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OZET

Laktoferrin (Lf), siitte bulunan ve Onemli biyolojik aktivitelere sahip bir
glikoproteindir. Yapilan tez ¢alismasi ile viicut salgilarinda bulunan, demir igeren bir
savunma proteini olan ve tiimor biiylimesini de engelleyen Lf’nin inek siitiinden
saflagtirilmasi i¢in anti-laktoferrin (anti-Lf) antikoru ¢apraz bagli yeni nesil kriyojel
kolon gelistirilmesi ve afinite kromatografi amacli kullanilmas1 hedeflenmistir.

Bu amagla; gozeneklerine anti-Lf tutturulmus capraz bagli kriyojel kolon
sentezlenmistir. P(Anti-Lf-co-HEMA) kriyojeli kolon dolgu maddesi olarak kullanilmis
ve Lfnin Hizli Protein Sivi Kromatografisi (FPLC) ile ayirimi saglanmistir. Inek
siittinden elde edilen Lf’nin safligi SDS-PAGE ile arastirilmistir. Gelistirilen kolonun
karakterizasyonu sisme testi, FT-IR, SEM ve BET analizleri ile yapilmistir.

Sonug olarak; R. SAY tarafindan WIPO ve USPTO patenti alinan fotoduyarl
konjugasyon yontemi (ANADOLUCA) kullanilarak Lf ’yi yiiksek segicilikte ayirabilen
ve tekrar kullanilabilen bu kolonlar ilk kez gelistirilmistir. Gelistirilen bu kolonlar,
kanser, as1 ve goriintiileme teknolojileri i¢in 6nemli bir ajan olan Lf’nin saflastiriimasi

icin bir alternatif olusturacaktir.

Anahtar Kelimeler: Inek siitii, Laktoferrin, Kriyoje, ANADOLUCA, Saflastirma,
Affinite Kromatografi



ABSTRACT

Lactoferrin (Lf) is a glycoprotein which is found in milk and has significant
biological activities. In this thesis, improving of a new generation cross linked anti-
lactoferrin (anti-Lf) antibody cryogel column and using it in affinity chromatography
have intended for the purification of Lf which is found in body fluids, a defense protein
containing iron and inhibits growth of tumor from cow milk.

For this purpose, cross-linked cryogel column which contains anti-Lf in its pores
has synthesized. P(Anti-Lf-co-HEMA) cryogel has used as column filling (extender)
material and Lf separation has provided by Fast Protein Liquid Chromatography
(FPLC). The purity of Lf obtained from cow milk has investigated by SDS-PAGE. The
swelling test, FT-IR, SEM and BET analyses have applied for the characterization of
the column.

As a result; the columns which have high selectivity for Lf and are reusable have
improved for the first time using photosensitive conjugation method (ANADOLUCA)
which has WIPO and USPTO patented by R. Say. These developed columns will be an
alternative for the purification of Lf which is an important agent for cancer, vaccine and

imaging technologies.

Key words: Cow milk, Lactoferrin, Cryogel, ANADOLUCA, Purification, Affinity

chromatography
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1. GIRIS

Insanlar, yiizyillardir deneme yanilma yoluyla, yasamlarmi siirdiirmek igin
farkinda olmadan fermantasyon, mayalanma gibi  biyokimyasal siirecleri
kullanmislardir. 20. yy baslarinda patlayici madde yapmak amaciyla aseton eldesinde
kullanilmig olan fermantasyon teknolojisi endiistriyel alana tasinmis ve bu teknolojinin
kullanim1 20.yy ortalarinda ise antibiyotik tretimiyle iyice yayginlasmistir. 1970’1l
yillardan giliniimiize kadar ise hem proteinler ve metabolik dongiilere iliskin bilgilerimiz
artmis hem de DNA’nin enzimler araciligiyla kesilip degistirilebilmesi ve bir canlidan
baskasina aktarilmasima olanak saglayan teknolojiler gelismistir. ilerleyen teknoloji ve
son buluslar nedeniyle yeni iriinlere olan gereksinim biyoteknolojinin giiniimiizdeki
etkinligini ve 6nemini ortaya koymustur.

Biyoteknoloji, diger bilim dallarinin ¢aligma alanlarina ait buluslar1 faydali ticari
tirlinlere donistiirerek kendi Onemini 6n plana c¢ikarmakta ve talepleri karsilama
noktasinda diger teknolojilerden ayrilmaktadir. Biyoteknoloji kapsaminda yapilan
calismalar mikrobiyoloji, biyokimya, molekiiler biyoloji, hiicre biyolojisi, immiinoloji,
protein miihendisligi, enzimoloji ve biyopreses teknolojileri gibi farkli ¢aligma
alanlarm1 kapsar. Bu nedenledir ki biyoteknoloji birgok bilimsel disiplinle karsilikli
iliski igerisinde kendini gelistirmeye devam etmektedir.

Son ¢eyrek ylizyilda, molekiiler biyoloji ve gen teknolojisi alanlarinda biiyiik
gelismeler saglanmis ve bu sayede biyoteknolojinin hizli degisim ve ilerleyisi 6n plana
cikmistir. Biyoteknoloji, zaman igerisinde ¢ok daha fazla sayida sanayi ve hizmet
sektoriinii  ¢alisma alanina dahil etmistir. Saglik alanindan tarima, Kkimya
miihendisliginden g¢evre korumaya, gida iiretiminden enerji liretimine kadar yasamin
pek cok ihtiyacini karsilayan sektorler biyoteknolojinin ¢alisma alani igerisinde yer
almaktadir.

Biyoteknoloji, gelecegin sekillenmesi noktasinda belirleyici olacak ve ozellikle
saglik, ilag ve tarim alanlarinda biliylik gelismelerin gerceklesmesine olanak
saglayacaktir. Gilinlimiizde ¢ok biliylikk bir Oneme sahip biyomolekiillerin elde
edilmesinde biyoteknolojik yontemler kullanilir.

Lf de biyoteknolojik yontemlerle elde edilebilen bir glikoproteindir. Lf yaklasik

50 y1l 6nce kesfedilmis demir baglayict bir protein olmakla beraber demir tasiyici serum



transferrin, ovotransferin ve melanotransferrin ile birlikte transferrin familyasinin bir
tyesidir.

Insanlar, inekler, keciler, atlar, kopekler ve kemirgenler gibi birgok memelinin
mukoza epitel hiicrelerinde sentezlenen Lf, ayrica baliklar tarafindan da iiretilir. Bu ¢ok
fonksiyonel glikoprotein gozyasi, salya, vajinal sivilar, meni, brons ve burun sivilarinda,
safra, sindirim sistemi sivilari, iirin, siit ve ilk siit gibi salgilarda bulunur. Bir¢ok
antimikrobiyal protein lizozom, kollektin ve Lf icerir.

Degisik dokulardaki genis yayilimindan dolayi, Lf ¢ok fonksiyonlu bir proteindir.
Ciinkii demir emilimi dongiisii, bagisiklik sistemi tepkileri, antioksidan etkinligi,
antikarsinojenik ozellik gostermek gibi birgok fizyolojik fonksiyonu vardir. Yine de,
antimikrobiyal dzellikleri en ¢ok ¢alisma yapilan alanidir.

Bu tez kapsaminda; viicuttaki salgilarda bulunan, demir igeren bir savunma
proteini olan ve timor biiyiimesini de engelleyen Lf’nin siitten saflastirilmasi i¢in anti-
Lf antikoru ¢apraz bagl yeni nesil kriyojel kolon gelistirilmesi ve afinite kromotografi
amaglh kullanimi hedeflenmistir. Fotoduyarli konjugasyon yontemi (ANADOLUCA)
kullanilarak ilk kez iretilen Lfyi ylksek segicilikte ayirabilecek ve tekrar
kullanilabilecek bu kolonlar, kanser, as1 ve goriintiileme teknolojileri i¢in 6nemli bir
ajan olan Lf’nin saflastirilmasi i¢in 6nemli bir alternatif olusturacaktir.

Lfyi ayirma ve saflastirma islemlerinde makro gozeneklerine anti-Lf capraz
baglanmis kriyojel kolon hazirlanmistir. Hazirlanan bu kriyojel kolonun gozeneklerine
capraz baglanmig anti-Lf’nin inek siitiinden homojenize edilen Lf ile etkilesimi sonucu
Lfnin ayirim1 ve saflastirilmasi hedeflenmistir.

Lfnin ¢esitli bakteri, mantar, protozoa ve viriislerin sebep oldugu bulasict
hastaliklarin tedavisinde gosterdigi yararli etkileri nedeniyle ayirim ve saflastirilmasi
son derece Onemlidir. Bu amagla; fotosensitif yolla sentezlenmis anti-Lf capraz
baglanmis Kriyojel kolonlar kati destek materyali olarak kullanilarak hizli protein sivi
kromatografisi (FPLC) cihaz1 ile Lf’nin inek siitinden ayirimi gergeklestirilmistir.
Calismanin sonunda; elde edilen verilere gére FPLC cihazi ile anti-Lf kriyojel kolon
kullanilarak inek siitiinden ayirimi saglanan Lf’nin, standart Lf ile kiyaslandiginda daha

az maliyetle ve yliksek saflikta elde edildigi gézlemlenmistir.



1.1. Glikoproteinler

Glikoproteinler polipeptid iskeletlerine kovalent olarak bagli oligosakkarit
zincirlerini (1-20 seker) igeren proteinlerdir. Glikoproteinler, glikokonjugatlarin (bir
karbonhidratin protein veya lipide kovalent baglanmasi ) veya karma karbonhidratlarin
bir sinifidir. Kompleks karbonhidratlarin ii¢ sinifi olan glikoproteinler, proteoglikanlar
ve glikolipidler genellikle hep birlikte “Glikokonjugat’ olarak adlandirilir (Uniibol ve
Unsal, 2010).

Glikoproteinler bakteriden insana kadar canlilarin ¢ogunda bulunur. Glikojen ve
glikoz disindaki karbonhidrat, viicutta glikolipid ve glikoproteinlerin bir parcasi olarak
bulunmaktadir. Farkl islevlere sahip birgok protein glikoprotein yapisindadir, bunlarin
karbonhidrat icerigi %1-85 arasindadir. Albiimin disinda plazma proteinlerinin hemen
timii glikoprotein yapisindadir. Hiicre zar1 proteinlerinin birgogu 6nemli miktarda
karbonhidrat tasir. Kan grubu maddelerinin bir kismi1 glikoproteindir (Yavuz, 2001).

