan sonra, pH s1 tleiil-
dii, 6.0 bulundu,

Bundan sonra, kurgun kalemle cizilerek, 35 mm lik dort geride
ayrilan elektroforez kagidina dort numunenin her birinden 0.1 ml
tatbik etmek suretiyle elektroforez yapildi. Elektroforezi miiteakip
kigt, 70 - 80°C de kurutuldu ve dnceden c¢izgi ile ayrilmig yerlerin-
den makasla kesilerek dort geride ayrildi. III ve IV numarah gerit-
ler serum albiimininin yerini tespit etmek igin bromfenol mavisi ile
boyand1(?'), akar su altinda yikandi, kurutuldu.

Evan mavisi ile boyanmig I ve II numaral: geritler ile, brom-
fenol mavisi ile hoyanmg III numarali geritteki albliminlerin renk
giddetlerini gosteren egriler, Chromoscan’in specimen drive gear
ratio diigmesi 1:1 durumunda tutularak ve kirniz filtre kullanila-
rak, gizildi.

BULGULAR

Evyan mavisi pH 6.0 da serum albiiminin 1s1 ile koagiilasyonuna
engel olmakta ve dolayisiyle kdg:t elektroforezinde gig etmesine im-
kin vermektedir (Sekil 1. II).

Evan mavisi muvacehesinde 1mtilmig ve 1sitilmamig serum al-
biiminin kagit elektroforezinde, serum albiiminin Evan mavisi ile,
her iki numunede de gozle goriiliir gekilde boyandigi, ayrica boya-
maga lizum kalmadigl miigahede edilmektedir (Sekil 1. 1T ve I),

Evan mavisi muvacehesinde isitilmig serum albiiminin, Evan
mavisi ile muamele edilmis, fakat sitilmamig serum alblimine na-
zaran daha koyu boyandig: ve elektroforetik mobilitesinin de biraz
azaldigr gorilimektedir (Sekil 1. II ve I). Evan mavisi ihtiva eden
ve Evan mavisi ihiiva etmeyen, fakat elektroforezden sonra brom-
fenol mavisi ile boyanmig, natif albiiminlerin elektroforetik mobili-
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teleri arasinda fark goriilmemektedir (Sekil 1. I ve III). Buna gore,
gserum albiimine elektroforezden once ildve edilen Evan mavisi, de-
ney sartlarinda, natif serum albiiminin mobilitesinde bir fark mey-
dana getirmemigtir,

Sekil 1. Evan mavisi ile muamele edilmig, isitilmamg (I), 1sitimig (II)
ve @van mavisi ihtiva etmeyen (elektiroforezden sonra bromfenol mavisi
{le boyanmig) serum albliminin ki@t elektroforezi.

Evan mavisi ile muamele edildikten sonra isitilmarnug ve 1sitil-
mig serum albiiminlerde ve bromfenol mavisi ile boyanmig serum
albliminde goriilen boyanma ve mobilite farklarim, objektif olarak

da tespit etmek. maksadiyle Chromoscan'da otomatik olarak gizil-
mig dansitometre egrileri Sekil 2 de goriilmektedir. Bu egrilerde or-
dinat, Evan mavisi ile muamele edilmig, fakat 1sitilmamig (I), Evan
mavisi muvaceheginde 1sitilmig (II) ve Evan mavisi ihtiva etmeyen,
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fakat bromfenol mavisi ile boyanmig (III) serum albiiminlerin renk
giddetlerini (optik dansitelerini) gostermektedir.. Absis ise, bu se-
rum albiiminlerin, mm cinsinden, katoda olan uzakhgina ve dolayi-
siyle elektroforetik mobilitesine tekabiil etmektedir.

Bilegimi sabit tutulan coziictide, konsantrasyonu ile optik dan-
sitesi arasindaki miinasebet Lambert-Beer kanununa tamamen uyan
Evan mavisi(**) muvacehesinde 1sitilmig serum albliminin renk sid-
detinin 1sitilmamiginkine oram1 1.5/1 kadardir (Sekit 2. II ve I).

Sekil 2. Evan mavigi ile muamele
edilmig, 1mtilmamig (1), tilmg (II)
ve KEvan mavisi ihilva etmeyen
{elektiroforezden sonrg bromfenol
inavisi ile boyanmig) (IIf)} serum al-
biiminlerin dansitometre egrileri.

CEFERREEE AL B R R I

Evan mavisi ihtiva etmeyen ve pH 6.0 da 1mtildig1 zaman bula-
nan serum albiimin (IV, tiip) elektroforezde g etmedigi gibi, kon-
trol olmak iizere, pH s1 6.0 olan 1s1tilmig ve 1sitilmamig Evan mavi-
si gozeltilerinden de k&gt elektroforezi yapilmig ve boyanin da gog
‘etmedigi tespit edilmigtir.

