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Boyanmis Profeinin Kagit Elektroforezi

Paper Electrophoresis of Dyed Protein

Nevzat ONER*

Proteinlerin bazi boyarmaddelerle birlegme Szelliginden cegitli
alanlarda faydalanimaktadir. Kagit elektroforezinin yeni bir bulus
olarak ortaya konmasindan sonra, elektroforezde ayrilan protein
fraksiyonlarini gostermek igin bazi protein boyama metotlar: gelig-
tirilmistir. Bu boyama usullerinde proteinler, genel olarak, elektro-
forezden sonra proteinleri denatiire ederek tespit eden maddeler mu-
vacehesinde boyarmadde ile muamele edilir, sonra boyanin fazlasi
kigidin su veya bagka sivilarla yikanmasi ile uzaklagtiilir. Boyle
bir boyama usuliiniin kusursuz olmas! icin boyarmaddenin protein
iizerinde tam ve degigmez bir sekilde tespit edilmesi ve boyanan pro-
teinin homogen olmas1 gerekir. Bu iki sartin hicbiri tam gerceklese-
memekle beraber, kdZit {izerinde boyama usullerinin kolay ve siir'atli
olmag! sebebiyle bu usuller oldukea genig uygulama alani bulmugtur.

Kagit elektroforezinde proteinleri pboyamak igin cegitli boyar-
maddeler kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilanlar bromfenol mavi-
si(?), Azocarmin B(?), Amidoschwarz 10 B(*), Lichtgriin F. 8.(**)
ve Ponceaux kirmizis: 2 R(%) dir.

Gregersen ve Gibson(®) Evan mavisinin (T-1824) de plazma pro-
teinleri ile birlestigini ileri siirmiigler, Rawson(®) ise bu boyarmad-
denin plazma proteinlerinden bilhassa albiimin ve daha az nispette
a ve B8 globiilinierle de birlestigini ve bu fraksiyonlarla birlikte gic
ettigini, fakat y globiilin ile birlegmedigini Tiselius elektroforezi ile
gostermisgtir.

Bu calismada, protein ¢bzeltisine glektroforezden once ilave edi-
lebilen, Evan maviginin kagit elektroforezinde de serum protein frak-
siyonlariin boyanmasinda bir boyarmadde olarak kullanilip kulla-
“mlamayacagl ve serum albiimin fraksiyonunu en az hangi konsantras-
yonda bariz sekilde boyadigi aragtirildi.
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MATERYEL ve METOT

Deneylerde, normal insan serumu, sigir serum albiimini ve Evan
mavisi kullanilmigtir, o

Sigir serum albiimini, serumun amonyum siilfatla frakgiyonlu
cOktiiriilmesi ile elde ediidi, Amonyum siilfat dializ ile uzaklagtiril-
d1. Bu suretle elde edilen serum albiimin ¢tzeltisinin konsantrasyo-
nu refraktometrik ve pH st elektrometrik olarak tayin edildi, Se-
rum albiiminin konsantrasyonu 1% 1.8 ve pH s1 5.8 bulundu.

Evan mavisi (E. Merck A. G. Darmstadt)’nin sudaki e 1-4 liik
gozeltileri kullanild:. ' '
- 'Kagit elektroforezi igin, Shandon (Power Supply Type 2540)
elektroforez cihazi ve 120X 345 mm boyutunda Whatman No. 3 ve
150 X 345 mm boyutunda Whatman No. 31 kigit kullanilds. Kagit-
lar kurgun kalemle gizilerek 30 mm lik geritiere ayrildi. Elektrofo-
rez pH s1 8.6 ve iyon kuvveti 0.06 olan barbital/ barbital-sodyum tam-
ponu ile 150 ve 300 voltta 7 saat miiddetle yapildi,

DENEL KISIM

I. Insan serumu ile yapilan deneyler :

Dirt adet deney tiibtinden herbirine 1 er ml insan serumu (72 mg
protein) kondu, sonra birinci tiibe 3 ml su, ikinci tiibe 3 ml % 2 lik,
iigiineii titbe 3 ml 9 3 lilk ve dérdiincii tiihe 3 ml % 4 lilk Fvan ma-
visi gozeltileri ildve edildi. : .