1.1.1. Glikoproteinlerin yapis1

Glikoproteinlerin karbonhidrat kisminda glikoz, galaktoz, mannoz, fukoz, N-
asetil glikozamin, N-asetil galaktozamin, N-asetilnoraminik asit (sialik asit) olmak
lizere baslica 7 ¢esit monosakkarid bulunur. Bu monosakkaridler, degisik siralama ve
farkli bag yapilari ile bir araya gelirler ve sonugta ¢ok sayida karbonhidrat zinciri yapisi
ortaya ¢ikar. Bunlardan baska daha az siklikla rastlanan arabinoz ve ksiloz vardir.
Oligosakkarit olarak adlandirilan bu karbonhidrat zincirleri glikoproteinlerin peptid
omurgasina asparajin, serin, treonin, hidroksilizin veya hidroksipirolin aminoasitlerinin

biri iizerinden baglanmistir (Uniibol ve Unsal, 2010).

1.1.2. Glikoproteinlerin simiflandirilmasi

Glikoproteinler igerdikleri bag tiplerine gore ve bulunduklar1 yerlere gore
siiflandirilirlar (Ciftgi, 2006).

Icerdikleri bag tipine gore glikoproteinler, N-glikozidik ve O-glikozidik bag
icerenler olmak iizere ikiye ayrilirlar. N-glikozidik bagi iceren glikoproteinlerde seker,
asparajin - yan zincirinin amid grubuna baglanir (Sekil 1.1). Ovalbumin,
immunglobulinler, orosomukoid baslica N-bagh glikoproteinlere 06rnek olarak

verilebilir.
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Sekil 1.1. Bif N-bagl glikoprotein (N asetil glikozaminin asparajine baglanmast)
(Untibol ve Unsal,2010).

Glikoproteinlerin ana smifin1 N-glikozidik bagli glikoproteinler olusturur.
Plazma proteinleri de bu grup igerisinde yer alir. Bu proteinler kolayca ulasilabilir
durumda olduklar1 i¢in bu sinifa ait proteinler daha fazla incelenmistir. Hem zara bagh
hem de dolasimda yer alan glikoproteinler bu sinifta yer alir.

O-glikozidik bagi igeren glikoproteinlerde ise seker, serin veya treoninin
aminoasidinin R grubunun hidroksiliyle baglanir (Sekil 1.2). O-glikozidik bagi igeren
glikoproteinlere birgok membran proteini, miisinler, proteoglikanlar, kollajenler 6rnek

olarak verilebilir.

Sekil 1.2. Bif O-bagl glikoprotein (N asetil galaktozaminin serine baglanmast)
(Untibol ve Unsal,2010).

Glikoproteinler bulunduklar1 yerlere gore baglica memeli glikoproteinleri, balik

glikoproteinleri, bitki glikoproteinleri, bakteri glikoproteinleri, viral glikoproteinler ve



paraziter glikoproteinler olarak da siniflandirilabilirler (Uniibol ve Unsal, 2010; Ciftci,
2006).

1.1.3. Glikoproteinleri incelemede kullanilan baslica 6nemli yontemler

Glikoproteinleri saflastirmak igin proteinler ve enzimleri saflastirmada kullanilan
klasik yontemler kullanilabilir. Glikoproteinlerin izolasyonu ve karakterizasyonu igin
birgok kromatografik/elektroforetik yontem gelistirilmistir. Afinite kromatografisi tek
bagina kullanilabilecegi gibi genel kromatografik/elektroforetik yontemlerle de
birlestirilerek kullanilabilir. Bu sekilde, biyolojik 6nemi olan immiinglobulinler,
seruloplazmin, eritropoetin gibi glikoproteinler saflagtirilabilir. Kromatografik olarak
saflagtirilan glikoproteinin yapisindaki glikan zincirleri kiitle spektrofotometresi ve
NMR spektrofotometresi belirlenebilir. Son zamanlarda glikoproteinlerin mikro
heterojenitesinin kalitatif ve kantitatif belirlenmesinde yiiksek performansli kapiller
elektroforez, iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi, atisli amperometrik belirlemeli
yiiksek pH anyon degisim kromatografisi gibi teknikler kullanilmaktadir (Ciftgi, 2006).

Glikoproteinleri incelemede kullanilan baslica 6nemli yontemler kisaca asagida
aciklanmustir;

. Kromatografik Yéntemler: Bunlardan en onemlileri Ince Tabaka
Kromatografisi (Thin Layer Chromatography) (TLC), Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography) (HPLC), Gaz
Kromatografisi (Gass Chromatography) (GC) dir.

J Lektin Affinite Kromatografisi: Bu yontem kullanilan 6zgil lektine

baglanan glikoproteinler ve glikopeptidleri saflagtirmak igin kullanilir.

. NMR Spektroskopi: Ozgiil sekerlerin dizgisinin, baglarinin ve glikozid

baglarinin anomer dogasinin agiklanmasinda kullanilan yontemdir.

. Kiitle Spektroskopisi: Molekiil kiitlesi, bilesimi, dizgisi ve bazen bir
glikan zincirinin dallanmas1 hakkinda bilgi veren yontemdir.
o Periodik  Asit-Schiff Ayiraci: Elektroforetik ayirimdan  sonra

glikoproteinleri pembe bantlar halinde gosteren yontemdir.



. Kiiltiir Hiicrelerinin Radyoaktif Sekerle Inkiibasyonu: Bu yontemde
elektroforetik ayirimdan sonra elde edilen glikoproteinlerin radyoaktif bantlar halinde

saptanmasi saglanir.

. Uygun Glikozidaz veya Fosfolipazla islemleme: Elektroforetik gocte
olusan kayma; N-glikan veya O-glikan baglarina sahip proteinler arasinda ve biiyiik

miktarda mannoz ve N-glikanlar arasinda ayirim yapmaya yardim eder.

J Metilasyon Analizi: Sekerler arasindaki baglarin Dbelirlenmesinde

kullanilan analiz yontemidir.

. Aminoasit veya cDNA Dizgi Analizi: Proteindeki aminoasit dizisinin

belirlenmesini saglamak amaciyla bagvurulan yontemdir (Uniibol ve Unsal, 2010).

1.2. Laktoferrin

Lf ilk kez 1939 yilinda si1g1r siitiinden Sorensen ve ark. tarafindan izole edilmistir.
Bu ¢ok fonksiyonlu proteinle ilgili ciddi arastirmalar, Lf'nin 1960 yilinda ayn1 anda {i¢
bagimsiz laboratuvar tarafindan insan siitinde ana demir baglayici protein olarak
belirlenip izole edilmesiyle baglamistir. 1984 yilinda insandaki L nin molekiiler yapisi
ve aminoasit dizisi kesfedilmistir. (Vogel ve Sicairos, 2012 ; Tomita vd.,2008; Adlerova
vd., 2008). Kesfi yaklagik 50 yil onceye dayanan Lf, yapisinda demir igeren bir
glikoproteindir. Bu sebepten yapisinda demir bulunduran transferrin, ovotransferrin ve
melanotransferrin ile birlikte transferrin ailesinin bir iyesidir (Garcia-Montoya vd.,
2012).

L nin molekiil kiitlesi 80 kDa’ dir (Stuart vd.,2012). Yiiksek miktarda protein
iceren siitteki kazein; besleyici fonksiyona sahipken, siitteki diger proteinler de
memelilerin salgi bezlerinde ve yeni doganlarda 6zel fonksiyonlara sahip proteinlerdir.
Birgok memeli siitiinde, farkli biyolojik fonksiyonlara sahip ve demir iceren, Lf ve
transferrin bir arada bulunur. Ancak bu proteinler her zaman aym anda
bulunmayabilirler. Laktasyon siiresince insan siitiindeki baskin protein Lf* dir ve Lf iki
demir iyonu baglama kapasitesine sahiptir. Lf* nin demir baglama afinitesi oldukca

yiiksektir. Lf'nin demir baglama afinite katsayisi, transferrininkinden 300 kat daha



biiyiiktiir ve temel yapisi sayesinde demir iyonlarmi diisik pH’ larda da tutabilir
(Conesa vd., 2008; Teng vd., 2002).

Ik kez siitten elde edildigi i¢in bu ismi alan Lf, sadece siitte bulunan bir protein
degildir ( Avci ve Sel, 2004). Lf insan, inek, kdpek, kegi gibi daha birgok memeliyi de
igeren canlilarda mukoz epitel hiicreleri tarafindan iretilir. Son zamanlarda yapilan
calismalar, gokkusagi alabaliklarinin yumurtalarindan da molekiiler biyoloji teknikleri
kullanilarak Lf iretilebilecegini gostermistir. Lf, en ¢ok siit ve kolostrum yapisinda
bulunmakla beraber ayrica gézyasi, tiikiiriik, vajinal akintilar, sperm, burun ve bronsiyal
akintilar, safra, gastrointestinal (mide-bagirsak) salgilari, iirin gibi mukozal salgilarda,
bulunur. Lf, kazeinden sonra siitte en yiiksek oranda bulunan proteindir (Esen vd.,
2013; Gonzalez-Chavez vd., 2009).

Cizelge 1.1: Cesitli biyolojik sivilarda bulunan Lf miktarlart (Steijns ve van
Hooijdonk,2000).

BIiYOLOJIK SIVI MIKTARLAR
Kolostrum siitii >7 mg/ml
Anne siitii >1-2 mg/ml
Gozyasi s1visi >2,2 mg/ml
Seminal s1vi >0,4-1,9 mg/ml
Eklem s1visi >10-80 pg/ml
Tiikiirtk >7-10 pg/ml
Inek siitii >20--200 pg/ml
Inek kolostrum siitii >1.5 mg/ml

Cok sayidaki memeli siitiinde bulunan Lf ‘nin insan, domuz, at, inek, bufalo,
koyun, keci, deve ve fareyi kapsayan dokuz memeli tiiriindeki aminoasit dizilimi
bilinmektedir (Baker ve Baker, 2005). Ayrica Lf Afrika filinin siitiinde de bulunmustur.
Diisiik sayida aminoasite sahip Lf’lerin benzerligi insan ve fare arasinda %70-74
oranindadir. Diger taraftan inek, bufalo, keci, ve koyun tiirii memelilerde bulunan
Lf’ler, benzerlik oran1 %90’ 1n tizerinde olan aminoasit zincirleri icermektedirler (
Conesa vd., 2008).

Lf birgok viicut sivisinda bulunmaktadir (Cift¢ili vd., 2000). Lf, wviicut sivilar
olan kan plazmasi ve amniyotik siv1 igeriSinde de bulunur. Lf” nin yiiksek bir demir

baglama afinitesine sahip olmasi, onun yliksek asitligi de igeren genis bir pH araliginda



bu oOzelligini koruyabilen tek transferrin olmasini saglar. Ayrica proteolize (protein
sindirimi) kars1 yiiksek bir dayaniklilik gosterir.