TARTISMA

Sudaki 9 0.2 lik ¢Ozeltisinin pH s1 7.7 olan Evan mavisi her
ne kadar serum albiiminin 1s1 ile koaglilasyonuna engel olursa da, al-

i
=
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kalik ortamin da serum albiiminin 1s1 ile koagiilasyonunu &nleyebil-
mesi sebebiyle, bu gartlar altinda, bu koruyucu tesir Evan mavisine
atfedilemez. Fakat, Evan mavisi ihtiva etmeyen ve pH s1 6.0 olan
gserum albiimin ctzeltisi kaynar su banyosunda 1sitildigl zaman bu-
landig1 halde, asitlendirilmig Evan mavisi de, ayni pH da, serum al-
biiminin 181 ile koagiilasyonuna engel olmaktadir. Anyonik boya vb.
gibi bazi maddelerin serum albliminin 1m ile koagiilasyonunu onle-
me etkisinin, bu maddeleri adsorbe eden globiiler albiimin molekiille-
rinin birbirleriyle birlegip agregat tegkil etmelerini 6nleyen, genis
hidrofil kompleksler meydana getirmelerinden ileri geldigi farzedil-
mektedir{z?). Evan mavisinin serum. albiiminin 1s1 ile koagiilasyo-
nunu Snleme etkisi icin de aym izah tarz ileri siiriilebilir,

Natif ve denatiire serum albiimin ile birlegebilen kongo kirmi-
zistnin {2} serum albiimini ki@t elektroforezinde gisterecek kadar
boyamamagina ragmen (*%2¢) Evan mavisinin boyamasi, Evan mavi-
sinin serum alblimin ile daha ¢ok birlegtigini gostermektedir. Klotz
ve arkadaglar1(™*)}, kongo kirmizisinin proteinlerle birlesmesinde bo-
yanin siiifonat gruplar: ile proteinin katyonik gruplarimin rolii oldu-
gunu ileri siirmiiglerdi. Haurowitz ve arkadaglar: ise('*), kongo kir-
muzisindaki siilfonat gruplarmdan baska konjiige cifte baglar zin-
cirinin de boya-protein kompleksinin tesekkiiliinde etkili olabilecegi
neticesine varmislardir. Molekiil yapisi bakimindan kongo kirmizi-
sina oldukca benzeyen Evan mavisinin serum albiimin ile kongo
kirmizisindan daha fazla birlesmesi, Evan mavisinin daha fazla sa-
yida stilfonat grubu ihtiva etmesinden ileri gelmis olabilir.

Proteinlerin 181 ile denatiirasyonu esnasinda, natif protein mole-
kiillerindeki tuz koépriileri, peptit zincirlerinin termik hareketleri ile
agilarak molekiillerigi ve molekiillerarast yeni tuz kopriileri meyda-
na gelmekte ve neticede protein koagiile olmaktadir(?*). Bu fikri ka-
bul etmeyen bazi aragtiricilar ise(®-*"), termik hareketlerle agilan
protein molekiillerinin koagiilasyonunda yeni intermolekiiler S — 3
képriilerinin meydana geldigi kanaatindedirler.

N

Evan mavisi, serum albiiminin s ile denatiirasyonunun koagii-
lasyon -safhasina engel olmakla beraber protein molekiiliiniin agil-
masi dnleyememektedir. Bu keyfiyet, Evan mavisi muvacehesinde
isitiimig serum albiiminin elektroforetik mobilitesinin azalmig olma-
sindan ve Evan mavisi ile daha koyu boyanmasindan anlagilmakta-
dir. Zira, koagiillasyonu onleyen bir ortamda 1s1 ile denatiire edilmig
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serum albiiminin elektroforetik mobilitesi daha azdir(?®). Proteinle-
rin 1:1 ile denatiirasyonu esnasinda, katlanmig molekiillerin agilma-
s1 neticesinde meydana cikan katyonik gruplarin denatiire protein-
lerin daha fazla kongo kirmizisi ile birlegmelerine sebebiyet verdik-
leri spektrofotometrik olarak tespit edilmigtir(*#). ‘

SzZET

Agitlendirilmig Evan mavisinin serum albiiminin 181 ile koagii-
lasyonuna pH 6.0 da engel oldugu ve dolayisiyle k&gt elektrofore-
zinde gbc etmesine imkén verdigi miisahede edildi. Evan mavisi mu-
vaceheginde 1sitifmig serum albiiminin, i1sttilmamiga nazaran daha
koyu boyanmas: dolayisiyle, daha cok Evan mayvisi ile birlestigi ve
elektroforetik mobilitesinin daha az oldugu tespit ediidi.

Bu miisahedelerden, Evan mavisi muvacehesinde 1sitilmig seruimn
albiiminin koagiile olmamasina ragmen denatiirasyona ugrad:g1 neti-
cesi ctkariidi

SUMMARY

‘ The acidified Evan’s blue prevents the coagulation of the bovine
serum albumin at pH 6.0 and permits paper electroforetic migration
of the heat-treated protein.

The electrophoretic mobility of the heat-treated serum albumin
is less than that of the native serum albumin, in the presence of
Evan’s blue, and the former combines with much more dye than the
latter.

It was concluded from these observations that, the heat-treated
serum albumin does not coagulate in the Presence of Evan’s blue,
but it denatures. '
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