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Rat Karaciger ve Bobreginden Ferritinin Kismi Isolasyonu
Sonucu Elde Edilen Sonuglarin Degerlendirilmesi

Turan Karayilanoglu’, N. Kemal Bingdl’, Ugler Kisa™",
Duran Demirci’, Tirker Kutluay ~, Levent Karaca'

OZET. Ratlann karaciger ve bobreklerinden demir depo proteini olan ferritini izole etmek amaciyla
homojenizasyon, 1s1 denatiirasyonu, amonyum siilfat presipitasyonu ve dializ iglemleri yapildi. Karaciger-
den % 22 venim ve 186 oraminda bir saflastirma ile 39.4 ngimg protein ferritin izole edildi. Bob-
rekten ise % 24 verim ile 1.96 oramninda ve 6.25 ng/mg protein ferritin saflagtnldi. Ferritin olgiimii
icin ELISA yéntem kullamidi. Sonug olarak rat karacigerinde ferritinin bobrege gore 6.3 kat daha
fazla konsantrasyonda oldugu saptandi.

Anahtar Kelimeler .ferritin .izolasyon .rat karaciger .rat bobrek.

The Evaluation of Results Obtained From the Partial Purification
of Ferritin in Liver and Kidney of Rat

SUMMARY. Ferritin in liver and kidney of rats was partially purified, using homogenization, heat
denaturation, amonium sulphate precipitation and dialysis. 39.4 ng ferritin per mg protein in liver
was obtained with 22 % recovery. 6.25 ng ferritin per mg protein in kidney was obtained with
24 % recovery. The degree of purification was 186 and 194, respectively. The measurement of
ferritin was used the method of ELISA. Results showed that ferritin consantration in rat liver was
6.3 times higher than that in rat kidney.

Key Words .ferritin .purification .liver kidney.

Ferritin molekil agirhd 450.000 dalton olan bir de-
mir depo proteinidir. Her bir moleklii 4000 kadar
demir atomu ihtiva eder’2, Normal sartlarda tiim
viicut demirinin % 25'ini kapsar ve baglica kara-
ciger kemik iligi ve dalakta hiicre sitoplazmasinda
yogunlagmisti®-4. 1956 yilinda Reissmann ve Diet-
rich akut karaci§er harabiyeti saptanan hasta se-

% Yard. Dog. 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. Bas.
Gelig Tarihi: 15.12.1992

Kabul Tarihi: 11.1.1993

rumlarinda ferritini saptayip, dolagimda mevcut fer-
ritinin boya alan karaciger hiicrelerinden salveril-
digini gosterdiler. 1972 yiinda Addison ve arka-
daglan ise serum ferritinin Slcimi igin immunora-
diometrik yontemi kullanarak, serum ferritini ile vii-
cut depo demiri arasindaki iligkiyi agikladilarS6,
1975 ve 1978'lerde Worwood, Linder ve Konijn fer-
ritinin  memeli karaciger, kalp ve bdbreklerinden
isolasyonunu basardilar’-8,

Biz yaptigimiz galigmada ferritinin. rat karaciger ve
bobreklerindeki konsantrasyonunu saptamak ama-
ciyla bu dokulardan ferritinin kismi isolasyonunu
sagladik ve Enzim Immunoassay ydntemi ile kon-
santrasyonunu belirledik.
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Gereg ve Yontem

Rat karaciger ve bdbreginden kismi ferritin isolasyo-
nunu saglamak amaciyla, cikanlan karaciger ve
bobrek saf su ile yikanmip kanlarnndan artildiktan
sonra agiriklan belirlendi ve ayn olarak saflastirma
safhalarindan gegirildi. Galismamizda ferritinin do-
kulardan kismen saflagtinimasi igin Penders yonte-
mi modifiye edilerek uygulandi.

Homojenizasyon: Karaciger (24,18 gr) ve bobrek
(5.819 gr) agirhi@nmin 5 kat su ile sulandirlarak
"Thermovac Industres" homojenizatdri ile 10.000
devir/dakika hizda 5 dakika homojenize edildi.

Isi Denatiirasyonu: Homojenat 70-75°C de benma-
ride 10 dakika isitiid1 ve buz igerisinde sogutulup 30
dakika slire 25.000 xg de santrifilj (IEC Model 2K
Centrifuge) edildi. Elde edilen sUpernatan 4°C’'da
24 saat bekletildi.

Tuz fraksiyonasyonu: Sipernatanin pH't 5,5’a kati
sodyum asetat ile ayarlandiktan sonra % 55 sati-
rasyon saglayacak miktarda amonyum siifat (2,35
mol/L) eklendi. 4°C’de 14 saat beklettikten sonra 2
saat 40.000 xg de santriflij edilerek ferritinin presi-
pitasyonu sadland.