Pozitif yilike sahip olan Lf, ¢ok sayida dokuya dagilmis ve bu 6zellik onun birgok
fonksiyona sahip olmasina neden olmustur. Canli yapisinda gerceklesen ¢ok sayidaki
fizyolojik olayla yakindan iliskilidir. Bu olaylara bagirsakta demir emiliminin
diizenlenmesi;  bagisiklik sistemine antioksidanlik, antikanserojenlik ve iltihap
sokiiciiliik gibi konulardaki katkis1 6rnek verilebilir. Son zamanlarda en ¢ok c¢alisilan
fonksiyonu ise antimikrobiyal etkisidir. Lf* nin antimikrobiyal 6zelligi genellikle iki
mekanizma sayesinde gerceklesir. Bunlardan birincisi, enfeksiyonlu bdlgede
mikroorganizmay1 besinden yoksun birakarak bakteriostatik etki yaratan demir
ayrilmasidir. Diger mekanizma ise, Lf molekiili ile enfeksiyon sebebi
mikroorganizmanin direkt olarak etkilesimidir. Lf i¢indeki pozitif aminoasitler bakteri,
virtis, kiif ve parazit hiicrelerinin ylizeylerindeki anyonik molekiiller ile etkilesime girip
hiicrenin yikimina sebep olur (Gonzalez-Chavez vd.,2009).

Lf, yapisinda demir icermesi ve demirin baglanmasi durumunda kirmizi bir renk

olusturmasindan dolay1 kirmizi protein ismiyle de anilmaktadir ( Yildirim vd., 2011).

1.2.1. Laktoferrin dizisinin 6zellikleri

Insan siitiinde bulunan Lf* nin (hLf) niikleotid dizisi, ilk kez Rey ve arkadaslar:
1990 yilinda kesfedilmis ve daha Once kesfedilen aminoasit dizileri ile
karsilastirilmigtir. Lf genleri tiirler arasindaki benzerligini korur. Yapilan veri tabani
arastirmalar1 sonucunda on {i¢ farkli canh tiirlin niikleotid dizileri ortaya ¢ikarilmistir.
Niikleotidlerin ikili 6zdeslikleri %78 ile %100 arasinda degisiklik gostermis olup en
carpict sonuglarin primatlar arasinda oldugu goriilmiistiir. Insanlar ve sempanzeler
arasindaki benzerlik oran1 %95-98 ‘lere ulasirken, insanlar ve orangutanlar arasindaki
benzerlik oran1 %79’ a diismektedir. Yine, at ve deveye ait Lf ile insan Lf i arasinda
%81; domuz, inek, yak, su bufalosu, boga ve kegiye ait Lf ile insan Lf’i arasinda 78 dizi
0zdesligi bulunmaktadir. Tespit edilen bu dizi 6zdeslikleri oranlart Lf* nin olduk¢a
korunmus bir dizi familyasina sahip oldugunu gosterir. Ayrica Lf ve transferrin
arasindaki dizi 6zdesligi de %60-65 arasindadir. Yapisal olarak Lf’leri, Tf’lerden ayiran
en biiylik ozellik, eski bir duplikasyon (kopya) olayindan evrimlestigi diisiiniilen iki lob
arasindaki peptid baglayicisinin bir ¢ok prolin kalintis1 igermesidir (Garcia-Montoya
vd., 2012).



Yapilan ¢alismalar yaklasik sonuglar vermekle beraber Metz-Boutigue vd.” nin
1984 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada insan kaynakli Lf* nin (hLf) 82.4 kDa'lik bir
molekiil agirligina sahip oldugu ve 702 adet aminoasitten olustugu belirtilmektedir.
Yine Pierce vd.” nin 1991 yilinda yaptiklart ¢alismada sigir Lf ‘nin (bLf), molekiil
agirh@r 83.1 kDa, aminoasit sayis1 689 olarak verilmistir. Asagida yer alan Cizelge 1.2’

de bLf ve hLf* e ait aminoasit i¢erikleri verilmistir.

Cizelge 1.2: Sigir ve insan kaynakli Lf* de bulunan aminoasitler ve sayilar1 (Pierce
vd.,1991).

Aminoasit ad1 bLf hLf
Alanin 67 63
Prolin 30 35
Arjin 39 43
Lisin 54 46
Asparagin 29 33
Valin 47 48
Triptofan 13 10
Sistein 34 42
Treonin 36 31
izolosin 15 16
Serin 45 50
Glutamin 29 27
Glutamik asit 40 42
Fenil alanin 27 30
Metionin 4 5

Losin 65 58
Glisin 48 54
Tirosin 22 21
Aspartik asit 36 38
Histidin 9 9

TOPLAM 689 691

1.2.2. Laktoferrinin molekiiler yapisi

692 aminoasitten olusan Lf, iki demir baglama bolgesine sahiptir ve tek
polipeptid zincirinden olusur. Bu polipeptid zinciri ikiye katlanarak simetrik N-(amino)
ve C-(karboksi) loblarini olusturur. 1 ile 333. aminoasitler arasi lob N- terminali, 346 ile
692. aminoasitler arast lob C- terminali olarak adlandirilir. Loblar, 334-344
aminoasitler arasi bir a-heliks yapu ile birbirilerine baglanir. iki lob birbirleri ile %33 -

%41 aras yiiksek homologluk gosterir.
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Her bir lob a-heliks ve B-plaka yap1 formunda iki alt alana (domain) ayrilir. Bu
nedenle Lf molekiilii N1, N2, C1 ve C2 olmak iizere 4 domainle gosterilir. Her iki lob
Fe** yaninda karbonat iyonu (COs*) da icerir. Boylelikle Lf'deki pozitif yiik
dengelenmektedir. Lf’ye Fe** iyonlarindan baska Fe**, Cu**, Zn** ve Mn?" iyonlarinin

da baglandig1 goriilmiistiir.

Sekil 1.3. Lf’nin 6ngoriilen yapisi (Berlutti vd., 2011).

Geri doniisiimli Fe** bagi sayesinde Lf, Fe* icermeden (apo-Lf) veya igererek
(holo-Lf) var olabilir ve demirin bagl olup olmama durumuna gore farkli 3 boyutlu
konformasyona sahiptir. Apo-Lf acik konformasyona (yapiya) sahipken proteolize karsi
dayaniksizdir. Holo-Lf ise proteolize kars1 daha dayanikli ve kapali bir yapiya sahiptir.
(Gonzalez-Chavez vd., 2009; Kanyshkova vd., 2001; Steijns ve van Hooijdonk, 2000)
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Sekil 1.4. 2.8 Angstrom ¢oziiniirliikte sigir L nin 3 boyutlu yapisi
(Garcia-Montoya vd., 2012).

Her iki lobta da demir baglamada rol oynayan ortak aminoasitler Asp, Tyr ve His
aminoasitleridir. N-lob’ta His253, Tyr92, Tyr192, Asp60; C-lopta His253, Tyr435,
Tyr528, Asp395 aminoasitleri demir baglar. Lf’nin demir baglama kapasitesi karbonat
iyonu (COs®) varligma baghdir. Argl21 aminoasidi ise COs®  iyonunu baglayan
aminoasittir. Lf, ayrica izoelektrik noktasi 8.0-8.5 olan pozitif yiiklii bir proteindir.

Apo-Lf ve holo- Lf ’deki ortak yapisal iskelet sebebiyle, molekiiler sekillerini diger
Lf tiirlerinden alinan kristalografik veriler kullanarak modellemek miimkiindiir (Sekil

1.5) (Garcia-Montoya vd., 2012).



Sekil 1.5. Lf ‘ye ait kabul edilmis demir baglayici cep bolgesi

(Garcia-Montoya vd., 2012).

1.2.3. Laktoferrinin biyolojik aktivitesi
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Sekil 1.6. Lf’nin yararl fonksiyonel 6zellikleri (Vogel, 2012).

12
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Lf’nin yiiksek demir baglama kapasitesine sahip olmasi ve bu 6zelligini genis bir
pH araliginda (6zellikle de ¢ok diisiik pH degerlerinde) korumaya devam etmesi,
proteolize kars1 gosterdigi dayaniklilik, sahip oldugu pozitif yiik ve bir¢ok farkli viicut
stvilarinda bulunmast gibi 6zellikleri onu ¢ok fonksiyonlu kilar. Lf'nin immiin sistem
tizerindeki olumlu etkileri yaninda antibakteriyal, antifungal, antiviral, antiprotozoal,
antioksidant, antikanserojen, kemik saghgm iyilestirici, bagirsakta demir
absorpsiyonunu diizenleyici, antienflamatuar, immiinomodulasyon ve hiicre gelisimini
kontrol edici 6zellikleri de gostermesi onun oldukea etkili ve 6nemli bir glikoprotein
olmasina neden olur (Yildirim vd.,2011).

Lf’nin demir-baglama 6zelligi ona biyolojik aktivite kazandirir. Lf, gram-negatif
bakterilerin dis membrani ile etkilesime girerek membran stabilitesini bozar. Bu da
bakteride koruyucu katman islevi goren lipopolisakkaritlerin bakteri yapisindan
ayrilmasina yol agar. Lf antibiyotik 6zellik géstererek birgok mikroorganizmaya karsi
hem bakterisidal hem de bakteriostatik olarak etkir. Lf dis c¢iiriimesi etmeni
Streptococcus mutans ve diger bir¢ok gram pozitif ve negatif bakterilere 6rnegin E. coli,
Salmonella Typhimurium, Shigella dysenteriae, Listeria monocytogenes, Bacillus
stearothermophilus ve Bacillus subtilis’e kars1 antimikrobiyal etkiye sahiptir. Pepsinle
muamele edilen veya asidik pH’da 1s1l isleme tabi tutulan Lf’den agiga ¢ikan peptidlerin
de antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Lf antioksidan aktiviteye de sahiptir. Bu aktivitesi demir baglama 6zelliginden ve
sistein aminoasidi agisindan zengin bir protein olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica
Lf’nin antiviral ve antikanserojen 6zellige sahip oldugu da belirtilmektedir.

Lf’nin kemik gelisimi tizerine olumlu etkileri de oldugu ortaya konulmustur. Bu
etkisini osteobalstlarin (kemik olusturan hiicreler) gelisimini tesvik ve osteoaklastlar
(kemigi baglayan hiicreler) inhibe ederek gosterdigi belirlenmistir. Yapilan galismalar
ayni zamanda Lf” nin osteoporozun dnlenmesinde ve tedavisinde kullanilabilecegini
gostermektedir (Giir vd., 2010).

Lf yeni doganlarda Escherichia coli, baz1 Bacillus bakterilerine karsi koruyucu
bir etkiye sahiptir Bu 0zelligini ortamdaki demiri selatlalaylp mikroorganizmayi
demirden yoksun birakip mikroorganizmanin gelisim faaliyetlerini engelleyerek gosterir

(Ozen ve Kilig, 2007).
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Lf antimikrobiyal etkisini, mikroorganizmalarin biiylik ¢cogunlugu igin esansiyel
Ozellikteki iyonlar1 baglayip mikroorganizmalarin yararlanamayacagr duruma
getirmekle gostermektedir ( Oztiirk vd., 2006).

