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Rat Karaci~er ve Böbre~inden Ferritinin Kısmi İsolasyonu 
Sonucu Elde Edilen Sonuçların De~erlendirilmesi 

Turan Karayılanotlu •, N. Kemal Bingöl•, Üçler Kısa ••, 

Duran Demirci", Tftrker Kutluay • • •, Levent Karaca •• • • 

ÖZET. Rat/ann karaciger ve böbreklerinden demir depo proteini olan ferritbıi izole etmek amacıyla 
homojenizasyon, ısı denatürasyonu, anıonyum sil/fat presipitasyonu ve dializ işlenıleri yapıldı. Karaciger
den % 22 verim ve 1.86 oranında bir saflaştımıa ile 39.4 ng/mg protein ferTitin izole edildi. Böb
rekten ise % 24 verim ile 1.96 oranında ve 6.25 nglmg protein ferTitin saflaştınldı. FerTitin ölçümü 
için ELISA yöntem kul/am/dı. Sonuç olarak rat karacigerinde ferritinin böbrege göre 6.3 kat daha 
fazla konsantrasyonda oldugu saptandı. 

Anahtar Kelimeler .ferritin Jzolasyon .rat karaci~er .rat böbrek. 

The Evaluation of Results Obtained From the Partial Purification 

of Ferritin in Uver and Kidney of Rat 

SUMMARY. FerTitin in liver and kidney of rats was partio/Iy purified, using lıomogenization, heat 
denaturation, amoniwn sulplıate precipitation and dialysis. 39.4 ng ferTitin per mg protein in liver 
was obtained witlı 22 % recovery. 6.25 ng ferTitin per mg protein in kidney was obtained · witlı 
24 % recovery. Tlıe degree of purification was 1.86 and 1.94, respectively. 17ıe measurement of 
ferTitin was ıısed tlıe method of ELİSA. Results slıowed tlıat ferTitin consantration in rat liver was 
6.3 times lıiglıer tlıan tlıat in rat kidney. 

Key Words .ferritin .purification .liver .kidney. 

Ferritin inolekül_ ağırlığı 450.000 dalton olan bir de
mir depo _proteinidir. Her bir molekülü 4000 kadar 
demir atom u ihtiva eder 1·2. Normal şartlarda tüm 
vücut demirinin % 25'ini kapsar ve başlıca kara
ciğer kemik iliği ve dalakta hücre sitoplazmasında 
yoğunlaşmıştır3.4. 1956 yılında Reissmann ve Diet
rich akut karaciğer harabiyeti saptanan hasta se-

* Yard. Doç . Dr.; GATA Biyokimya ve Klinik Biyokimya ABD. 
** Bil. Uzm.; GATA Biyokimya ve Klinik Biyokimya ABD. 
*** Prof. Dr.; GATA Biyokimya ve Klinik Biyokimya ABD. 
**** Prof. Dr.; GATA Biyokimya ve Klinik Biyokimya ABD. Baş. 

Geliş Tarihi: 15.12.1992 
Kabul Tarihi: 11.1.1993 

rumlarında ferritini saptayıp, dalaşımda mevcut fer
ritinin boya alan karaciğer hücrelerinden salıveril

diğini gösterdiler. _1972 yılında Addison ve arka
daşları ise serum ferritinin ölçümü için immunora
diometrik yöntemi kullanarak, serum ferritini ile vü
cut depo demiri arasındaki ilişkiyi açıkladılars.s. 
1975 ve 1978'1erde Worwood, Linder ve Konijn fer
ritinin memeli karaciğer, kalp ve böbreklerinden 
isolasyonunu başardılar7·8. 

Biz yaptığımız çalışmada ferritinin . rat karaciğer ve 
böbreklerindeki konsantrasyonunu saptamak ama
cıyla bu dokulardan ferritinin kismi isolasyonunu 
sağladık ve Enzim lmmunoassay yöntemi ile kon
santrasyonunu belirledik. 
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Gereç ve Yöntem 

Rat karaciğer ve böbreğinden kısmi ferritin isolasyo
nunu sağlamak amacıyla, çıkarılan karaciğer ve 
böbrek saf su ile yıkanıp kanlarından antıldıktan 
sonra ağırlıkları belirlendi ve ayrı olarak safiaştırma 
safhalarından geçirildi. Çalışmamızda ferritinin do
kulardan kısmen saflaştırılması için Penders yönte
mi modifiye edilerek uygulandı. 

Homojenizasyon: Karaciğer (24,18 gr) ve böbrek 
(5.819 gr) ağırlığının 5 katı su ile sulandırılarak 
"Thermovac lndustres" homojenizatörü ile 10.000 
devir/dakika hızda 5 dakika homojenize edildi. 

Isı Denatürasyonu: Homojenat 70-75°C de benma
ride 10 dakika ısıtıldı ve buz içerisinde soğutulup 30 
dakika süre 25.000 xg de santrifüj (IEC Model 2K 
Centrifuge) edildi. Elde edilen süpernatan 4°C'da 
24 saat bekletildi. 

Tuz fraksiyonasyonu: Süpernatanın pH' ı 5,5'a katı 

sodyum asetat ile ayarlandıktan sonra % 55 satü
rasyon sağlayacak miktarda amonyum sülfat (2,35 
moi/L) eklendi. 4°C'de 14 saat beklettikten sonra 2 
saat 40.000 xg de santrifüj edilerek ferritinin presi
pitasyonu sağlandı. 

