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SIGIRLARIN SERUM FERRITIN SEVIYESINI TAYIN ETMEK ICIN FERRITIN
RADIOIMMUNOASSAY (RIA) YONTEMININ GELISTIRILMESI.

Nurcan Cetinkaya?

The development of Ferritin radioimmunoassay (RIA) Method for the determination
of the levels of bovine serum ferritin.

Summary: Ferritin was isolated and purified from l;ovine spleen
and used in the development of bovine serum ferritin radioimmunoassay
(RIA) method. During the isolation and purification of ferritin, purity
control was shown with iron: protein ratious and 6 % polyacrylamide
disc gel electrophoresis (PAGE). The iron: protein ratio of bovine
spleen ferritin after the Sephadex G-200 column chromatography
was found to be 0,153. Protein staining of 6 %, PAGE gels of ferritin
showed six, four and three bands after (NH,),SOy, saturation and dialy-
zing, Sepharose 6B-100 and Sephadex G-200 column chromatography
respectively: However, three bands were observed with iron staining for
all of steps on PAGE. The iodination efficiencies of ferritin by direct
and indirect iodination methods were calculated to be 17 9, and 8 %
respectively. Bovine antiferritin antibodies were raised in rabbits
showed 40 9 binding of a serum dilution 1:10.000 in a titre determi-
nation using double antibody assay procedure. RIA standard curve
was constructed for measuring bovine serum ferritin levels between
2-400 ng / ml. In order to validate and to show reliability of the deve-
loped ferritin RIA method, sensitivity, specificity, accuracy, precision
and reproducibility of the method were investigated. The mean normal
serum ferritin level of ten bulls was 40 + 2,4 ng/ml by the new
developed bovine serum ferritin RIA method.

Ozet: Ferritin, sigir dalagindan izole edildi, saflastirildi ve sigir-
larin serum ferritin seviyesini tayin etmek i¢in radioimmunoassay
(RIA) yonteminin gelistirilmesinde kullanuldi. Ferritin izolasyonu ve
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saflandinimas: sirasinda saflik kontrolii demir: protein oranlar: ve %,
6’lik poliakrilamit disk gel elektroforez (PAGE) ile gosterildi. Sep-
hadex G-200 kolon kromatografisinden sonra-sifir dalagi ferriti-
‘ninin demir: protein oranimn 0,153 oldugu bulundu. Ferritinin %,
6’hik .PAGE gellerinin protein boyamasi (NH,),SO, saturasyonu
ve dializden, Sepharose 6B-100 ve Sephadex G-200 kolon kroma-
tografilerinden sonra sirasiyla alti, dort ve ii¢ bant gosterdi. Oysa,
PAGE’de biitiin basamaklarin demir boyamast ile li¢ bant gdzlendi.
Ferritinin direk ve indirek iyotlama yontemleri ile iyotlanma verim-
lerinin sirastyla % 17 ve % 8 oldugu hesaplandi. Tavsanlarda iretilen
sigir antiferritin antikorlar, ¢ift antikorlu titre tayini yonteminde 1:10.
000 antiserdm seyreltmesi ile % 40 baglanma gosterdi. RIA standart
egrisi 2-400 ng / ml arasi sifir serum ferritin seviyelerini Slgmek igin
¢izildi. Gelistirilen ferritin RIA yonteminin gegerli kilmak ve give-
nirligini gostermek icin yontemin duyarhhgi, 6zgilligi, dogrulugu,
presisyonu ve tekrarlanabilirligi incelendi. Yeni gelistirilen siir serum
ferritini RIA yontemi ile on boga serumunda normal serum ferritin
seviyesi 40 + 2,4 ng/ml olarak tayin edildi.