Lf tiikiirige de antimikrobiyal 6zelligini veren bilesenlerden biridir (Alpo6z vd.,
2007).

Lf’ye ait oOnemli biyolojik aktiviteler ayr1 bashiklar altinda asagida

agiklanmaktadir.

1.2.3.1. Antibakteriyal etki
Lf, viicutta antimikrobiyal aktiviteyi artirmaktadir. Ayrica Lf gelismek igin

demire ihtiya¢ duyan bakterilerin ¢ogalmasini demiri baglayarak onlemektedir. Yeni
caligmalarla desteklenen baska bir 6nleme mekanizmasinda ise Lf’nin bakterinin dis
membranindaki lipopolisakkaritleri kopararak bakterisidal bir etki gostermesinden
bahsedilmektedir (Alpkent ve Kubat, 2003).

Lf* nin antibakteriyal etkisi gram-pozitif ve gram negatif bakterilerde hem in vivo
(yasayan organizma i¢inde) hem de in vitro (laboratuvar ortaminda) olarak
belgelenmistir.

Bakteri patojenlerinden demirin ayrilimi bakteri gelisimini inhibe eder ve
enfeksiyon bolgesinde bakteriyi bu mineralin kullanimindan yoksun birakir. Sonug
olarak viriilans etkileri azaltarak enfeksiyonlu bolgeyi diizene sokar. Lf* nin anti-
bakteriyal fonksiyonu bakteri yiizeyi ile dogrudan etkilesime girmesinden kaynaklanir.
1988 wyilinda, Lf’nin lipopolisakkarit (LPS) ile etkilesime girerek gram-negatif
bakterilerin dis zarina zarar verdigi gosterilmistir. Lf” nin pozitif yiiklii N-ucu, LPS ile
bakteri katyonlar1 (Ca®* ve Mg?") arasinda etkilesimi engeller ve E.coli igerisindeki
miisterek ¢cogalmaya miidahale eder. Lf* nin LPS ya da diger yiizey proteinleriyle olan
etkilesimi, artan Lf konsantrasyonuyla birlikte mukozadan salgilanan lizozim gibi dogal
antibakteriyallerin de dozunu artirir. Ayrica Lf* nin N-ucu lobunda serin proteaz
aktivitesine rastlannmstir.  Lf, H. Influenza igerisinde arjinin bakimindan zengin
bolgelerde proteinleri baglayarak; proteaz etkinin oldugu bolge N-ucu lobunda
konumlanir ve boylelikle viriilans etki azalir ve kolonilesme azaltilmis olur.

In vitro ve in vivo g¢alismalar sonucunda Lf ‘nin bakterinin konak hiicreye
tutunmasini onleyici kabiliyeti oldugu gozlemlenmistir. Tutunmay1 inhibe eden 6zellik

tam olarak bilinmemekle birlikte, Lf" nin oligomanozit glikanlarinin bakteriya
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adezinlere baglanarak konuk hiicre reseptorleriyle etkilesimini  engelledigi
distintiilmektedir.

Lf, Gram-pozitif bakterilere karsi antibakteriyal etkisini ise bazi bakterilerin
(6rnegin  Micrococcus  luteus) yiizeyinde bulunan proteinlerine  tutunarak
gostermektedir. Yine Gram-pozitif bakterilere karsi antibakteriyel o6zelligini hiicre
duvarinda bulunan Lipoteikoik asitlerle reaksiyona girerek de gosterebilmektedir
(Garcia-Montoya vd.,2012).

“ Laktoferrin
Lipopolisakkarit

Lizozim
Lipoteikoik asit
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Sekil 1.7. Lf’nin antibakteriyal aktivitesinin mekanizmasi. (A) Gram-pozitif bakteri: Lf
hiicre duvarinda negatif yiiklii molekiillerle 6rnegin lipoteikoik asitle reaksiyona girerek
hiicre duvarinin yiikiinii nétralize eder ve lizozim gibi diger antimikrobiyal bilesiklerin
etkisini artirir. (B) Gram-negatif bakteri: Lf lipopolisakkaritin lipit kismi ile reaksiyona
girerek membran stabilitesi ve gegirgenligine zarar verir ( Gonzalez-Chavez vd.,2009 ).

1.2.3.2. Antiviral etki

Lf, 6nemli bir biyolojik fonksiyon olan anti viriitik etkiye sahiptir. Lf, insan ve

hayvanlara bulasan RNA ve DNA viriislerinin bir¢oguna kars1 antiviral etkiye sahiptir.
Ayrica, adenovirlisler ve enteroviriisler gibi kilifsiz virlislere karst da aym etkiyi
gostermektedir (Yilmaz ve Tosun, 2012).

Yapilan arastirmalar Lf” nin kilifli viriislerden, HIV (Harmsen vd., 1995), hepatit
B (Hara vd., 2002) , hepatit C (Ikeda vd., 2000) , hantaviriis (Murphy vd., 2000), kilifsiz
viriislerden ise adenoviriis (Arnold vd.,2000), rotaviriis (Superti vd., 1997), polioviriise
(Marchetti vd., 1999) Karsi antiviral etkiye sahip oldugunu géstermektedir.

Lf, antiviral fonksiyonunu genellikle viral enfeksiyonun baslangic sathasinda
gosterir. Antiviral etkisini viriislere direkt baglanarak veya viriisiin konakg¢1 hiicreye

baglandig1 spesifik ve spesifik olmayan reseptorlere baglanarak gosterir. Antiviral
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etkisini ayrica immiin hiicreler tizerindeki etkisiyle de ortaya koymaktadir. Lf’nin viriis
partikiillere veya viral reseptorlere baglanabilme fonksiyonu bu proteine, antiviral
ilaglar i¢in selektif dagitici olarak kullanilabilme firsatin1 dogurmaktadir (Yildirim vd.,
2011).

Lf siitteki derisiminin 10’da biri kadariyla bile solunum sistemi viriislerini inhibe
edebilmektedir.

HIV tedavisi hala tam olarak efektif olarak yapilamadigindan tip icin biiyiik bir
miicadele olmaya devam etmektedir. Vitro ¢aligmalar gostermektedir ki; insan plazmasi
ve siit proteinlerinde bulunan Lf, HIV’e kars1 gii¢lii bir aktivite ortaya koymaktadir. Bu
etki, bulundugu hiicre i¢inde viriisiin replikasyonunun (¢ogalmasinin) inhibe edilmesi
sayesinde saglanmaktadir.

Lf* nin antiviral etkisinin nasil oldugu konusunda ¢ok sayida varsayim ortaya
konulmustur (Sekil 1.8). Olduk¢a kabul goren bir hipoteze gore; Lf, viris
reseptorlerinden heparan siilfata baglanarak (HS) baglanarak glikozaminoglikanlari
bloke eder. Lf ve HS arasindaki bag, viriis ile girecegi hiicre arasindaki ilk etkilesimi
engeller ve dolayisiyla hiicrenin enfekte olmasinin 6niine gegilir.

Lf nin aym zamanda hayvanlar1 etkileyen Friend virlis kompleksi, feline
caliciviris ve feline immunodeficiency (bagisiklik sistemini ¢okerten) viriis gibi

viriisler tizerinde de antiviral etkisi gézlenmistir.

Viriis
#% Laktoferrin
{/ Viral Reseptdr (HS)

¥ Viral spesifik reseptor

Sekil 1.8. Lf’nin antiviral etki mekanizmasi (Gonzalez-Chavez vd., 2009).
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1.2.3.3. Antifungal etki
Lf ayrica antifungal (mantar &nleyici) etkiye de sahiptir. Ozelikle Candida

tirleri tizerindeki etkileri arastirilmis ve Onemli bulgular elde edilmistir. Candida
mukozal yiizeylerde kolonilesebilen bir mantardir.

1971°de Kirkpatrick ve ¢alisma arkadaslari, Candida spp. kullanarak yaptiklari
arastirmada Fe** baglama/ayirma yeteneginden dolayr Lf nin antibakteriyal o6zellik
gosterdigini gdormiislerdir. Wakabayashi vd.’nin 1996 yilinda yaptigi ¢alismada Lf’nin
Candida albicans mantarina kars1 etkisi arastirilmis ve bakterilerde yaptig1 gibi hiicre
gecirgenligini  degistirmek vasitasiyla mantarlar1 yok ettigi gozlemlenmistir. Lf,
Candida kokenli mantarlar tizerine etkisini hiicre yiizeyine baglanip hiicre duvarina
zarar vererek gosterir. Daha sonraki yillarda yapilan ¢alismalar da Lf” nin antifungal
etkisini dogrulamigtir. 2003’te yapilan ¢alisma gdstermistir ki; oral yolla yapilan Lf
tedavisi oral candidiasis (dilde maya iiremesi) hastaligina karsi basarili olmustur
(Garcia-Montoya vd.,2012).

Lf’nin antifungal etki gosterdigi Candida tiirlerine C. Tropicalis, C. krusei, C.
albicans, C.guilliermondii, C. parapsilosis ve C. Glabrata ornek olarak verilebilir (
Jenssen ve Hanckok, 2009).

1.2.3.4. Antiparaziter etki

Lf* nin antiparazitik etkisini gosteren ¢alismalar genellikle vitro olarak yapilmais,
Fe*? varligi ve yoklugunda molekiiler iligskiler gozlemlenmistir. Bu aktivite ayni
zamanda full molekiilden tiiretilmis peptidler kullanilarak da gosterilmistir.

Tek hiicreliler tarafindan sebep olunan Intestinal Amoebiasis enfeksiyonu, 5 yas
altindaki ¢ocuklarin ishale yakalanmasindaki birinci, 6limlerine sebep olmada ise
dordiincii sirada olan enfeksiyondur. Enfeksiyona Entamoeba Histolytica sebep olur.
Entamoeba Histolytica bagirsak mekanizmasini istila etmek igin kompleks bir
mekanizma kullanir ve sonucunda amipli kalin bagirsak iltihabina sebep olur. Siitte
bulunan ve miithis bir amoebisidal etkiye sahip olan Apo-Lf, E.Histollytica ile vitro
etkilesime girer ve tropozoit membranindaki yaglar ile bag kurarak membranin
dagilmasina ve parazitin zarar gormesine sebep olur (Gonzalez-Chavez vd., 2009).

