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SELLULOZ ASETAT ILE PROTEIN ELEKTROFOREZINDE
CESITLI BOYALARIN PROTEIN FRAKSIYONL.:RINA ETKiSi

Dr. Ozgiil OZGUVEN

e Dr. Ender TEKIN
OZET

40 vak'anin kan serumu kullanilarak yapilan bu ¢alismada, selliiloz a-
setat elektroforezinde kullanilan ii¢ ayr1 boyanin protein fraksiyonlarina o-
lan etkisi arastirilmistir. y

Amidoschwarz ve Panceau-s boyalariyla alinan sonucglarin 6zdeg oldu-
gu ; Vert de Lissamine'in, bu iki boyaya oranla, albiimin lehine, alpha-1
ve alpha-2 globulinler aleyhine farkli sonucglar verdigi anlagilmigtir.

SUMMARY

We investigated the cffcts of three different dyes on protein fractions
during the cellulose acetate electrophoresis by using the blood sera of 40

cases.
We concluded that ;the results of Amidoschwarz and Panceau-s dyes

are equivalent but if we compare the results of Lissamine green withthe
results of these two above-mentioned dyes we understand that Lissamine
green has different results which are against to alpha-1 and alpha-2 glo -
bulins and supporting the albumin.

Ilk defa 1950 yilinda Durrum kagit elektroforeziyle serum pro-
teinlerini fraksiyonlarina ayirmay1 basarmis ve bu metod genigtat-
bik sahasi bulmustur (1).1957 yilinda (2) elektroforezde tagi-
yic1 vasat (support)olarak kagit yerine selliiloz asetat kullanmisg,
bu yeni vasat piir ve cok az absorban olusu sebebiyle kagida ter -
cih edilmigtir,

Zamanla, genis Ol¢lide kullanilan bu metottan en iyi sekilde fay-
dalanmak icin teknikle ilgili arastirmalar agirlik kazanmigtir., Bu

1@xa:Ege Uiniv, Tip Fak.i¢ Hast. Kiirsiisii Ogretim Uyesi
gerl” "_tanbul Univ.Bursa Tip Fak.I¢ Hast.Kiirsiisi Asistani.
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meyanda tamponun PH's1 ve formiilii (3), kullanilan volt ve migras-
yon siiresi (4, 5), kullanilan boyalarin cinsi ve boyama siiresi(6,7,§
boyalarin albliimine olan affiniteleri (6, 7, 8) gibi faktdrlerin {izerin -
de durulmustur. Biitlin bu arastirmalarin sonunda protein fraksiyon
larina ait elektroforetik degerlerin teknik sartlarin farklilig: ilede
gistigi:klinikte, 6zellikle arastirmalarda, ancak ayn1 sartlarda ger-
ceklestirilen elektroforogramlara ait degerlerin faydali ve muka-
yese edilebilir oldugu anlasilmistir (6, 7, 8). Buna ragmen cegitli
tampon, boya, hatta tasiyic1 vasat kullanilarak elde edilen elektro-
forez degerlerinin birbiriyle mukayese edildigi yayinlara seyrek
olmayarak rastlanmaktadir.

Selliiloz asetat ile yapilan protein elektroforezinde amidosch -
warz (6,5, 7), vert de lissamine (6, 7, 8), vert sulfo (7, 8), violet
sulfo (8), panceau-s (6), carmin d'indigo (8) gibi cesitli boyalar kul-
lanilabilmektedir.

Cesitli boyalar kullanilarak yapilan mukayeseli arastirmalar-
da boyama siiresi, boyanmanin netligi ve stabilitesi, 6zellikle boya
larinalblimine olan affinitesiarastirilmis, baz1 farklarin oldugu bil-
dirilmisgtir (6,7, 8).

Bu calismanin amaci, glinlimiizde en ¢ok kullanilan tic boyanin
(Amidoschwarz, Panceau-s, Vert de lissamine) albiimin ve globulin
fraksiyonlarina ait "ylizde degerleri'(pourcentage) yoniinden  bir
farklilik gosterip gostermedigini arastirmaktir.

