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Natif ve Denatire Fibrinoiérﬁn Renk Reaksiyonlari

_ Colour Reactions of Native and Denatured Fibrinogen
Nevzat ONER ve Qigihan ONCEL*

Globiiler protein molekiillerinin denatiire gekillerinin natiflerin-
den farkl ozellikler gosterdikleri ve bilhassa bazi renk reaksiyon-
lar: tathbik edildigi zaman daha koyu renk verdikleri bircok aragti-
rieilar tarafindan tespit edilmigtir. Denatiire proteinlerin daha fazla
reaksiyon kabiliyetini haiz olduklart ilk defa sisteinin stilfhidril

gruplarinin npitrosoprussiatla pembe renk vermesi ile gOsterilmig-

tir(*). Daha sonra, ferrisiyaniir ile titrasyonla(®), iyot oksidagyonu
veya merkiiri p-klorbenzoat ile titrasyonla(®) ve polarografi(*) ile
de denatiire proteinlerde daha g¢ok siilfhidril ve distilftir gruplarlnm
pulundugu meydana gikarimigtir. Bundan bagka, denatiire protein-
lerin, hidroksifenil gruplari icin karakteristik olan, Folin’in fenol re-
aktifi ile(°} ve hem hidroksifenil hem de diazo reaksiyonu veremn di-
ger gruplar igin karakteristik olan diazobenzen siilfonat ile(®) ver-
dikleri renk reaksiyonlarmin, natif proteinlerin verdiklerinden daha
giddetli oldugu da tespit edilmistir. '
Globiiler protein molekiillerinin natif ve denatiire gekilleri arasin-
da goriilen bu farklarin fipriler proteinlerde de mevcut olup olma-
digini aragtirmak bahis konusu olabilir. Bu caligmada, fibriler hir
protein olarak bilinen fibrinojenin (*-*) natif ve denatiire gekillerinin
Folin’in fenol reaktifi ve diazobenzen giilfonat ile verdikleri renk re-
aksiyonlarinin farkh giddette olup olmadiklar: aragtiriids.

MATERYEL ve METOT

Deneylerde sigir fibrinojeni kullanildi. Bu fibrinojenin hazirlan-
mast icin, okzalath sigir plazmasindan, Cohn metoduna gore(?), dii-
giik temperatiirde, aikoile coktiiriilerek, saf olmayan' fibrinojeni havi
Cohn fraksiyon I elde edildi. Sonra, bu fraksiyon (*°)’a gore saflag-
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tirildi, Bunun igin Cohn fraksiyon I fosfat tamponunda ¢dziildii, bu
cozeltiye doymus amonyum siilfat ilavesiyle fibrinojen ¢oktiiritldii
Santrifiijle ayrilan ¢Okelti 0.3 M KCl de ¢éziildii ve aym ¢Oziicilye
karg: dializ edilerek amonyum siilfat uzaklagtirildi. Bu suretle elde
edilen saf fibrinojenin refraktometrik olarak olciilen konsantrasyo-
nu % 1 ve pH =1, elektrometrik -olarak, 6.0 bulundu.

Folin’in fenol reaksiyonu icin Folin - Ciocalteu reaktifi('!) ve
diazo reaksiyonu icin Koessler ve Hanke'nin(*?) diazo cozeltisi kul-
lanild. ' - '

Kolorimetrik - 8lgmeler DB model Beckman spektrofotometresi
ile yapildi, _ -

' DENEL KISIM

Deneyler natif, 1s1 veya iire ile denatiire edilmig fibrinojenlerle
yapilmigtir.
- L Natif ve 11 ile denatiire edilmis fibrinojen ile yapilan de-
neyler : .
25 ml lik bir behere 1 ml @ 1 lik fibrinojen cOzelitisi ve 17 ml
distile su kondu, ¢ozeltinin pH s1 0.1 N NaOH ile 10.5 e ayarlandi ve
hacmi distile su ile 20 ml ye tamamlandi. Bundan sonra,.sekiz adet,
zimparalanmig cam kapakll deney tiipii ahndi. Bu'tiiplerden altisina
20 defa seyreltilmis ve pH s 10.5 e getirilmig fibrinojen g¢ozeltisin-
den 2 ger ml (1 mg fibrinojen) ve gahit deneyler icin kullanilacak
olan diger iki tiibe, pH st 10.5 olan NaOH cozeltisinden 2 ger ml
kondu. _ _ ‘