Apo-Lf’nin holo-1f’ye gore antiparaziter aktivitesinin daha yiiksek oldugu ifade
edilmektedir (lkada, 2005).
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1.2.3.5. immiin sistem iizerine etkisi

Lf konak¢i savunma mekanizmasinda Onemli rol oynamaktadir. Lf,
mikroorganizmalarin konak¢i hiicreye tutunmasini ve kolonize olup ¢ogalmasini
Onleyerek veya onlar 6ldiirerek etki gdstermektedir. Lf nin dogal (spesifik olmayan) ve
sonradan kazanilan (spesifik immiinite) bagisiklik tiizerinde etkili oldugu bir¢ok
arastirmaci tarafindan ortaya konmustur. Pozitif yiiklii Lf bagisiklik sisteminde bulunan
birgok hiicrenin yiizeyindeki negatif yiiklii molekiillere baglanarak aktivasyon,
farklilasma ve c¢ogalma gibi seliiler yanitlara neden olabilmektedir. Lf hiicre
cekirdegine tasinabildiginden burada DNA’ya baglanarak farkli sistemleri de
aktiflestirebilmektedir (Yildirim vd., 2011).

1.2.3.6. Antikanserojen etki

Lf nin anti-timor 6zellikleri yaklagik olarak 20 yil 6nce kesfedilmis ve sayisiz
laboratuvar caligmasinda sigir Lf’nin (bLf) farelere agiz yoluyla verilerek, kimyasal
olarak baslatilmis tiimor olusumunu azalttigi kanitlanmistir. O zamandan beri, insanlar
tizerinde yapilan ¢aligsmalar agizdan alinan Lf’nin kanser gelisimine kars1 faydal etkileri
oldugunu gostermektedir.

bLf nin metastaz1 engelleyici bir etkiye sahip oldugu ve nakledilmis tiiméorlerin
gelisimini engelledigi tespit edilmistir. Lf kanserdeki sitokin iiretimini diizenleme
yetenegi vardir. In vitro ortamda tiimor gelisimini durdurabilir. Ek olarak, farelerdeki
timoriin rekombine insan Lf’si (rhLf) ile tedavisi gelisimlerini inhibe eder. Yakin
zamanda yapilan klinik denemelerde insan kaynakli Lf* nin kolon kanseri gelisimi
riskini azalttig1 izlenmistir. Gogiis kanserinde Lf tlimor hiicrelerinin gelisimini engeller.

bLf ‘nin THP-1 insan monositik 16semi hiicrelerinde programlanmis hiicre
oliimiinii sagladigr da ayrica gosterilmistir. Lf’nin anti-timor roliindeki basarilart birgok
arastirmaci tarafindan acgikca saglanmis olsa da, bunun arkasinda yatan mekanizma hala
tam olarak anlasilmamistir. Bu nedenle, bu konu iizerinde daha ¢ok aragtirma yapilmasi

gerekmektedir (Garcia-Montoya vd. 2012).
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1.2.3.7. Enzimatik etki

Lf nin farkli bir takim enzimatik etkilere sahip oldugu bilinmekte, ancak bunun
sebebine dair kesin bilgiler hala arastirma konusu olmaya devam etmektedir. Lf serin,
proteaz, amilaz, DNAz, RNAz (riboniikleaz A) ve ATPaz gibi enzimlerin sahip oldugu
etkilere sahiptir. Bu enzimatik farkliliginin nedeninin proteinin yapisindan kaynakli
izoformlarmin bulunmasi, glikolizasyon derecesi, tersiyer yapi (holo veya apo-Lf) ve
oligomerizasyon derecesi gibi 6zelliklerinden dolay1 olabilecegi diisiiniilmektedir.

Lf'nin bir izoformu olan apo-Lf’'nin RNAz etkisine de sahip oldugu tespit
edilmistir (Yildirim vd.,2011).

1.2.4. Laktoferrinin klinik uygulamalar:

Lfnin klinik uygulamalar1 hastaligin tanisi, tedavisi ve Onlenmesi islemlerinde
kullanilarak test edilmistir ve bunlar asagidaki sekilde siralanabilir:

1) Lf nin ilk uygulama alan1 bebek mamalaridir. Bebek mamasi ile beslenen
bebeklerin  bagirsaklarinda emzirilen bebeklere gore, daha az demir emilimi
gerceklestigi cok sayida galismada goriilmiistiir. Lf nin biiyiikk bir kism1 bebeklerin
bagirsaginda emilir ve buradan kan dolasimina katilir.

2) Lf ayrica Bifidobakterium ve Lactobasillus gibi laktik asit bakterilerinin
¢ogalmasini diizenler. Bu bakteriler viicudu zararli bakterilerden korumaktadir.

3) Lf Helicobakter pylori tedavisinde, hastaligin tekrarlandig1 vakalarda ikinci
tedavi olarak test edilmistir. bLF ile desteklenen hastalarda, enfeksiyondan kurtulma
cok daha hizli gerceklesmistir.

4) Antibakteriyellerde oldugu gibi Lf, antiviral ilaglarla da sinerjik etki
gostermektedir. Ornegin; HCV tedavisinde ribavirin ile HIV tedavisinde zidovudine
(AZT analogu) ile inhibitor etki gostermesi saglanmistir. Bu sinerjik kombinasyon, en
direngli tiirdeki patojenleri bile ¢ok hassas hale getirebilme ve gelisimlerini inhibe
edebilme anlamina gelmektedir.

5) L’ nin koruyucu etkisi de test edilmis ve asilarda destekleyici olarak
kullanilmistir. Ornegin, BCG (Bacille Calmette-Guerin) asisinda destekleyici olarak
kullanilmistir. Lf bu sekilde kullanildiginda asir1 hassas cevabin gecikme siiresini uzatir
ve Mycobacterium tubercuosis bakterisi tarafinda olusturulan patolojik etkiyi en aza
indirir (Gonzalez-Chavez vd., 2009).
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1.2.5. Dogal ve rekombinant laktoferrin iiretimi

Lf* nin fonksiyonel karakteristiginden dolayi, ¢calismalar onun gida katkis1 veya
ila¢ olarak iiretilmesi ve saflastirilmasi {izerine yogunlastirilmistir. Molekiiliin yapisina
bagli olarak kullanilan protein saflagtirma stratejileri ii¢ tlirdiir.

a) Lf pozitif yiike sahip oldugu igin, katyon degisimli re¢inelerde efektif olarak
absorbe edilir ve tuz soliisyonlar1 kullanilarak %95°ten yiiksek safliklarda
ayristirilabilir.

b) Lf Fe* baglar ve bu sayede metal iyon afinite kromatografisi ile
saflastirilabilir.

c) Ayrica, Lf glikozlu bir protein oldugu i¢in Concanavalin A afinite

kromatografisi ile de saflastirilabilir.

Ancak, daha yiiksek miktarlarda Lf ihtiyaci sebebiyle, rekombinant Lf elde
etmek icin stratejiler gelistirilmis ve bu giine kadar, prokaryotik ve dkaryotik hiicreleri
igceren ¢ok sayida Lf iiretim sistemi kullanilmustir.

Lf ayrica hem bitki hem hayvanlar olmak iizere dkaryotik organizmalardan de
elde edilebilir. Mikroenjeksiyon yontemi kullanilarak siit bezlerine viral tastyicilar
eklenmesi ile rLf (rekombinant, biyolojik tiirlerden elde edilen) iiretebilen genetik
yapist degistirilmis canlilar tiiretilmistir. Bu hayvanlar, keciler, fareler, tavsanlar ve
ineklerdir. Piringte her bir gram tohumdan 1,6 mg protein elde edilebildigi
goriilmektedir.

Rekombinant formda Lf ve Lf peptidi {iretim sistemlerinin ¢ogunda, iretilen Lf
ile dogal Lf arasinda fiziksel, biyokimyasal ve biyolojik karakteristikler benzerdir ve
cogunlukla bu benzerlik birbirinden ayirt edilmeyecek seviyededir. Bu benzerlikler,
molekiiler agirligi, glikolizasyon derecesini, antimikrobiyal ve antiinflamatuar
aktiviteyi, termostabiliteyi (1s1 karsisinda stabilite) ve Fe®" baglama yetenegini de
kapsar. Bu stratejiler yiiksek miktarlarda rLf iiretiminin verimli, ekonomik ve genis
capta gerceklestirilmesi igin kullanilmaktadir (Gonzalez-Chavez vd.,2009).
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1.2.6. Laktoferrinin kullanim alanlari

Sahip oldugu biyolojik fonksiyonlardan dolay1 genis bir uygulama alanina sahip
olan Lf gida, kozmetik, mama ve hayvan yemleri gibi alanlarda yayginca
kullanilmaktadir (Cizelge 1.3). Lf, antimikrobiyal ve prebiyotik 6zelliklerinden dolayi
cok fonksiyonlu gida katki maddesi olarak kabul edilmektedir. Lf’nin gidalarda, bebek
mamalarinda, sporcu beslenmesinde kullanilan gidalarda, sakizlarda ve agiz bakim (dis
macunu, agiz yikama gargaralarinda) ve kozmetik iiriinlerinde katki maddesi olarak
kullanilmasi 6nerilmektedir.

Lfnin et drinlerinde kullanilmasina Amerika Birlesik Devletlerinde izin
verilmistir. Lf ve aktive edilmis Lf’nin (inek siiti Lfnin gida kaynakli bir
glikozaminglikana 6rnegin galaktozca zengin polisakkarit veya karragenana immobilize
edilmis haline aktive edilmis Lf denilmektedir.) et endiistrisi i¢in uygun bir dogal
koruyucu oldugu arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. Lf katildigi et triiniiniin
rengini, kokusunu ve goriiniisiinii degistirmemektedir. Uretim aninda ete kolayca
uygulanan Lf etin yiizeyinde kalarak {iretim sonrasi patojen ve bozulma etmeni

bakterilerin gelismesine de engel olmaktadir.

Cizelge 1.3: Lf'nin endiistride kullanildig1 tirtiinler (Yildirim vd., 2011).

Uriin ad1 Lf' nin etkisi
Yapay anne siitlerinde patojenlere kars1 direng
Siit kaynakli bebek mamalari saglamak
Siit ve yogurt Prebiyotik

Hamile bayanlarda demir emilimini artirmak ve

Saglik tiriinleri bagisiklig: giiclendirmek

Fonksiyonel gida ve igecekler Demir ¢oziinlirliigli ve emilimini artirmak
Kozmetik iirlinler Hijyen, antioksidan, nemlendirme
Ag1z bakim lriinleri ve sakizlar | Agiz hijyenini artirmak

Yem katkilari Kedilerde viriis hassasiyetini yok etmek
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1.3. Protein Saflastirma Yontemleri

Lf canli kaynakli bir biyomolekiildiir. Bulundugu kaynakta kendisi gibi yiizlerce
glikoprotein ve protein yapisinda biyomolekiil bulunur ve bu kadar c¢ok cesitlilik
arasindan Lf’yi izole etmek kolay degildir. Pek ¢ok biyomolekiiliin yapisi, ortamin pH’
indan, sicakligindan ve ortamdaki kimyasal maddelerden etkilenerek degisiklige
ugrayabilir. Bu nedenle kullanilacak yontemin iyi se¢ilmesi ve sartlarin hassas bir
sekilde ayarlanmas1 gerekir. Izole edilmesi istenilen molekiil, birden fazla ayristirma
yonteminin bir arada ve sirayla kullanilmasi ile de ayristirilabilir. Uygulanan yontemler,
ayristirmak i¢in kullanilirken ayn1 zamanda saflastirmak amaciyla da kullanilabilir.