METERYAL

Bu aragtirma 15.2. l‘:)74—18. 3.1974 tarihleri arasinda Ege Uni-
versitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklary Klinigi ve laboratuvarlarin-
da yapilmistir,

8'i normal, 32'si gesitli hastaliklardan klinikte yatmakta olan
40'vak'amn kan serumu uzerinde calisilmistir,

Vak'alarin 19'u kadin, 21'i erkektir.19 kadin vak'anin yag orta-
lamas1 39.5 (20-60), 2l erkek vak'anin yas ortalamasi 40.8 (22-68)

-olup, toplam 40 vak'anin yag ortalamasi 40,1 (20-68)dir.
Caligsmada kullanilan vak'alar,arastirmanin amaci ile  ilgisi

olmadig1 i¢in, 6zel bir segime ve defgerlendirmeye tabi tutulmemilsg
LIS :
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METOD

Serum protein elektroforezi jel halindeki selliilloz asetat (Cel-
logel) lizerinde yapilmistir. Elektroforezigin Kohntipikiivet (mo -
del:2 PAC/5) ve veronal tampon (PH:8.6,f.i.:0,05) kullanilmis ,
migrasyon 150 volt x 90 dk.ile calisilarak gerceklestirilmigtir.

(4, 5)

Elektroforez kiivetine 5 band konarak bir vak'aya ait seramun
ayni sartlarda elktroforezi yapilmis, l.ve 2.bandlar amidoschwarz,
3.ved4. bandlar panceau- s ve vert de lissamine ile boyanmisglar -
dir. Boylece ilic boyanin mukayesesi yapilirken, bir boyaya ait (ami
doschwarz) fizyolojik variasyon da arasgtirilarak, degerlendirmenin
giivenilirligi saglanmistir. ‘

Elektroforogramlarin degerlendirilmesi eliisyon metoduile ya-
pilmis (/4: okumalar Spectronic-70'te amidoschwarz icin 630, pan-
ceau-s icin 512, vert de lissamine icin 625 milimikronda yapilmig-
far,

Elektroforogramlara ait neticeler Ege Universitesi Rektorlii-
gii Elektronik Beyin islem Merkezi'nde istatistiki metodlarla de-
gerlendirilmistir.

TABLO : L(x) -
Amido.1 Amido.II Panceau-S Vert de Lisa

Alblimin : 61.0841.60 (B) 61.051.59 (B) 60.18+1.59 (B) 62.7641.51 (A)

Alpha-1 :

3.3140.20 (A) 3.2940.21 (A) 3.2140.24 (A) 2.85:0.17 (B)

Alpha-2 :  7.5010,42 (A) 7.614£0.43 (A) 7.6840.42 (A) 7.04+0.39 (B)

10.1740.30 (A) 9.0130.62 (A) 10.4710.30 (A) 10.06+0.30 (A)

Gamma : 17.8241.12 (A) 17.6841.08 (A) 18.13}1.08 (A) 17.5841.06 (A)

(x) : Benzer olmayan harfler arasindaki fark signifikandir (P€0.05).
TARTISMA

Elde edilen ve Tablo: l'de belirtilen neticelere gore verti-
delissamine'e ait albiimin, alpha-1 ve alpha-2 globulindegerleri, A-
midoschwarz ve Panceau-s boyalarina ait degerlerden signifikan o-
larak farkl; bulunmustur. Her ii¢ boyaya ait alpha-2 ve gammade-
gerl’ ' arasinda ise signifikan bir fark olmadig1 anlamigtir, Aym
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boyamn iki defa kullanilmasiyla (amido.I ve Amido.II) elde edilen
degerler arasinda hicbir fraksiyon ig¢in signifikan bir farkin bulunr
mamis olmasi bulgularimizin giivenilirligini gostermektedir.