Bundan sonra, Whatman No. 3 elektroforez kigidina bu niimu-
nelerin herbirinden 0.06 ml tathik edilerek 300 voltta elekiroforez
yapild:. Elektroforezden sonra kagit 70-80°C de kurutuldu ve Evan

_mavisi ihtiva etmiyen gerit cizgi ile ayrilmig yerinden makasla ke-
silerek ayrildi, bu kisim bromfenol mavisi ile boyand:.

I Sifr serum albiimini ile yapilan deneyler :

Onbeg adet deney tiibit alinds, ilk onikisine 2 ser ml (36 mg) ve
son li¢line 1 er ml (18 mg) s1g1r serum albiimini kondu, Bundan son-
ra, ilk besg tiibe 9% 1 lik Evan mavisi ¢tzeltisinden sirasiyle 0.4; 0.8;
1.2; 1.6 ve 2ml ildve edildi, 11k dért tiibiin muhteviyat: distile su ile
4ml ye tamamlandi, karigtirildi. Herbirinin pH st olciildii, 6.8-6.95
arasinda bulundu. : o

Ikinci beg tiibe 9% 2 lik Evan mavisi ¢bzeltisinden sirasiyle 1.2;
1.4; 1.6; 1.8 ve 2ml kondu ve ilk dort tiibiin muhteviyat: 4 mil ye
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tamamlanacak gekilde distile su- ilave edildi, karmsgtirildi, herbirinin
pH s1 dletildi, pH lar 6.95-7.0 arasinda idi.

Ugiincii bes tiipten birincisine 9% 3 liik, jkincisine '% 4 liik Evan
mavisi c¢ozeltilerinden 2 ml, ticlincti, dérdiincii ve beginei tiiplere si-
rasiyle % 2, % 3 ve % 4 lilk Evan mavisi cozeltilerinden 3 er ml kon-
du, karlstlrlldl Herbirinin pH s1 olgiildii, 7.25- 7.3 arasinda bulundu.

“Whatman No. 31 elektroforez kégitlarina bu niimunelerin 2 ml
serum albiimin ihtiva edenlerinden 0.04 er ml ve 1 ml serum albiimin
ihtiva edenlerinden 0,08 er ml tatbik edildi ve 150 voltta elekirofo-
rez yapildi, Elektroforezi miiteakip kaZitlar 70-80°C de kurutuldu.

BULGULAR

insan serumunun Evan mavisi ile kdgit elektroforezinde, goc
eden albiimin fraksiyonu bariz sekilde boyandig1 halde, globiilin frak-
siyonlar tefrik edilememektedir, Kontrol olarak bromfenol mavisi
ile boyanan numunec}e ise biitiin serum protein fraksiyonlari goriil-
mektedir,

Sigar gerum alblimini ile yapilan deneylerde, bir mol serum al-
biimin igin yaklagik olarak 8 mol Evan mavisi ihtiva eden protein -
boyarmadde karigiminda bariz bir boyanma miigahede edilmemek-~
tedir (Sekil 1, 1). Fakat, bir mol serum albiimine isabet eden Evan
mavisi miktarini sekizer mol arttirmak suretiyle yapilan deneylerde
serum albiiminin boyanmasinin, sébit serum albiimin konsantrasyo-
nunda, boyarmaddenin konsantrasyonu ile arttigh gozle tefrik edil-
mektedir (Sekil 1 ve 2). Ancak, Sekil 1 de 1 ile 5 arasindaki boyan-
ma fark: cok bariz oldugu halde Sekil 2 de 6 ile 10 arasindaki fark
Sekil 1 deki kadar bariz degildir.

Sekil 1 ve 2 de goriildiigii gibi, Evan mavisinin en bilyilk kism
protein boyarmadde karigiminin hemen hemen kigida tatbik nokta-
sinda kalmakta, ancak pekaz bir kismi serum albiimin ile birlegerek
birlikte gbe etmektedir. Bir mol serum albiimin icin birbirinden daha
cok farkli konsantrasyonda (120, 160, 240, 360, 480 mol) Evan ma-
visi ihtiva eden deneylerde (son bes tiip) serum albiiminin kagit
elektroforezinde boyanmas1 da boyarmadde konsantrasyonu ile art-
makta devam etmektedir.