Giris

Sigirlarin demir durumunu anlamada kullamlan ahsiimis ve du-
'yarli olmayan dlgiimler olan demir parametreleri (hemoglobin, hema-
‘tokrit ve kirmizi kan hiicreleri sayimlar gibi) demir eksikligini ortaya
¢ikarmada etkin degildir. Ancak anemi olustuktan sonra bu olglimler
kesin sonug¢ vermektedir. Kemik iligi biyopsisi aneminin teshisinde
iyi bir kriter olmakla birlikte travmatiktir ve pratik degildir (2). In-
sanlarda demir eksikligi anemisinin ilk safhalarda kolay ve kesin
teshisi, 1972'de Addison ve arkadaslarimin (1) serum ferritin seviye-
sini 6lgmek igin radioimmunoassay (RIA) yontemini gelistirmeleri
ile miimkiin olmustur. Ferritin, yiiksek molekiil agirliklt (460.000
dalton) olan demir depo proteinidir. Ferritin baglca retikliloendotel-
yal ve karaciger hiicrelerinin sitoplazmasinda, kemik iligi ve dalakta
bulunur. Zengin demir igeren ferritinin bashca gorevi demir depola-
mak ve gerek duyuldugunda organizmanin demir ihtiyacin karsila-
maktir (13). Serum demiri ve toplam demir baglama kapasitesi (TIBO)
tayinleri demir cksikligi anemisinin kesin teshisinde yararl olabil-
mekte ancak demir depolarinin tamamen tiketildigi durumlaida
duyarli ve dogru sonuglar vermektedirler (8, 13).
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Insan hekimliginde serum ferritin seviyelerini tayin etmek igin
RIA, immunoradiometric assay (IRMA) ve enzyme immunoassay
(EIA) yontemleri gelistirilmis ve ng/ ml ¢ok kiigiik derisimlerin dogru
ve hassas tayinlerinin yapilmasi saglanmistir (11, 19, 20, 21). Serum
ferritin diizeyi ile viicut depo demiri miktari arasinda iyi bir korelasyon
oldugu bulunmus ve 1 ng/ml serum ferritinin 8 mg depo demirine
karsihik geldigi belirtilmistir (16). Serum ferritin seviyesini tayin etmek
¢ok duyarli olan RIA, IRMA ve EIA gibi yontemlerin gelistirilmesi
ile insanlarda demir metobolizmas: arastirmalarinda biiyiik ilerlemeler
kaydedilmistir (22). Ancak insan hekimliginde kullanilmak amaciyla
tretilen RIA, IRMA ve EIA kitleri siirlarin serum ferritin seviyelerini
tayin etmek i¢in kullanilamamaktadir (14). Bu nedenle, sigirlarda serum
ferritin seviyelerini tayin etmek amaciyla ferritin-RIA yontemi gelis-
tirildi ve yontemin gegerliligi gdsterildi. )

Geligtirilen ferritin-RIA metodu sigirlarda, demir eksikligi ane-
misinin erken teshisinde, depo demir miktarini hesaplamada, rasyona
demir eklemesinin gerekli olup olmadigina karar vermede, demir
durumlar ile hastaliklar (kronik enfeksiyon, kronik inflamasyon ve
malignansi vs.) arasindaki iligkileri belirlemede ve demir metoboliz-
masi ile ilgili arastirmalarda kullanulabilir.

Materyal ve Metot

Linder ve Munro’nun (17), Cetinkaya ve arkadaslarimin (14)
metodlarmdan yararlamlarak ferritin sifir dalagindan ayrild: ve
saflandinidi.  Ferritinin !2°[ ile isaretlenmesinde direk (12, 10)
ve indirek iyotlama (3, 15) yontemleri kullaldi. 1 ml (1 mg/ ml)
saf olarak elde edilen ferritin' ¢ozeltisi 1 ml Freund’s Complete
Adjuvant ile beyaz viskoz emiilsiiyon oluncaya kadar iyice karis-
tirild1 ve iki tavsann sirt bolgesine deri igine en az 10 farkl yere en-
jekte edildi. Ikinci enjeksiyon baslangig immiinizasyondan ii¢ hafta
sonra her bir tavsana 0,2 mg/ ml ferritin yine ayni sekilde hazirlanarak
enjekte edildi. Ikinci enjeksiyondan bir hafta sonra kulak venasindan
kan alinarak serumlarinda antikor titrasyon testleri yapildi. Ferritin
enjeksiyonlar: ve kan alma islemlerine uygun titrede antikor ireti-
linceye kadar devam edildi.

Antikor Titrasyon Testi: Test tupleri (13 x 100 cm) sirasiyla ak-
tivite, 6zglil olmayan baglanma (normal tavsan serumu) ve 1:400,