Paget ve ark. (7) yaptiklar1 mukayeseli bir aragtirmada, Vert
de Lissamine ve Vert Sulfo'nun Amidoschwarz'a nazaran alblimin
pursatajinda hafifce daha yilkksek degerler verdigini bildirmisler-
dir.Elde ettigimiz neticeler buaragtirmaninneticelerine tam uy-
gunluk gostermektedir. Cesitli boyalarla albiimin pursantajinda
farkhiliklarin olusu, Pre'e ve ark. (8) tarafindan boyalarin albiimi-
ne olan affiniteleri ile izah edilmisg, bu goriis daha sonra da des -
teklenmistir (7).

Bulgularimiza Dayanarak, protein elektroforezinde Amidosch
warz ve Panceau-s boyalariyla alinan sonuclarin 6zdeg oldugu, bu
boyalarin birbirinin yerine kullanilabilecegi kanisina varmis bu -
lunuyoruz. Aksine, Vert de Lissamine boyasinin, Amidoschwarzve
Panceau-s boyalarina oranla, alblimin lehine, alpha-1 ve alpha- 2
globulinlealeyhine farkl sonuclar verdigi, bu nedenle Vert de Lis-
samine'e ayri neticelerin adi gecgen diger iki boyaya ait neticeler-
le mukayese edilmemesi gerektigi anlasilmistir.

Boya soliisyonlar: :

Amidoschwarz 0,5 g.

M'ethanol 40.0 ml.
HoO 35.0 ml.
Ac.aétique 0. 0 ml.

(Yikama : Méthanol | /H2? /Ac.acétique= 60 /35 / 5 ml.)
(Eritici : % 80 ac. acétique)

Panceau-s OIS,

Ac.tric. (%5) 200.0 ml.

(Yikama : Ac.acétique %5)

(Eritici : Ac.acétique % 80)

Vert de Lissamine 055 o,

Méthanol 50.0 ml,
Hou 40.0 ml.
Ac.acétique 10 .0 ml.

(Yikama : Ac.acétique % 5)
(Eritici : Ac.acétique  “80)
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Neticeler
Alblimin'in durumu : Amido .1, Amido. |l ve Panceau-s boyala-
rina ait albiimin "yiizde degerleri" arasinda signifikan birfark bu-
lunmamis ; Vert de Lissamine'e ait deger ise oteki boyalara ait

degerlerden yikksek ve signifikan olarak farkli bulunmustur

®L0,05).

Alpha-1 globulin'in durumu : Amido. l, Amido.ll ve Panceau-s
boyalarina ait alpha-1 globulin degerleri arasinda signifikan bir
fark bulunmamis ; Vert de Lissamine'e ait deger Oteki boyalara
ait degerlerden diigiik ve signifikan olarak farkli bulunmustur
(P £0.05).

Alpha-2 globulin'in durumu : Amido. |, Amido. ll ve Panceau- s
boyalarina ait alpha-2 globulin degerleri arasinda signifikan bir
fark bulunmamig ; Vert de Lissamine'e ait deger 6teki boyalara
ait degerlerden diisiik ve signifikan olarak farkl bulunmustur
(P<0.05) .

Beta, ve Gamma globulinler'in durumu : Amido.l, Amido I,
panceau-s ve Vert de Lissamine boyalarina ait beta vegamma glo-
bulin degerleri arasinda signifikan bir fark bulunmamaisgtir.

Cesitli boyalara ait protein fraksiyonlari "yiizde degerleri"
Tablo : I'de topluca goriilmektedir.

Sonuclar

Arastirmamizdan elde edilen bulgularin degerlendirilmesin -
den varilan sonuglar soyle siralanabilir :

l. Selliiloz asetat ile yapilan protein elektroforozinde kullanilan bo-
yalarin, fraksiyonlara ait "yiizde degerlerine' etkisi vardir.

2. Amidoschwarz ve Panceau-s boyalariyla elde edilen neticeler
5zdestir. Vert de Lissamine, bu iki boyaya oranla, albimin le -
hine, alpha-1 ve alpha- 2 globulinler aleyhine farkh sonuglar
verir.

3. Her arastirmada kullanilan boya belirtilmeli : aym boya veya
sadece tzdeg neticeler verdigi bilinen boyalar kullanilarak el -
de edilen elektroforetik bulgular birbiriyle mukayese edilmeli-
dir.
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