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Proteinlerin Isi lle Denatirasyonu Esnasinda Meydana Gikan
 Anyonik Gruplar

.The Anionic Groups of Proteins Becoming Accessible
During Heat-denaturation

Mevzat GNER ve ilgihan GRCEL ¥

 Natif halde bulunan baz proteinlerin uzun peptid zincirlerinin
yumak tarzinda katlanarak sferoproteinleri tegkil ettikleri bilinmek-.
tedir. Cegitli aminoasitlerden meydana gelen ve bir polipeptid zin-
cirinden ibaret olan protein molekiilimde (-SH), (HO-fenil-), serbest
(-COOH), serbest (-NH,) v.b. gibi birtakim gruplar mevcuttur. Na-
tif halde katlanmig bulunan protein molekiillerinde bu gruplardan
bazilar: molekiiliin yiizeyindedir, bazilar: ise katlanma dolayisile mo-
lekiiliin icinde sakli bulunurlar. Natif hallerinde bu durumda olan
protein molekiilleri 1sitildiklart zaman, molekiil i¢i ve molekiiller ara-
s1 koprii ve baglar agilir, proteinler bazi Ozelliklerini kaybederek
yeni bir takim 6zellikler kazanirlar ve bu arada molekiil icinde sak-
i bulunan gruplar meydana -gikar. Proteinlerin 1st denatiirasyonu
diye adlandirilan bu olay umumiyetle irreverzibldir. Natif protein-
lere herhangi bir reaksiyon tatbik edildigi zaman bilhassa molekii-
lin yiizeyine rastlayan gruplar reaksiyona girdikleri halde, 1s1 ile
denatiire edilmig proteinlerde hem ylizeydeki gruplar ve hem de mo-
lekiiliin ac¢ilmas: dolay:sile yiizeye ¢ikan gruplar da reaksiyona gir-
mektedirler. '

Nitekim, bu diiglinceleri izah eder mahiyette birgok caligmalar
vardir. Heffter(1), denatiire yumurta albumininin nitrosoprussiatla
‘koyu pembe renk verdigini, buna mukabil aym proteinin natif sekli-
nin aym madde ile renksiz kaldigim tesbit etmig ve bu suretle dena-
tiirasyon esnasmda (-SH) gruplarlmn meydana giktigun gistermis-
tir. Daha sonra bircok arastiricilar da(*%) bu bulgular: dogrulamig-
lardu Herrlot( }, denatiire ovalbummm Folin’in fenol reakt1f1 ile,

. Bmkimya Kiirsusu, Eczacilik Fakiiltest, Universite - istanbul,

— 125 —




126 Lo N. ONER ve I GNCEL

Mirsky ve Anson(®) ise denatiire proteinlerin fosfomolibdatla na-
tiflerine nazaran daha koyu mavi renk verdiklerini tesbit etmigler
ve bu suretle denatiirasyon esnasinda molekiiliin icinde bulunan (HO
-fenil-) gruplarimin meydana ¢iktigim gostermiglerdir. Haurowitz ve
Tekman (°®), bir taraftan natif ve denatiire yumurta ve serum albu-
minlerini ayr1 ayr Folin'in fenol reaktifi ile muamele ederek dena-
tire proteinlerin daha koyu mavi renk verdiklerini géstermek su-
retile bu arastirieilarin bulgularimi teyid etmigler, diger taraftan
ayni proteinlerin denatiire sekillerinin diazobenzen siilfonat ile na-
_ tiflerine nazaran daha koyu renk verdiklerini tesbit ederek dena-
tiire proteinlerde diazo reaksiyonu veren gruplarin meydana cikti-
gini gostermiglerdir. Yine Haurowitz ve arkadaglari(*°), 1s1tilmig yu-
murta albumininin natifine nazaran daha fazla kongo kirmizisi bag-
ladigin: ve denatiirasyon esnasinda molekiil icinde bulunan ve kongo
kirmizisinl baglayan katyonik gruplarm meydana ciktigim géster-
misglerdir.

Bu galismada, serum albumin ve ovalbuminin 1s1 ile denatiiras-
yonunda anyonik gruplarin meydana giktifini, proteinin 1s ile koa-
giilasyonuna engel olan(*), asitlendirilmis kongo kirmizis: ile gs-
termelk istedik. '

MATERYEL ve METOD

~ Deneylerimizde si13ir serum albumini, kristalize ovalbumin ve
kongo kirmizisi kullanldi.