O
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1:800, 1:600, 1:3200, 1:64C0, 1:12800, 1:25600 ve 1:51200 antiserum
derisimlerini koymak igin numaralandi. Antikor titrasyon testi 3 giinde
tamamlandi. Birinci giin iki test tiiptine % 0,9 NaCl igeren 0,01 M,
pH 7 fosfat tamponu- 0,5 M EDTA (PBS-EDTA) ile yukarida verilen
derisimlerde seyreltilmis antiserumlardan sirastyla her birinden 200
ul, ayr1 ayn tiiplere kondu. Toplam aktivite tiipleri harig digerlerine
500 ul % 0,1 gelatin ve % 0,9 NaCl iceren 0,01 M pH7 fosfat tam-
ponundan (PBS-gel) eklendi. Daha sonra tiiplerin herbirine 100 ul
PBS-gel icinde 30.000 cpm aktivite olacak sekilde hazirlanmig 125
isaretli ferritin ¢dzeltisi eklendi ve + 4°C’da bir giin inkube edildi.
ikinci giin, toplam aktivite tiipleti hari¢ digerlerine 1:30 (v/ v) oraninda
seyreltilmis ikincil antikor (anti-tavsan gama globuliin) gOzeltisinden
200 ul eklenip kanstiriidi ve 4 4°C’da bir giin inkiibe edildi. Uglincii
giin toplam aktivite tiipleri hari¢ digerlerine 3 ml PBS eklendi kans-
tinlmadan 1500 g’de 30 dakika santrifij (Beckmann, TJ-6) edildi.
Siipernatant dokiildii ve olusan immiin ¢okelekteki '25Pin aktivitesi
gama sayacinda (Packard, 5110) sayildi. Yiizde baglanmalar (% B)
hesaplandi ve % B’ler antiserum derisimlerine karst grafik ¢izildi.
Optimum baglama bolgesindeki (9, 25-% 45 arasi) antikor derisim-
leri RIA standart egiisinin gizilmesinde kullanuldi.

RIA Standart Egerisinin Cizilmesi: Antikor titrasyon testinde %
25 baglanma veren 1:5000 antikor titresi ile 9, 45 baglanma veren
1:12800 antikor titreleri RIA standart egrisinin gizilmesinde kullaml-
dr. Ferritin standartlar1 2, 5, 10, 20, 50, 150, ve 400 ng/ml olarak
PBS-EDTA icinde hazirlandi. Normal saghkh sigirlardan (20 bag)
alinan kanlarin serumlari ayrilarak birlestirildi ve iki kisma ayrildi
(Serum I ve Serum 1I olarak numaralandi). Herbir standart egri ci-
zilmesi deneyinde kontrol serumlari olarak kullamld.

~ Toplam aktivite, normal tavsan serumu, tampon kontrol, stan-
dart, serum I ve serum 11 tiipleri numaralandi. 1: 400 (V/V) oraninda
PBS-EDTA ile seyreltilmis normal tavsan serumu tiiplerine 700 wl
ve tampon kontrol tiiplerine 700 w1 PBS kondu. Standart tiiplerine
herbir standarttan 200 ul kondu. 1:500 (V/V) oraninda PBS-EDTA
ile seyreltilmis antiserumdan toplam aktivite ve normal tavsan se-
rumu tépleri hari¢ digerlerine 100 w1 aktivite (30000 cpm /100 ul)
kondu, tipler iyice kanstrilarak + 4°C’da bir giin inkiibe edildi.
ikinci ve iiglincii giin yapilan islemler antikor titrasyon testinde ol-
dugu gibi yapildi. Sayim sonuglarindan hesaplanan %, B’lar ferritin
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standartlanina karst yar grafik kagidina gegirildi ve serum I ve serum
I’nin 9 B’larina karsilik gelen ferritin seviyeleri ng / ml ferritin olarak
grafikten okundu.

RIA yonteminin giivenirlik deneyleri; duyarliik, 6zgilliik, dog-
ruluk, presisyon ve tekrarlanabilirlik testleri ile yapilds.