Giliniimiiz biyoteknolojik olanaklar1 dogrultusunda kullanilan yontemler olduk¢a
gelismis  durumdadir.  Gelistirilmis olan protein saflagtirma yontemleri ile
biyomolekiillerin  kimyasal yapisi, molekiil kiitlesi ve diger o6zellikleri
aydinlatilabilmektedir.

Belli bashi protein saflagtirma yontemlerini asagidaki sekilde siralayabiliriz:

1. Kromatografik yontemler

2. Elektroforez yontemler

3. Kiitle spektroskopisi

4. ELISA (Enzyme- linked immunosorbent assay) yontemi

5

Santrifligasyon yontemler

Yaptigimiz bu tez c¢alismasinda, inek siitinden Lf ayiriminda ilk olarak
kromatografik yontemlerden afinite kromatografisi kullanilmistir. Daha sonra; ayirimi
saglanan Lf elektroforez yontemlerinin alt grubunda yer alan SDS-PAGE yontemi ile
saflagtinnlmistir. Tez calismamiz kapsaminda kullandigimiz yontemler asagida ayrintili

sekilde aciklanmistir.

1.3.1. Kromatografik yontemler

Kromatografi, karmasik karisimlardaki kimyasal bilesimlerin ayrilmasi,
taninmasi ve tayini i¢in yaygin olarak kullanilan bir analitik metottur.

Kromatografi yilizyilimizin baglarinda Rus botanik¢isi Mikhail Tswett,
tarafindan bulunmustur. Tswett, ¢ozeltileri ince boyutta kalsiyum karbonat iceren bir
kolondan gegirerek klorofil ve ksantofil gibi bitki pigmentlerini ayirmak i¢in bu teknigi

kullanmigtir. Ayrilmus tiirler kolonda renkli bantlar halinde gortildiikleri i¢in, Yunanca
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renk anlamina gelen chroma ve yazmak anlamina gelen graphein sozciiklerini
birlestirerck metoda kromatografi adin1 vermistir.

Kromatografik yontemlerde durgun faz ve hareketli faz olmak {izere iki tiir faz
vardir. Karigimdaki bilesenler, akis halindeki gaz veya sivi bir fazla birlikte, durgun faz
tizerinden gegirilir; bilesenlerin go¢ hizlarma bagh olarak ayirma gergeklesir (Skoog
vd., 1999).

Kromatografik yontemleri asagidaki sekilde siniflandirabiliriz:

a) Ayirma mekanizmalarina gore
e Iyon degisim kromatografisi,
e Jel filtrasyon kromatografisi,
e Adsorpsiyon kromatografisi,
e Partisyon kromatografisi,
o Affinite kromatografisi
b) Ayirici materyale gore
i) Diizlemsel kromatografi
e Ince tabaka kromatografisi
e Kagit kromatografisi
i1) Kolon kromatografisi
e Gaz kromatografisi (GC)
e Sivi kromatografisi (LC)
o Yiiksek performanslhi sivi kromatografisi (HPLC)

Sunulan tez kapsaminda ayirim mekanizmasina gore afinite kromatografisi,
ayirict materyale gore ise sivi kromatografisinin alt grubu olan hizli protein sivi
kromatografisi (FPLC) kullanilmistir. Afinite kromatografisi asagida ayrintili olarak
aciklanmistir. (FPLC yontemi ise ilerleyen boliimlerde ayrintili olarak ele alinacaktir.)

Afinite Kromatografisi: Biyolojik ya da fizyolojik bir karigim i¢inde bulunan
proteinler afinite kromatografisi sayesinde tek basamakta oldukca saf halde elde
edilirler (Sekil 1.9 ). Afinite kromatografisinin temeli adsorbsiyona dayanir. Enzim,
hormon vb. spesifik proteinlerin saflastiriimasinda kullanilir. Kolonun dolgu maddesine
(dekstran, poliakrilamid, seliiloz vb.), spesifik protein ile kompleks yapabilen bir ligand

baglanir. Ligand ile kompleks yapan spesifik protein, kati1 destege baglanarak kolonda
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tutulurken; serbest proteinler kolonu terkederler. Bagli protein, daha sonra, pH

degisikligi / tuz ¢ozeltileri veya ligand ilavesiyle kolondan eliie edilir (Unliisayin vd.,

2009).
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Sekil 1.9. Afinite kromatografisinin temel prensibi
(http://protein.ege.edu.tr ,31/05/2014 Saat 01.18).
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Sekil 1.10. Afinite kromatografisinin sematize edilmesi (Donmez, 2012).

1.3.2. Elektroforez yontemleri

Elektroforez, yiiklii molekiillerin elektriksel alanda ayrilmalar1 temeline dayanan
bir yontemdir. Proteinlerin analizinde ve ayrilmasinda olduk¢a yaygin olarak kullanilir.
Proteinlerin molekiil agirliginin tespitinde, yapisinin aydinlatilmasinda, miktarinin
belirlemesinde ve saflastirilmasinda kullanilir (Beyazbenli, 2006).

Bu teknikle, yapilar1 birbirine ¢ok benzeyen ve dogal olarak bir arada bulunan
molekiil ya da partikiiller tasidiklar1 yiik ve biiyiikliiklerine gore birbirlerinden ayrilirlar.

Elektroforez yonteminin uygulanacagi maddenin elektrikle yiiklenebilir 6zellige
sahip olmas1 gerekir. Proteinler tagidiklar1 aminoasitlerden dolayr amfoterik bir yapiya
sahip olduklarindan kolayca elektriksel yiikle yiiklenebilirler. Bu sebepten elektroforez
icin en uygun molekiillerdir.

Bir protein molekiiliiniin iizerindeki toplam yiikiin sifir oldugu pH' a "izoelektrik
nokta" denir. Proteinler izoelektronik noktadayken elektroforez ortaminda gog
edemezler. Bu durumu ortadan kaldirmak i¢in proteinleri izoelektrik noktadan uzak asit

veya alkali tamponlarla (pozitif veya negatif yiiklerle) yiiklemek gerekir. Protein
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elektroforezinde izoelektrik noktadan kaginmak i¢in genellikle pH 8.0 ile 9.0 arasinda
degisen alkali tamponlar kullanilir. Boylece elektroforetik destek materyali {izerinde
daha fazla absorbsiyona neden olmadan ve izoelektrik noktas: diigiik olan proteinleri de
separe edecek sekilde yiikklenme saglanmis olur. Sonugta alkali ortamda negatif olarak
yiiklenmis olan proteinler anoda dogru gd¢ ederler ( ldes, 2006 ).
Bu yontemle ayristirilmasi yapilacak olan 6rnek, bir destek ortamina uygulanir.
Bu destek ortami hareketsiz, sabit fazdir ve sabit faz olarak kagit, asetat, seliiloz, agaroz
ve daha ¢ok poliakrilamid jeller kullanilir. Sabit ortamin gézeneklerinin molekiillerin
gecisine uygun olmasi gerekir. Hareketli faz olarak ise kesintisiz go¢ saglamak iizere
cogunlukla tampon ¢ozeltiler kullanilir. Jeller, i¢erisinde uygun bir tampon bulunan bir
elektroforez aygitina yerlestirilerek islem gergeklestirilir. Numune uygulamasi ise, en
istteki yogunlastirici jel iizerine uygulanir. Akim uygulamasiyla bilesenler uygun
biiyiikliikteki porlardan gecerek; molekiil biiyiikliigii ve elektrik yiiklerine gore separe
olurlar. Kati1 jel destegi ile ayirimi yapilacak molekiillerin hareketi, molekiillerin
yiikiine, boyutuna, bi¢imine, kimyasal icerige ve uygulanan elektriksel alana baglidir
( Reed vd.,2007; Ildes, 2006 ).
Elektroforez yontemlerinin siniflandirilmasi, kullanilan destek materyalinin
¢esidine ve uygulanan numune tipine iki sekildedir:
A. Uygulanan numune tipine gore siniflandirma
1. Protein Elektroforezi
2. Lipoprotein Elektroforezi
3. Hemoglobin Elektroforezi
4. Immiin Elektroforezi
5. Izoelektrik Fokusing Elektroforezi
6. 1zoenzim Elektroforez
B. Kullanilan destek materyalinin ¢esidine gore siniflandirma
1. Kagit Elektroforezi (P.E.)
2. Agar Elektroforezi (A.E.)
3. Agaroz jel Elektroforezi (A.G.E.)
4. Nisasta jel Elektroforezi (S.G.E.)
5. Seliiloz asetat Elektroforezi (C. A.E.)
6. Poliakrilamid jel Elektroforezi (P. A.G.E.) (ildes, 2006).
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Sunulan tez c¢alismasinda; ayirimi saglanan Lfnin saflik derecesinin tayin
edilmesinde elektroforez ¢esitlerinden jel elektroforezi kullanilmistir. Bu nedenle
poliakrilamid jel elektroforezi ayrintili olarak asagida agiklanmustir.

Poliakrilamid jel Elektroforezi (PAGE), ayirimda poliakrilamid jellerin
kullanildig1 ve daha ¢ok proteinlerin ayristirllmasit i¢in kullanilan bir elektroforetik
yontemdir.

Asagida Sekil 1.11° de akrilamid polimerlesme reaksiyonu verilmistir.

1) (NHy),5,0, — 2505
Amonyum persiilfat radikal
0
(lal—N“'z 0 0
| 7 f il
2) CHy=CH - CHy=CH—C—NH—CH,—NH—C— CH= CH,
Akrilamid N,N'-Metilenbisakrilamid
@
T T T
(I)—NH2 (IJ—NH2 C—NH (IJ—N}12
3) —-(‘li.u.—(l“l-l~Cl~lz—CH—CH3—-CH—(‘ll.,- ~<':u—(:Hg—cu—cn.ﬁ,—(ru~
()=(‘~.‘>'H ()’(l‘-;\'li
(I.‘H.., EI) h) %I) (:‘m
()=(|‘—;\'H cl--NH,_2 (lz—NH2 (I:-NH.,, O=(|_‘-NH
—(‘Hr('H—CHz—CH—(_'HQ—(‘TH—CHQ—CH—CHZ—CH—(TH-J—(_‘-H—
C—NH
0.
Capraz bagh poliakrilamid

Sekil 1.11. Poliakrilamidin olusum reaksiyonu
(http://biyokure.org, 16.05.14, Saati 17.51).