Sigir serum albumini, serumun amonium siilfatla fraksiyonlu
¢oktliriilmesi ile elde edildi. Amonium siilfat dializ ile uzaklagtiril-
di. Elde edilen serum albumin g¢tizeltisinin konsantrasyonu refrak-
tometrik ve pH si elektrometrik olarak &Slciildii. Serum albuminin
konsantrasyonu % 1.8 ve pH s1 5.8 bulundu.

Kristalize ovalbumin Kekwick ve Cannan(!?) metodu ile elde
edildi, Ovalbumin g¢6zeltisinin protein konsantrasyonu kjeldahlomet-
rik ve pH =1 elektrometrik olarak tiyin edildi; konsantrasyonu % 6.5
ve pH =1 4.8 bulundu.

Kongo kirmizisi (E. Merck AG. Darmstadt)’nin % 1 lik olarak
hazirlanan ve pH s 8.9 olan ana cozeltisinden sulandiriimak ve sey-
reltik siilflirik asit ile asitlendirilmek suretile pH 4 -5 arasinda, 0.1
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pH aralikli, % 0.02 lik kongo kirmizisi cozeltileri hazirlandi. Bunun
icin, 1 ml % 1 lik kongo kirmizisi cozeltisine 45 ml saf su ilive edil-
dikten sonra 0.01 N siilfirik asit ve saf su ile istenen pl ya ayarla-
narak haemi su ile 50 ml ye iblAg edildi. Bu % 0.02 lik, asitlendiril-
mig kongo karmizst ¢bzeltileri her deneyde yeni hazirlanarak derhal
kullanildz. :

Spektrofotometrik l¢gmeler DB model Beckman spektrofotomet-
resi ile yapildL

BULGULAR

15 ml lik slifli kapakl tiibe; on defa sulandirilmg (9% 0.18 lik
ve pH s1 6.0 olan) sigir serum albumin cozeltisinden 2 ml (3.6 mg
protein) kondu, Bunun iizerine 10 ml % 0.02 lik ve pH st asitle 4.5 e
ayarlanmig, menekge rengindeki, kongo kirmizisi ¢ozeltisinden (2 mg
kongo kirmizisi) ilave edildi, karigtiriidl. Sarap kirmizisi rengini
alan karngimin pH s dlgilldi, 5.9 bulundu. Tiip muhteviyat iki esit
kisma boliindii. Bunlardan biri kaynar su banyosunda 15 dakika 1s1-
tildy, rengi gelineik kirmizisina donen ve berrak kalan cozelti, mus-
luk suyu ile sogutulduktan sonra pH s1 Slgiildii, 6.3 bulundu. Isitil-
mis ve sitilmamig niimuneler saf su ile yirmibeg defa sulandirildik-
tan sonra transmittanslar, saf suya karss, spektrofotometrede olgiil-
dii. Sarap kirmizis1 renginde olan 1sitiimamig deney ile gelincik kir-
mizis1 rengini alan isitilmig deney arasinda gizle goritlen renk fark:
(sitilmigta kirmizi rengin fazlalagmas1) spektrofotometrik olarak
da tesbit edildi, Agagdaki grafikde asitlendirilmis (pH = 4.5) kon-
go kirmuzisi muvacehesinde witilmig (A) ve wsitilmamag (B) sIgIr
serum albuminin 330 - 750 mu dalga boylar: arasindaki transmittans
egrileri goriilmektedir.

330 - 580 my arasinda, 1sitilmig deneyin transmittans degerleri
sitiimamig deneyin transmittans degerlerinden daha kiiciik, 580 -
750 myp. arasmda ise daha biiyiiktur. Her iki deneyde de en kii¢iik
transmittans en bilyiik absorpsiyon 510 mu de ve en biiyiik trans-
mittans farky 5-7 kadar olup 490 - 560 myp ile 600 - 700 my. arasin-
dadir. Deneylerimizde, 490 - 560 my arasinda en fazla absorpsiyon
yapan kirmiz renk oldugundan isitimig deneyin transmittansi bu
aralikta daha azdir. 600- 700 mp arasinda ise en cok absorpsiyon
yapan mavi renktir. Isitilmig deneyde mavi molekill sayis1 1sitilma-
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miga nazaran daha az oldugundan, bu aralikta, 1sitilmig deneyin ab-

sorpsiyonu 1sitilmamiginkinden daha az yani transmittansi daha, yiik--

selktir.
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Grafik, —- Asitlendirilmiy (pH=4,5) kongo kirimizisi muvacehesinde 1318 lmLg

(4) ve mhlmamiy (B) sigw albuminin ahsorpsiyon spektrumiari.