Biitiin bu miisahedelerden anlastldigina gére, Evan mavisinden,
kagit elektroforezinde, serum protein fraksiyonlarmdan sadece serum
albiiminin boyanmasinda faydalanilabilir. Serum albliminin Evan ma-~
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Sekil 1 ve 2. Konsantrasyonu sibit tutulan serum albiiminin,
artan konsantrasyonda Evan mavisi muvacehesinde kagit -
elekiroforezi.
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visi ile birlegerek hoyanmasi boyarmaddenin agir bir konsantrasyo-
nuna ihtiyag gostermekte ve bir mol serum albiiminin boyanmasi igin
ortamda en az 16 mol Evan mavisinin bulunmas: gerekmektedir.

" Evan mavisinin serum veya serum albiimine, elektroforezden
bnce ilave edilmesi, serum albiiminin kgt tizerindeki gd¢iinii gozle
takip etme imkam saglamaktadir. ‘

TARTISMA

Serum albiimine bilyiik ilgisi olan Evan mavisinin, albliminden
bagka diger serum protein fraksiyonlarmdan « ve 8 globiilinlerle de
pirlegtigi Tiselius elektroforezi ile gosterildigi halde(®), ortamda ké-
fi konsantrasyonda Evan mavisi bulunmasina ragmen globiilin frak-
giyonlar1 kagit elektroforezinde tefrik edilememektedir. Bu farkin
serum albiiminde Evan mavisi ile birlegen gruplarin serum glohiilin-
lerde, albiimine nazaran, cok daha az olmasimdan ileri gelmis olmast
muhtemeldir. ' ' '

- Rawson’un bulgularina gére(®), bir mol serum albiimin en cok
814 mol Evan mavisi ile birlesmektedir. Serum albiimin - Evan ma-
visi karigiminda, bir mol protein igin sekiz mol boyarmadde bulun-
 masina ragmen, boyarmaddenin en bityiik kismi serum albiimin ile
birlesmediginden, bariz bir boyanma goriilmemekfedir. Bu durum,
serum albiimin - Fvan mavisi kompleksinin gozle gorilecek kadar
tegekkiilil icin, kiitlelerin tesiri kanununa gbre, boyarmaddenin or-
tamda agirt bir miktarinin bulunmasina ihtiyag olmasmdan ileri gel-
mig olabilir, .

Fvan maviginin kalitatif ve —bilesimi sabit tutulan coziiciide
Lambeért - Beer kanununa riayet ettifinden(°)— baz1 kantitatif mak-
satlarla serum albiimini boyama vasitasi olarak kullanimasi miim-
kiindiir. Nitekim, bundan Snceki bir caligmada (') Evan mavisinin
serum albiimini boyamasindan faydalanilarak denatiire serum albil-
minin natif serum albiimine nazaran daha ¢ok Evan mavisi ile bir-
lestigi kgt elektroforezi ile gosterilmistir.

GOZET

‘fngan serumu ve gifir serum albiimini ile Evan mavigi muvace-
hesinde kgt elektroforezi yapildi Serumda albiiminden bagka pro-
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tein fraksiyonlarinin tefrik edilecek kadar boyanmadlgl miigahede
edildi.

Serum albiiminin Evan mavisi ile boyanmasi, sabit protein kon-
santragyonunda boyarmaddenin konsantrasyonu ile artmaktadir. Bir
mol serum albiimin igin ortamda en az 16 mol Evan mavisi bulun-
-dugu zaman bariz bir boyanma goriilmektedir.

Protein cozeltisine kigit elektroforezinden 6nce ildve edilebilen
Kvan mavisinin serum albiiminin géciiniin gozle izlenmesini saglayan
bir boyarmadde olarak kullamlabilecegi ileri siiriildii.

SUMMARY

Paper electrophoresis of human serum and bovine serum albumin
was carried out, in presence of Evan’s blue. It was observed that
only the albumin fraction of the serum was stained whereas globulin
fractions were not.

The concentration of the serum albumin being constant, the
staining increases with the concentration of the dye. When 16 mol
of dye exists per 1 mol of serum albumin, a quite obvious staining
is observed.

It is suggested that, Evan s blue, added in the protein solution
before paper electrophoresis, can be used as a dye which renders
posmble the detection of the serum albumin migration,
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