Jel yapisindaki polimerde; ana govdeyi olusturmak tizere ndrotoksik bir madde

olan akrilamid, capraz baglayici olarak ise N,N’-metilen-bis akrilamid kullanilir.
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Polimerlesme reaksiyonunda akrilamid molekiilleri yan yana baglanarak diiz zincirler
olustururlar. Bisakrilamid molekiilleri ise iki akrilamid zinciri arasinda ¢apraz
baglanmalar olusturur. Boylece agimsi bir yapt meydana gelir. Gézenek biytikliigii
kullanilan akrilamid ve bis akrilamid miktarina baglidir. Bu yiizden g¢ogunlukla jel
formiilasyonunda bis akrilamid konsantrasyonu % 5’e ayarlanip sabit tutulurken jel
tizerindeki gézeneklerin biliylikliigl akrilamid derisimi ayarlanarak belirlenir.

Kullanilan APS, polimerlesmenin gerceklesmesi igin gerekli olan serbest
radikallerin kaynagidir. TEMED ise polimerlesme reaksiyonunu hizlandirarak katalizor

gorevi gortr (www.yyu.edu.tr, 28/04/2014 Saat 00:26 ).

Poliakrilamid jel kullanilarak yapilan ayirmada numunedeki bilesenler daha iyi
ayrilir. PAGE’ de gergeklesen ayirim hem molekiiler elekleme hem de elektroforetik
harekete dayanir (Reed vd., 2007; Tanbay, 2007).

Cok ¢esitli tirlinler icin ayirma giicliniin yeterli olmasi, kullaniminin kolay ve
zaman kazandiric1 olmasi, karsilastirma gerektiren ¢aligmalarda, bircok 6rnegin birlikte
yan yana ayristirilabilmesi, poliakrilamid jel elektroforezi ile ayristirilmis Orneklere,
giimiis (silver) gibi hassas boyama metotlarinin gelistirilmesi gibi 6zellikler PAGE
yonteminin tercih edilme nedenleridir.

Elektroforezde iki tiir tampon sistemi kullanilir. Bunlar; kesiksiz (continuous) ve
kesikli (discontinuous) tampon sistemleridir. Tek bir ayirict jelin kullanildig sistemler
kesiksiz sistem olarak adlandirilir ve bu sistemde tanklarda ve jelde ayni tampon
kullanilir. Farkli tamponlarda hazirlanan iki jelden olusan sistemlere ise kesikli sistem
adr verilir. Kesikli sistemde biiyiik porlu yiikleme (stacking) jeli (6rnegin %5 total
akrilamid igerir.); (2) kii¢iik porlu ayirma (separating) jeli (6rnegin %10 total akrilamid
icerir) kullanilir. Ayrica kesikli sistemde farkli tamponlar kullanilir.

Poliakrilamid jel elektroforezi jel bilesimine gore Native (dogal) ve SDS (sodyum
dodesil siilfat) jel elektroforezi olmak {lizere iki tiirdiir. Dogal (native) jel
elektroforezinde kullanilan tamponlar; deterjanlar ve diger denatiire edici maddeleri
icermediginden, ayirim dogal kosullarda gerceklesir. Ayirim sonrasi proteinlerin dogal
yapilar1 bozulmaz.

Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS PAGE)
yonteminde, adindan da anlasilacagi tizere protein molekiillerinin alt birimlerini
birbirinden ayiran, yani proteinlerin dogal yapisin1 bozan anyonik deterjan sodyum
dodesil siilfat (SDS) kullanilir. Sodyum dodesil (lauril) siilfat (SDS) anyonik bir
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deterjandir ve etkilesime girdigi proteinlerin net yiiklerini maskeleyerek onlarmn eksi (-)
yiikle yliklenmesine neden olur. Boylece tiim proteinler negatif yiiklii molekiil dizileri
olusturur ve mol kiitlelerine gore katottan anoda dogru gé¢ ederler.

Bu yontem proteinlerin safliginin  kontrolit ve mol kiitlelerinin saptanmasi
amaciyla kullanilir. Proteinler denatiire (SDS igeren) bir jelde molekiil biiyiikliigiine;
dogal (native) bir jelde ise molekiil bigimi, biiyiikliigii ve yiikiine gore ayrilirlar. SDS-
PAGE yonteminde molekiil agirligr bilinmeyen protein 6rnek, molekiil agirlig1 bilinen
standart proteinlerle birlikte, ayni jel lizerinde yan yana ceplere uygulanir ve ayri
hatlarda elektroforetik olarak ayrilir.

Boyama sonrasinda jelde gozlenen Dbantlarin bir standart markorle
karsilastirilmasi ile proteinin mol kiitlesi hakkinda bir fikir edinilebilir.

Bu yontem daha ¢ok proteinlerin mol kiitlelerini saptamak amaciyla kullanilir.
Yine, kiiresel proteinler 1sitilip dordiinciil yapilar1 bozularak monomerlerinin
ayrigtirtlmasinda da kullanilabilir. (Simon, 2001; Hames ve Rickwood,1996;
Beyazbenli, 2006).

Sekil 1.12. Elektroforezde kullanilan materyaller (Dénmez, 2012).
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Sekil 1.13. Proteinlerin elektroforetik saflastirma asamalari

(http://www.norbil.hacettepe.edu.tr ,.31/05/2014 Saat :18.37)

Yaptigimiz ¢aligmada SDS-PAGE yontemi kullanilarak Lf’nin saflik derecesi

kontrol edilmistir.
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1.4. Kriyojel

Kriyojel yunanca kokenli bir sézciiktiir. Buz ve soguk anlamina gelen kryos ile
jel anlamina gelen gel sozciiklerinin bir araya gelmesiyle Kriyojel sozciigii olusmustur.
Monomerik veya polimerik yapidaki reaktiflerin uygun ¢oziiciilerdeki ¢ozeltilerinin
dondurulmas: sirasinda sekillenen jel matriksine kriyojel denir. Sogukta yapilan jel
anlamina gelen kriyojellerin yapisinda birbirine bagli biiyiik gozenekler vardir. Bu
gozenekler deneysel olarak, herhangi bir biiyiikliikteki ¢oziinenlerin diflizyonuna, ayni
zamanda nano partikiillerin, mikropartikiillerin kiitle gegislerine uygun yapidadir.

Kriyojeller yapisal olarak siinger morfolojisine sahiptir. Siinger morfolojisine
sahip bu gozenek sistemi ¢6ziinen maddelerin Kkriyojel i¢inden madde kaybi olmadan
gecisine olanak saglar. Kriyojellerin temel yapi, osmotik basing, kimyasal ve mekanik
dayaniklilik gibi o6zellikleri dikkate alindiginda, biyomolekiillerin kromatografisi
kriyojel yapilart kullanigh bir dolgu maddesi haline getirir.

Kriyojellerin iiretimi karyotropik jelasyon yontemiyle yapilir. Bu islem genellikle
dondurma-eritme seklinde gerceklestirilir. Kriyojel hazirlama siirecinde ilk asama
monomer, monomer karisimlari veya polimer uygun bir ¢oziiciide ¢oziiliir. Elde edilen
¢ozelti icerisine uygun c¢apraz baglayici ve gerekli katalizor eklenir. Hazirlanan karisim
donmak tizere belirli bir siire dondurucuda bekletilir. Buz haline doniisen karisim oda
sicakliginda bekletilerek polimer ig¢inde olusan buz kristallerinin erimesi saglanir.
Erimeyle birlikte kriyojel olusumu da baslar. Polimerin sicakligi oda sicakligina
ulastiginda igerisindeki buz kristalleri iyice erir. Elde edilen ve yapisinda birbirine
baglantili gozenekleri iceren yapi Kriyojeldir. Termotropik (sicaklik degisimi ile faz
degistiren) jeller kriyojel hazirlanma siirecinde 6ncti madde olarak kullanilmaz (Bigen,

2009).

1.4.1. Karyotropik jelasyon isleminin temel karakteristik 6zellikleri

e Kriyojel oOncilisii olan monomer ya da polimeri igeren c¢ozelti ¢oziicii
kristalizasyon noktasinin birkag santigrat derece altinda dondurulur. Elde edilen donmus
yapt kati faz olarak goriinmesine ragmen aslinda heterojen yapiya sahiptir. Bu
heterojen yap1 donmus ¢oziicii kristalleri igerisinde donmamis s1vi mikro faz igerir.

e Jel onciileri donmus yapi igerisindeki donmamis sivi mikrofaz igerisinde

yogunlasir.
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e Donmus c¢oziicii kristalleri yapida gozenek olusturma islevini goriir. Jel
matriksi oda sicakligmna getirildiginde ¢oziicii kristalleri erir ve gozenekler meydana
gelir. Gozenekler ¢oziicii sivi ile dolar.

e (oziicii ve jel faz1 arasinda var olan yiizey tansiyonu, gozeneklerin seklinin
olusumunda ve gbzenek yiizeylerinin piiriizsiiz olmasinda etkilidir.

e Kriyojelin polimerik yapisi, polimer zincirleri arasinda olusmus mikro
gozenekler icerir. Boylelikle, kriyojeller hem heterofaz hem de hetero gozenekler

icerirler.

1.4.2. Jel ve kriyojel arasindaki farkhilhiklar

Karyotropik jelasyon ile iiretilen polimerik materyallerin morfolojik yapilari
donmamus sistemlerde iiretilen jeller ile karsilastirildiginda oldukga farklidir. Kriyojeller
kimyasal-kovalent, iyonik veya kovalent olmayan baglarla olusabilirler.

Bazi istisnalar ile birlikte, dondurma-kurutma yontemi ile iretilmis materyaller
coziicliye daldirildiginda (polimer c¢oziinmeden siser) makro ve mikro yapisi
kriyojellere benzer materyaller olusur. Solventin donmasi, ¢6ziicii Kristallerinin
stiblimlesmesini taklit eder ve polimerik materyal icerisinde birbiri ile baglantili
gozeneklerden olusan sistem meydana gelir. Fakat donmamis sivi mikrofazda jel
olusumu yer almaz.

Dondurularak kurutulmus materyaller, sadece ince objeler olarak iiretilebilirler,
ornegin, filmler, plakalar veya kii¢iik boncuklar seklinde. Teknik agidan dondurularak
kurutulmus silindirler veya kalin bloklar liretmek hi¢ de pratik degildir. Bu durumdan
farkli olarak, kriyojeller istenilen herhangi bir sekilde iretilebilirler, 6rnegin, bloklar,
silindirler veya diskler seklinde (Sekil 1.14).