Yukaridaki deneyler sigir serum albumini ile, 0.1 aralkla, 4-5
arasindaki biitlin pH Jarda tekrarlanmig hemen hemen ayn: trans-
mittans farklari bulunmustur, Sulandirilmig, kristalize ovalbumin
cozeltisi (% 0.18 ve pH =1 5.0) ile ayn: gartlarda yapilan deneylerde
bu transmisyon farki daha az olup 3-4 kadardir.

Sigir serum albumini ve pH s1 4.0 olan (ovalbumin ile pH s1 4.2
olan) kongo kirmuzisi ile yapilan deneylerde bulaniklik miigahede
edildiginden bu ve bunun altindaki pH larda caligmak miimkiin ol-

mamistir. pH 5 in tstiindeki kongo kirmizms: c¢ozeltileri muvacehe-

_ sinde 1sthilmig ve 1sitihnamig protein deneylerinin renkleri arasmda
gozle bariz fark goriilmedigi icin bunlarin spektrofotometrik Slgme-
leri yapllmamlg.tlr.
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“PARTISMA

. Sudaki cozeltisi kirmizi renkli olan kongo kirmizisi kismen asit-
lendirildigi zaman, molekiillerinin bir kismi H+ baglayarak mavi
renkli sekle déner. Bundan dolay, cbzelti mavi ile kirmiz1 rengin
karisim: olan menekse renginde goriiniir. Agagidaki formiillerde kon-
go kirmuzis1 molekiilil (I) ve bunun asitlendirilerek H+ almls g;ek-
lmm 1k1 sinir formulu (II) (III) gorillmektedir.

SO)Na i OINL
Kongo Kirmizist
- (\K”-rnl?-')
- j
w OO
s‘.O,Hﬂ | sq‘m
A
S =
m i
_503’“

Kongo Kirmiyzisi
{mavi)

H+ baglamis kongo kirmizist molekiiliiniin mavi rengi bu iki smr

formiilii arasindaki rezonanstan: ileri geimektedir(*°}. '

Asitlendirilmig kongo kirmizisi ¢ozeltisi, isoelektrik noktasinin
iistiinde bulunan, protein ile temasa gelince rengi menekseden sarap
Kirmizisina doner ve pH yiikselir. Buna sebep protein molekiillerin-
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deki anyonik gruplarin ortamdaki H+ larm baglamalar ile mavi
molekiillerden bir kisminin bazik karakterli kirmiz gekle cevrilme-
sidir. Protein ve kongo kirmizis1 karigimi 1sitildigr zaman karigimin
kirmiz1 renginin siddetlenmesi, proteinin 1s1 ile denaturasyonu esna-
sinda meydana cikan anyonik gruplarinin da ortamdan H+ almalar:
neticesinde kirmizi kongo kirmizisi molekiillerinin artmas: ile izah
edilebilir. Nitekim, 1sitilmig deneyde kirmizt rengin fazialagtigr goz-
le gorildiigii gibi spektrofotometrik olarak da tesbit edilmektedir,
Bu artig bilhassa 490 -560 mp ler arasinda barizdir, Kirmizi mole-
kiillerin artmas1 ile mavi molekiillerin azaldigl, wsitilmig niimunede
600 - 700 mp. arasinda transmittansin mtilmamig niimuneye naza-
ran daha yiiksek yani mavi rengin absorpsiyonunun daha diigiik ol-
masindan da anlagilmaktadr,

HZET

Sigir serum albumini ve ovalbumin asitlendirilmis kongo kir-
mizigl muvacehesinde 1itildigi zaman kargmin kirmizm rengi, isi-
tilmamig deneye nazaran, gozle giriiliir gekilde giddetlenmektedir.
Kirmizi renk siddetinin arttig spektrofotometrik-olarak da teshit
edilmis ve bunun, proteinlerin 1m ile denatiirasyonu esnasinda kat-
lanmig molekiiliin i¢ tarafindaki anyonik gruplarin meydana cik-
masinin neticesi olabilecegi ileri siirlilmiigtiir.

SUMMARY

The accessible anionic groups of heat denatured bovine serum
albumin and ovalbumim was studied, spectrophotometrically, in the
presence of acidified congo red.

The denatured proteins showed more intensive red-colour than
their native states. The increase of the colour intensity was attri-
buted to the anionic groups of unfolded protein chaing, which become
accessible during heat-denaturation. The mechanism of this pheno-
menon was. discussed.
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