Bulgular

Ferritinin izolasyonu suda ¢Ozilnirliigiinden, isiya dayaniklili-
gindan (60-70°) ve % 75’lik (NH,),SO, ile 0zgiil ¢okmesinden yarar-
lanilarak yapildi. Isitmann ferritin molekiillerine etkisinin incelenme-
sinde ferritin molekiillerindeki degismeler 80°C’den sonra geriye don-
duriilebilir (irreversible) olmadi. Coziinmez graniiller meydana geldi.
Amonyum siilfat saturasyonundan sonra ferritin Sepharose 6B-100
ve Sephadex G-200 kolonlarindan gegirilmesinden sonra saf ferritin
elde edildi. Safhik kontrolii % 6’lik poliakrilamit gel elektroforez
(PAGE), ile yapildi. 9, 6’lik PAGE gellerinde protein boyamasi ile
(NH,),SO, ve diyaliz basamagindan sonraki, Sepharose 6B-100 ve
Sephadex G-200 kolon kromatografileri ferritin fraksiyonlari 6rnek-
lerinde sirasiyla alti, dort ve ii¢ bant gozlendi. Diger taraftan ayni ba-
samaklardan alinan Orneklerin PAGE gellerinin demir boyamasinda
biitlin ornekler igin ili¢ bant gozlendi. Ferritinin safligt ayrica jzolas-
yon sirasinda gesitli basamakiardan alinan 6rneklerde demir ve protein
tayinleri yapihp demir, protein oranlari ve % Femiktarlar1 hesapla-
narak kontrol edildi. Amonyum siilfat saturasyonuna takiben yapilan
diyalizden sonraki, Seharose 6B-100 ve Sephadex G-200 kolon kro-
matografileri ferritin fraksiyonlarindan alnan Orneklerde demir:
protein ve ¥, Fe miktarlan sirastyla 0,025 + 0,007, 9% 2,6; 0,067 +
0,005, % 6,8 ve 0,153, 9 15,3 hesaplandi. Saf olarak elde edilen sifir
dalag: ferritinin direk iyotlanmasi ile 9 17, indirek iyotlanmasi ile
% 8 baglanma verimleri hesaplandi. Antikor iiretiminde baslangig
immiinizasyonundan ikinci, tglincli ve dordlincii aylar sonunda
tavsanlardan alinan serumlarda yapilan antikor titrasyon testi sonug-
larin1 gosteren egriler Sekil 1’de gosterildi. Baglanmanin % 25-45
bulundugu 1:5000- 1:12800 arasindaki antikor titreleri RIA standart
egrisinin ¢izilmesinde kulldmldl

Ferritin-RIA standart egrileri 1: 4000, 1:5000, 1:6400, 1:10.000
ve 1:12.800 antikor titraslerinde 2, 5, 10, 20, 50, 150 ve 400 ng/ ml
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Sekil 1. Antiserum derigimine karst % B’larin yari logaritmik grafik kafidina gegirilme-
siyle elde edilen antikor titrasyon egrileri. (x—x) 2. ay, (0 i0) 3. ay, (v-v) 4. ayda tavsanlardan
alinan serumlar.
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Sekil 2. Sigir ferritin antiserumunun 1: 4000 (@ /@), 1: 5000 (O3-), 1: 6400 (V-V), 1:12800
(X-X)ve 1:10000 (0-0) antikor derisimleri igin sigir dalag ferritini standartlart (2-400

ng/ ml) ile gizilen standart egrileri.
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ferritin standartlarina karst % B’lar yari-logaritmik grafik kagi-
dina gizildi (Sekil 2). Cizilen egrilerin duyarlhihklari 1:4000 titrede
50 ng / ml, 1:5000 titrede 20 ng/ ml, 1:6400 titrede 10 ng / ml, 1:12.800
titrede 5 ng/ml, ve 1:10.000 titrede 2ng/ ml bulundu. Sigir dalag
ferritinine kars: iiretilen antikorun sigir ferritinine kargt immiinolojik
olarak 6zgiil oldugu at ve insan dalags ferritinleri ile ¢apraz reaksiyon
vermemeleri ile gosterildi. RIA ydnteminin dogrulugu nicel verim
deneyleri ile incelendi. % Nicel verim % 95-104 aras1 ortalama 9; 100,7
hesaplandi. Yontemin tekrarlanabilirligi deneyler arast ve deney igi
sapmalar hesaplanarak belirlendi. Deney igi sapmalar (%, CV = 1,0)
deneyler arasi sapmalardan (% CV = 6,2) daha kiigiik elde edildi.

Sigir serum ferritinini tayin etmek icin gelistirilen RIA yontemi
ile 10 boga serumunda ortalama 40 + 2,5 ng/ml ferritin seviyeleri
tayin edildi.

Tartiyma ve Sonug

Ferritinin izolasyonu sirasinda sicakligin sigir dalag ferritin mo-
lekiillerine etkisinin incelenmesi sonunda 1sitma basamaginda 70°C’in
tizerine ¢ikislmamasina dikkat edilmesi gerekli oldugu goriildi. Ciinki
70°C’in iizerinde ferritin molekiilleri denatiire olmaktadir. Granic (9)
sicakhigin at dalag: ferritini iizerine etkisini incelemis ve sifir dalag
ferritin molekiillerinin sicaklikla degisimine benzer sonuglar vermistir.

fzolasyon sirasinda saflik kontrolii % 6’lik PAGE ile yapildi ve
saf ferritinin hem demir hemde protein boyamasinda monomer,
dimer ve trimerleri gdsteren ii¢ band olusturdugu gozlendi. Cetinkaya
ve arkadaslarida (4) saf sigir dalag; ferritinin %, 6’lik PAGE gellerinde
hem protein hemde demir i¢in boyanan {i¢ bant gosterdiklerini bildir-
. miglerdir.