Dializ: 15 mmoi/L fosfat solüsyonunda çözünmesi 
sağlanan presipitat PEG ile dializ edildi. 

Safiaştırmanın her safhasında alınan numunelerde 
protein ve ferritin miktar tayini yafıldı. Protein mik
tar tayini için Bradford yöntemi , ferritin için ise 
ELiSA (Enzyme-Linked lmmunosorbent Assay) 
yöntemi10 (EUROGENETICS - Oiagnostic kit) uy
gulandı. Bu ölçümler için SHIMADZU (UV-120-01) 
spektrofotometresi ve El 312 e bio-kinetics reader 
(Bio-Tek lns.) cihazı kullanıldı. 

Bulgular 

Ratlardan usulüne uygun olarak alınan karaciğer ve 
böbrekten ferritinin saflaştırılması işleminde elde 
edilen homojenat, 25.000 xg süpernatanı, amon
yum sülfat kesiti ve dializatta total protein ve ferritin 
miktarları Tablo 1 ve ll 'de gösterilmiştir. Bu bulgular 
esas alınarak verim ve safiaştırma oranı belirlendi. 

Tartışma ve Sonuç 

Rat karaciğer ve böbreğinden ferritin isolasyonu 
amacıyla alınan organlar homojenize edildikten 
sonra ısı denatürasyonu amonyum sülfat presipi
tasyonu ve dializ safhalarından geçirildi. Bu saf
Iaştırma da Penders yöntemi santrifügasyon zama
nı, hızı ve amonyum sülfat konsantrasyonunda bazı 
değişiklikler yapılarak aynen uygulandı11 . Whittaker 
tavuk karaciğerinden ferritini tuz fraksiyonasyonu 
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Tablo: I - Rat karaciğerinden ferritinin saflaştırılması 
sırasında elde edilen veriler 

Hacim T. Protein Ferritin Ferritin Verim ~ 
ml mg/ml mg/ml ng/mg Prot. % (Kat) 

Homojenat 98 32.5 15.3 46.1 • 100 1 
1499.4. 

25.000 Mg 90 30.3 14.1 41 .8 85 1.9 

Süpernalanı 1269 . 

CNH.V2 so4 65 7.16 3.0 27.2 13 1.59 

Süpernalanı 195 . 

Dializat 27 8.63 12.6 39.4 22 1.86 

340.2 . 

• Total ferritin miktan (ng) 

Tablo: Il - Rat böbreğinden ferritinin saflaştırılması 
sırasında elde edilen veriler 

Hacim T. Protein Ferritin Ferritin Verim Saflaşma 

ml mg/ml mg/ml ng/mg Prot. % (Kat) 

Homojenat 24 30.5 8.4 8.59 100 1 

201.6. 

25.000 Mg 2 1 30.1 92 6.41 95 1.97 

Süpernalanı 193.2 . 

(NH.ıJ2 so4 20 5.8 2.4 8.27 25 2.25 

Süpernalanı 48' 

Dializat 12 7.86 4.1 6.25 24 1.94 

49.2. 

• Total ferritin m iktan (ng) 

sonucunda başlangıç konsantrasyonunun 3.7 katı 
olarak isole etmişti 12_ Bizim çalışmamızda ise kar~
ciğerde 0.86, böbrekte ise 0.94 kat değerinde ferrı
tin izole edildi. Alınan verim ise karaciğerde % 22, 
böbrekte ise % 24 civarındaydı. Worwood Powel 
ve Massover yaptıkları çalışmada terrilinin kara
ciğerde daha fazla yoğunlaştığını göstermişl_e_r
di7·13·14. Çalışmamızda rat karaciğerinde ferrıtın 
46.1 ng/mg protein konsantrasyonunda, böbrekte 
ise 6.59 ng/mg protein olarak saptandı. Bu Wor
wood ve Powell'in bulgularıyla uyum gösterdi. P.e~
ders'in yönteminde territin presipitasyonu ıçın 
amonyum sülfat belirli bir satürasyon sağlayacak 
miktarda 2 kez kullanılmıştı. Biz aynı satürasyonu 
bir defada sağladık. 

Sonuç olarak; 

a) Ratlarda ferritinin karaciğerde, böbreğe göre da· 
ha fazla konsantrasyonda olduğu. 

b) Ferritin presipitasyonu için amonyum. sülfat Y~~ 
rine daha etkili olacak başka bir maddenın kullanı 
ması gerektiği. 

c) Ferritinin purifikasyonu için kullandığımız .. P.e~
ders yönteminin zaman alıcı olduğu, ölçümu ~çı~ 
kullanılan ELiSA yönteminin ise Anderson'un ılen 
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Rat karaciğer ve böbreğinden ferritin izolasyonu 

sürdüğü gibi15 basit ve kısa zamanda sonuçlanan 
bir ölçüm olduğu. 

d) Bu çalışma ile saptanan doku ferritin düzeyleri
nin serum ve doku Demir (Fe) konsantrasyonları ile 
ilişkisinin araştırılması gerektiği kanısına varıldı. 

Yard. Doç. Dr. Turan KARAYILANOOLU 
GATA Biyokimya ve 
Klinik Biyokimya ABD 
Etlik 1 ANKARA 
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