Fibrinojen ihtiva eden tiiplerden ikisi natif halde birakildi. Ge-
ri kalan dort tiipten ikisi, kaynar su banyosunda 10 dakika, diger
ikisi ise 30 dakika 1sitildi. Bu miiddetlerin sonunda tiipler akar su
altinda sogutuldu. Natif, 10 dakika ve 30 dakika 1sitiimig fibrino-
jenleri ihtiva eden tiiplerin ve sahit deney icin kullamilacak tiiplerin
birer tanesine 4 er ml distile su, 3 er ml % 20 lik Na, CO; edzeltigi
ve 1 er ml 1:3 oranmda sulandirilmig Folin - Ciocalteu reaktifi ilj-

've edildi, karigtinidi. Mavi renk alan gozeltilerin absorbansi, 30 da-
kika sonra 650 mp da sahit deneye kargi, okundu, _

 Geri kalan natif 10 dakika ve 30 dakika wrtimig fibrinojenleri
havi tiiplere ve sahit deney icin kullanilacak tiibe 3 er mi distile su,
1.8 er ml % 1.1 lik Na, CO, ¢bzeltisi konduktan sonra tiipler buz ile
biraz gogutuldu ve herbirine 0.75 er ml buzla sogutulmug diazo ¢&-
zeltisi (%} ildve edildi. Turuncu bir renk alan ¢ozeltilerin absorbansi,
15 dakika sonra 530 mu da sahit deneye karg:, okundu,
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II. Natif ve iire ile denatiire edilmig flbI‘lIlOJen ile yapilan de-
neyler :

25 ml lik zimparalanmig cam kapakli bir mezir 1§1nde, 18 ml -
distile suda 9.6 g iire ihtiva eden cozeltiye 2 ml % 1 lik natif fibri-
nojen ¢ozeltisi ilive edildi, karngtirldi. Bu suretie 8 M -ire cozeltisi
icinde ¢bziinmiig olan fibrinojenin bu ¢ozeltisinden; 50 ml lik, zimpa-
ralanmg cam kapakli, iki ayri meziire 4 er ml kondu ve bu niimune-
ler oda temperatiiriinde 1 saat ve 24 saat bekletildi. 1 saatlik mid-
det tamamlanirken iic adet daha 50 ml lik meziir alindi; birincisine
9% 1 lik natif fibrinojen cozeltisinden 0.4 ml (4 mg fibrinojen) ve
3.6 ml distile su, ikincisine 4 ml distile su, ficiinciisiine 4 ml 8 M iire
cozeltisi kondu. Bu son ii¢ tiiblin ve 1 saat 8 M lire ¢tzeltisinde de-
natiire edilmig fibrinojeni havi tiibiin muhtewyatl 20 ml distile su
ilavesi ile 24 ml ye tamamland:. Bundan sonra, deneylerin dbrdiine
aynt anda Folinin fenol reaksiyonu tatbik edildi, mavi renkli gozel-
tilerin absorbansi, 30 dakika sonra 650 mp da, okundu.

Miiddeti tamamlaninca, 8 M iire ¢izeltisi ile 24 saat denatiire
edilen fibrinojene de aym gekilde Folin'in fenol reaksiyonu tatbik
edildi, Renklenen cozeltilerin absorbans: da 30 dakika sonra 650 mp
da, okundu. '

Natif ve iire ile denatiire edilmig fibrinojenlere aym gekilde-dia-

'zo reaksiyonu da tatbik edilmis fakat ortamdaki fire bu reakmyonuf

bozdugundan netice ahnamamlgitlr
Urenin Folin’in fenol reaksiyonu iizerinde bozucu tesiri olma-
dig1 ayrica yapuan kontrol deneylerle tespit edilmigtir.

BULGULAR

pH 10.5 de, kaynar su banyosunda, 1s1 ile denatiire edilmls fib-
rinojenin Folin’in fenol reaktifi ve diazobenzen siilfonat ile verdigi
renkler natif fibrinojeninkinden daha giddetlidir (Cetvel 1}. Bu renk
giddeti farklar gozle de-tefrik edilmektedir,

Cetvel 1. Natif ve 181 ile denatiire edilmia fibrincjenler ile yapilan ‘
renk reaksiyonlarindaki absorbanslar.