Ferritinin safli1 ayrica demir: protein oram veya %, Fe miktar
hesaplanarakda gosterildi. Ferritinin safhk derecesi artikca demir:
protein oram dolayisiyla % Fe miktari artmaktadir. Amonyum siilfat
saturasyonunu takiben yapilan diyalizden sonra elde edilen ferritinin
9 Fe miktan % 2,6 iken son saflandirma basamag olan Sephadex
G-200 kolon kromatografisi ferritin fraksiyonunda 9 15,3 bulundu.
Daha 6nce benzer izolasyon yontemi ile koyun dalagi ferritini igin
9% 21 (6) ve sigar dalag ferritini i¢in % 16 (4) degerleri bildirilmistir ki
bizim buldugumuz sonuca yakindir.
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Saf olarak elde edilen sifir dalag: ferritinin direk iyotlarnmasi ile
o 17, indirek iyotlanmast ile 9% 8 baglanma verimleri hesaplandi.
Dirck iyotlama (kloramin-T) yOntemi, uygulanmas: kolay, ucuz ve
yiiksek verimli olmasi nedeniyle indirek iyotlama (Bolton-Hunte1)
yontemine (3) tercih edildi. Baglangig immiinizasyondan ikinci, ti¢linct
ve dordiincii aylar sonunda alinan serumlarda yapilan antikor tit-
rasyon testi sonuglarinin gosterildigi Sekil I’in incelenmesinden de
goriilecegi gibi ikinci, iigiincii ve dordiincl aylar sonundaki serum-
larin antikor titreleri arasinda belirgin bir farklihk yoktur. Baglan-
mamn % 25-45 bulundugu 1:5000-1:12.800 arasindaki antikor tit-
relerinin RIA standart egrisinin ¢izilmesinde kullaniimasinun nedeni
Reimers (23) tarafindan agiklanmustir, bu aralikta optimum duyarhlik
ve presisyon saglanmaktadir. Cizilen RIA egrilerinin 1:4000, 1:5000,
1:6400, 1:10.000 ve 1:12.800 antikor titrelerinde duyarhliklar
sirasiyla 50, 20, 10, 5 ve 2 ng/ ml ferritin bulundu ($ekil 2). Duyatli-
i1 en iyi olan egri 1:10.000 antikor titresi ile cizilen egridir. insan
serum ferritinini tayin etmek igin gelistirilen RIA yonteminin duyar-
gt 2,4 ng/ml olarak verilmistir (19, 21). Bizim cizdigimiz RIA
standart egrisinin duyarliligi sigirlarda demir eksikliginin erken saf-
hada teshisi icin uygundur. Son zamanlarda siit ineklerinde serum
ferritin seviyesini tayin etmek icin IRMA gelistirilmis fakat yontemin
giivenirlik testleri ile ilgili bilgiler verilmemistir (7). Sigir dalag ferri-
tinine kars: tretilen antikor at ve insan dalag ferritinleri ile gapraz
reaksiyon vermediginden immiinolojik olarak tiire Ozgiildiir.

Gelistirilen RIA yontemi ile = 9% 5 dogrulukta tayin yapilmasi
miimkiindiir. Yiizde nicel verim % 95-104 arasi ortalama 9% 100,7
hesaplandi. Insan serum ferritinini tayin etmek igin gelistirilen RIA’-
mn % nicel verimi % 95-118 arasi ortalama ¥, 102 verilmistir (24).
Tekrarlanabilirligi gdsteren deney i¢i sapmalar ($, CV = 1,0) deneyler
arasi sapmalardan (% CV = 6,2) daha kiigiik bulundu. Gelistirilen
yontemin presisyonunu gosteren sapmalar insan ferritini RIA yontemi

icin verilen degere (23) yakin bulundu.

Demir eksikligi durumunda serum ferritini ortalama 4-8 ng/ml
olarak belirtilmistir (1, 5). Serum ferritin seviyesini 40 + 2,4 ng/ml
olarak tayin ettigimiz 10 bogada bu durumda demir eksikligi yoktur.
Sonug olarak sigir serum ferritinini tayin etmek igin gelistirdigimiz
RIA yontemiyle sigirlarda demir eksikliginin erken safhada teshisi
miimkiin olacaktir. Diger taraftan sigirlarda demir metabolizmasini
incelemeyle ilgili arastirmalarda kullanilabilir.
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