Dializ: 15 mmol/L fosfat soliisyonunda ¢oéziinmesi
sadlanan presipitat PEG ile dializ edildi.

Saflagtirmanin her safhasinda alinan numunelerde
protein ve ferritin miktar tayini yapildi. Protein mik-
tar tayini igin Bradford yontemi®, ferritin igin ise
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
yontemi'® (EUROGENETICS - Diagnostic kit) uy-
gulandi. Bu &lglimler icin SHIMADZU (UV-120-01)
spektrofotometresi ve El 312 e bio-kinetics reader
(Bio-Tek Ins.) cihazi kullanildi.

Bulgular

Ratlardan usuliine uygun olarak alinan karaciger ve
bbbrekten ferritinin saflastinimasi isleminde elde
edilen homojenat, 25.000 xg siipernatani, amon-
yum siilfat kesiti ve dializatta total protein ve ferritin
miktarlan Tablo | ve I'de gésterilmigtir. Bu bulgular
esas alinarak verim ve saflagtirma orani belirlendi.

Tartigma ve Sonug

Rat karaciger ve bobreginden ferritin isolasyonu
amaciyla alinan organlar homojenize edildikten
sonra Isi denatiirasyonu amonyum siilfat presipi-
tasyonu ve dializ safhalarindan gecirildi. Bu saf-
lastirma da Penders yéntemi santrifligasyon zama-
ni, h‘m ve amonyum stilfat konsantrasyonunda baz
degisiklikler yapilarak aynen uygulandi'!. Whittaker
tavuk karacigerinden ferritini tuz fraksiyonasyonu
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Tablo: I - Rat karacigerinden ferritinin saflagtiriimas
sirasinda elde edilen veriler

Hacim T. Protein Fermritin Feritin Verim  Saflagma

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

Homojenat o8 325 15.3 48.1 100 1
1489.4 *

25.000 xg 80 30.3 14.1 41.8 85 19
Sipernatan 1269 *

(NH4)o SO, 65 7.18 3.0 212 13 159
Slpernatam 195+

Dializat 27 8.63 126 39.4 22 1.88
3402+

* Total ferritin miktan (ng)

Tablo: Il - Rat bobreginden ferritinin saflagtiriimasi
sirasinda elde edilen veriler

Hacim T. Protein Ferritin Feritin Verim  Saflagma

mi mg/mi mg/ml ng/mg Prot. % {Kat)

Homojenat 24 305 8.4 6.59 100 1
2016+

25.000 xg 21 30.1 8.2 6.41 95 1.97
Supernatani 183.2*

(NHg)o SO4 20 58 24 8.27 25 225
Sipernatani 48 *

Dializat 12 7.86 41 6.25 24 184
492*

* Total ferritin miktan (ng)

sonucunda baslangic konsantrasyonunun 3.7 kall
olarak isole etmisti'2. Bizim galigmamizda ise kara-
cigerde 0.86, bobrekte ise 0.94 kat degerinde ferr-
tin izole edildi. Alinan verim ise karacigerde % 22,
bobrekte ise % 24 civarindaydi. Worwood Powel
ve Massover yaptiklan galismada ferritinin kara-
cigerde daha fazla yogunlagtigini gostermisler-
di”131  Galismamizda rat karacigerinde ferritin
46.1 ng/mg protein konsantrasyonunda, bobrekte
ise 6.59 ng/mg protein olarak saptandi. Bu Wor
wood ve Powell'in bulgularyla uyum gosterdi. Per-
ders’in ydnteminde ferritin presipitasyonu g
amonyum siilfat belirli bir satiirasyon saglayacak
miktarda 2 kez kullanimigti. Biz ayni satirasyonu
bir defada sagladik.

Sonug olarak;

a) Ratlarda ferritinin karacigerde, bobrege gore da-
ha fazla konsantrasyonda oldugu.

b) Ferritin presipitasyonu igin amonyumlsﬂlfat YT
rine daha etkili olacak bagka bir maddenin kullanii-
masi gerektigi.

c) Ferritinin purifikasyonu igin kullandigimiz Per
ders yonteminin zaman alict oldugu, dlgimi K61
kullanilan ELISA y&nteminin ise Anderson’un ileri
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Rat karaciger ve bobreginden ferritin izolasyonu

stirdiigii gibi'® basit ve kisa zamanda sonuglanan
bir dlgiim oldudu.

d) Bu caligma ile saptanan doku ferritin diizeyleri-
nin serum ve doku Demir (Fe) konsantrasyonlan ile
iligkisinin aragtinimasi gerektigi kanisina varidi.
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