. Natif fibrinojen " Denatiire: fibrinojen
Renk reaksiyonu ’
A ) A
Folin - fenol - 0.30 0.35
Diazo : 031 . 0.37
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Bu fark proteinin _klsmi hidrolizine atfedilémez, zira ayni renk
giddeti fazlalagmas) iire ile, oda temperatiiriinde, denatiire _edilmig
fibrinojende de miigahede edilmektedir {Cetvel 2).

Cetvel 2. Natif ve fire ile denatiire edilmig fibrinojenler ile yapllan
- renk reaksiyonlarindaki absorbanslar.

Renk reaksiyonu

WNafif fibrinojen

Denatiire fibrinojen

A

A

‘ Folin - fenol

0.28

0.36.

Diazo . - . —

10 dakika ve 30 dakika 1si ile denatiire edilmig fibrinojenlerin.
absorbanslari birbirinin aym oldugu gibi 1 saat ve-24 saat iire ile
denatiire edilmig fibrinojenlerin absorbanslar1 da birbirinin aynidir.

TARTISMA

Elektron mikroskobu ile yapilan arastlrmalar fibrinojen mole-
kiiliiniin birbirine lineer, iki dar bag ile bagh globiiler ii¢ subiinite-
den ibaret oldugunu gostermigtir(:3). Proteinlerin is1 veya iire ile
denatiirasyonunda molekiillerici ve molekiilleraras: hidrojen baglar:
agilir. Fibrinojen molekiiliindeki globiiler subiinitelerin denatiirasyon-
da acilmas: ile, iceride sakli bulunan gruplarin agiga ¢ikmasi neti-
cesinde baz1 renk reaksiyonlarmm giddetlenmesi beklenebilir. Natif
fibrinojen siilfhidril gruplar: igin karakteristik olan nitrosoprussiat
reaksiyonunu vermedigi halde, denatiire fibrinojenin bu renk reak-
siyonunu verdigi tespit edilmigtir(**). Fakat, natif fibrinojende gizli
veya serbest -SH gruplari bulunmadigindan(*®) denatiire fibrinoje-
nin nitrosoprussiat reaksiyonu vermesi natif glohiiler subiinitelerin
icindeki sakh -SH gruplarimin denatiirasyonda meydana ciktigini de-
gil, molekiil i¢indeki veya yiizeyindeki S-8 baglarinin acildigim gos-
~ termektedir. Zira S-S kopriileri globiiler subiinitelerin icinde -veya
yiizeyinde bulunabilecegi gibi subliniteleri birbirine baglayan kisim-
larda da bulunabilir. Denatiirasyonda biitliin bu -8-8 kopriileri agila-
bileceginden denatiire fibrinojenin verdigi nitrosoprussiat reaksiyonu
globiiler bir yapinin agildigini gostermege kifi degildir. '




siyonlar: ile natifine nazaran daha giddetli renk reaksiyonu vermesi
ise, molekiiliin ancak globiiler subiinitelerinin iginde sakh bulunan
gruplarim meydana gikmasindan ileri gelmis olabilir. Bu netice elek-
tron mikroskobunun ortaya cikardi fibrinojen molekiilliniin yapist
ile kimyasal yonden uygunluk gosteren niteliktedir.

fonat ile verdiZi renk reaksiyonlari natif fibrinojeninkinden biraz
daha siddetlidir. Bu neticeler, natif fibrinojen molekiiliinde elektron
mikroskobu ile varhig1 gbsterilen globiiler subiiritelerin iginde sakh
pulunan bazi gruplarin denatiirasyonda agiga ¢ikmasindan ileri gel-
mig olabilir. Bu bulgular fibrinojenin elektron mikroskobu ile tespit
edilen molekiil yapisi ile kimyasal bakimdan uygunluk gosteren ni-
teliktedir.
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Deneylerimizde denatiire fibrinojenin Folin-fenol ‘ve diazo reak-

GZET

Denatiire fibrinojenin Folin’in fenol reaktifi ve diazobenzen siil-

SUMMARY

The colour reactions given by denatured fibrinogen with Folin’s |

phenol reagent and diazobenzene sulfonate are more intensive than
those of native fibrinogen. These results, may be due to some groups,
of the globular subunits of native fibrinogen, becoming accessible
during denaturation. It is suggested that these findings are, in the
chemical standpoint, in accordance with the molecular structure of
fibrinogen detected electronmicroscopically.
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