Buna ek olarak, kriyojellerin tiretimi dondurularak kurutulmus materyallerin

tiretiminden daha basittir, ¢iinkii diisiik basingta ¢6ziicii giderimi siireci gerekli degildir.
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Sekil 1.14. Farkli sekillerde iiretilen kriyojeller (Bigen, 2009).

Genis, birbiri ile baglantili gozenekler kriyojellerin ana karakterini
olusturmaktadir; bazi kriyojeller de siingerimsi morfolojiye sahiptirler. Bu tip
siingerimsi jellerde gbzenek yapisi ¢oziinen maddelerin konveksiyonel aktarim ile
tasinmasini saglar. Homo faz geleneksel jellerde ¢oziinenlerin difiizyonu kriyojellerdeki
kadar kolay degildir.

Kriyojellerin makro gbzeneklerinin boyutlari, 10 ile 100 mikrometreden sadece
birka¢ mikrometreye kadar degisir (Sekil 1.15). Birbiri ile baglantili genis gbzenekler
bir¢ok kriyojeli biyoteknolojik uygulamalar ig¢in iyi birer aday haline getirmektedir
(Bolgen, 2008).

Sekil 1.15. Kriyojellerin siingerimsi gdzenek yapisini gosteren SEM goriintiisti
(Bigen, 2009).
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1.4.3. Kriyojel yapisina etki eden faktorler

I. Dondurma

Kriyojellerin makro gozenekleri ¢ok farkli (mikrometre) boyutlarda olabilir.
Gozenek boyutu farkli degiskenlere baglidir. Dondurma sicakligi ne kadar diisiikse o
kadar kiigiik boyutlu c¢oziicii kristalleri olusur ve bdylece daha kiiglik boyutlu
gozenekler meydana gelir. Daha kiiciik boyutlu kristaller olusmasinin nedeni,
niikleasyonun artmasi ve birgok kiigiik kristal olusumunun birgok yerden baslamasidir.
Ayrica, diisiik sicakliklarda, donmamis sivi mikrofazin hacmi azalir ve boylece daha
ince ve fakat daha yogun gozenek duvarlari olusur.

Dondurma sicakligi ne kadar yiiksek ise, biiyliyen buz kristallerinin boyutu o
kadar biiyiik olur ve daha biiyiik gozenekli kriyojeller elde edilir. Fakat yiiksek
dondurma sicakligi uygulanan kriyojelasyon rejimlerinde, ¢ozeltinin donmama siiper
soguk duruma gelme riski vardir. Bu ylizden sicaklik reaksiyon karisimini donduracak
sekilde ayarlanmalidir.

I1. Capraz baglayici miktar

Kriyojeller hazirlanirken ¢apraz baglayict miktar1 ne kadar az kullanilirsa yapidaki

capraz bag orani da 0 kadar az olur. Bu da suda sisme oranini o kadar artirir.
I11.Konsantrasyonun etkisi

Baglangi¢ reaksiyonunun konsantrasyonu ne kadar yiiksek ise kadar yogun ve kirilgan

matriksler elde edilirken, ne kadar az ise o kadar elastik ve slingerimsi matriksler elde

edilir (Bolgen, 2008).

1.4.4. Kriyojel hazirlanmasi

Bir kriyojel elde etmenin genel prosediirii su sekildedir (Sekil 1.16):

1. Makromolekiiller ile diisiik molekiiler ¢oziinenlerin (monomer, monomer
karisimi veya polimer) ¢oziicii ile birlikte olusturdugu homojen karisim dondurulur.

2. Dondurulmus karisimda donmus ¢o6zeltinin polikristalleri olusur. Donmus
sistem igerisinde kristallerle birlikte donmamis bir mikrofaz bir arada bulunur.

3. Donmus sistem kontrollii olarak eritilir. Oda sicakligina gelen kriyojellerin
polimerik iskeleti olusur, fakat ayn1 zamanda ¢ok ¢ok az miktarda ¢oziicii de sistemde
bulunmaktadir. Yani kriyojellerin polimer fazi, polimer zincirleri arasinda olusmus
mikro gozenekler igerir. Dolayisiyla kriyojeller hem heterofaz hem de hetero gozenekli
bir yapiya sahip olurlar (Vladimir 1. L. vd., 2003).
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Sekil 1.16. Kriyojellerin olusum siireci (Vladimir I. L. vd., 2003).

1.4.5. Kriyojellerin uygulama alanlari

Kriyojeller kendilerine has miikemmel yapilariyla kan hiicrelerinin ayiriminda
afinite matriksi olarak (Sekil 1.17), memeli hiicrelerinin kiiltiir ortami olarak, doku
miithendisliginde ve giinliik hayatta filtre ve membran olarak kullanilmaktadir.

Kromatografik alanda kolon dolgu maddesi olarak kullanildiklarinda kolonda geri
basing olusturmadiklarindan verimli ayirimlar elde etmede kullanirlar.

Kan hiicrelerinin ayiriminda afinite matriksi olarak kullanimlarina bakildiginda;
dimetil akrilamid, N-izopropil akrilamidten sentezlenen kriyojellere protein-A, antibody
ya da metal ligandlar gibi spesifik ligandlar immobilize edildiginde seg¢ici baglanmayla
ayrilmas1 istenen hedef hiicrelerin (kok hiicre, kanser hiicreleri, makrofajlar)

kromatografisi i¢in kullanim alaninin oldugu goriilmektedir.
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Sekil 1.17. Kan hiicrelerinin kromatografik olarak kriyojel kolondan gegirilmesi
(Bigen, 2009).

1.4.6. Kriyojellerin karakterizasyonu

Kriyojellerin karakterizasyonu, taramali elektron mikroskobuyla (SEM), Fourier
doniistimlii infrared spektroskopisi (FT-IR)’nin azaltilmis toplam yansima (ATR)
moduyla, azot adsorpsiyon porozimetri (BET) yontemiyle ve sisme testlerinin
uygulanmasiyla gergeklestirilmektedir.

Sunulan tez c¢alismamizda sentezlenen P(Anti-Lf-co-HEMA) kriyojelin
karakterizasyon islemleri SEM, IR analizleri, azot adsorpsiyon porozimetri (BET)
yontemiyle yiizey alani 6l¢iimii ve sisme testi yapilarak gerceklestirilmistir.

SEM cihaz ile elde edilen goriintiilerle kriyojel yapisi aydinlatilir. Polimerik
yapidaki kriyojelde bulunan gézeneklerin biiyiikliigii, gézeneklerin sikligi vb. bilgilere
bu yontemle ulagilmaktadir. SEM ile goériintiileme yapmak i¢in dnce kriyojel kurutulur
ve sonrasinda altin ile kaplama yapilarak cihazdan goriintii alinir.

FT-IR analizi ile polimerik yapidaki kriyojelin sahip oldugu fonksiyonel gruplar
belirlenir. Spektrumlar IR cihazinin ATR modunda g¢alisilarak alinir. Bu amagla kuru
haldeki kriyojeller kristal {izerine konulur ve {izerine infrared 15181 gonderilerek
maddenin spektrumu alinir.

Azot adsorpsiyon porozimetri yontemiyle, kriyojelin ylizey alani, gézenek

boyutu, goézenek hacmi, parcacik boyutu ve gozenek dagilimi gibi o6zellikleri
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belirlenmektedir. BET metoduna gdre yapilan analizlerle -198 °C deki sivi azot
ortaminda azot (N;) gazi adsorpsiyonu teknigine dayali olarak katilarin ng‘l olarak
yiizey alanlar1 6lciilebilmektedir.

Sisme testiyle Kriyojellerin su tutma kapasitesi ve su tuttugunda hacmindeki
esneme orani belirlenmektedir. Bir kriyojel kolonda su tutma kapasitesinin fazla olmasi
kolonun istenilen slingerimsi gézenek yapisina sahip oldugunu gostermektedir. Esneme
orani fazla oldugunda ise kriyojel kolonun gézenek boyutu kolondan gececek her
molekiilin boyutuna uyum saglayabilecegi ve hedef molekiil kolondan gegerken
gozenekli yapinin herhangi bir zarar gérmeyecegi anlamina gelmektedir. Boylece;
kriyojel kolonlar tekrar tekrar kullanilarak diisiik maliyette ve yiiksek saflikta tirtinler

elde edilmis olacaktir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal
2.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler

Standart Lf (mouse monoclonal B-8), Santa Cruz Bioteknoloji firmasindan temin
edilmistir. inek siitii 6rnegi Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Ogrenci Kantininden
temin edilmistir. Akrilamid (AAmM, %99) Sigma-Aldrich’ten temin edilmistir.
Amonyum Persiilfat (APS), N, N'- Metilen bisakrilamid (MBAAD) Fluka, Chemica ve
N, N, N', N'- Tetrametiletilendiamin (TEMED) Fluka, BioChemica firmalarindan elde
edilmistir. 2-hidroksietil metakrilat (HEMA), tris hidroksimetil aminomethan (Tris)
Merck firmasindan elde edilmistir. Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat ve potasyum
dihidrojen fosfat Riedede Haen ve sodyum dodesil siilfat Alfa Aesar firmasindan temin
edilmistir.

Tiim cam malzemeler kullanilmadan 6nce seyreltilmis HNO; ¢ozeltisi ile
yikanmistir. Deneylerde kullanilan su; yiiksek akisli selilloz membranli Branstead
(Dubuque, IA) Ropure LP®ters ozmoz iinitesinde isleme tabi tutulduktan sonra
Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloidal uzaklastirma ve dolgulu iyon degisim
sistemi kullanilarak saflagtirilmigtir. Tampon ve 6rnek ¢ozeltileri 0.2 pum membran’dan

(Sartorius, Gottingen, Germany) gegirilerek filtre edilmistir.

2.1.2. Kullanmlan cihazlar

Adsorpsiyon-desorpsiyon c¢alismalar1 i¢in hazirlanan standart Lf ¢ozeltilerinin
absorbanslari, Biotek marka Synergy Hydrid Reader (H1) model mikroplate okuyucu
kullanilarak olcililmiistiir. Cozeltilerin  homojenizasyonu i¢in Bandelin Sonorex
ultrasonik banyo kullanilmistir. Cozeltilerin pH degerlert WTW Series pH 730 Inolab-
pH-metresi ile ayarlanmistir. Kriyojel karakterizasyon islemi i¢in Zeiss Ultra Plus SEM,
Bruker IFS 66 v/S marka FTIR cihazt kullanilmistir. Ayirma ve saflastirma
basamaginda Amersham Biosciences Akta FPLC model hizli protein sivi kromatografisi
cihazi kullanilmistir. Saflastirilan Lf karakterizasyonunda Thermo Scientific EC 250-90
SDS-PAGE celektroforez giic kaynagi ve Cleaver Scientific Ltd. SDS- PAGE kiiveti

kullanilmastir.
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2.1.3. Hizh protein sivi kromatografisi (FPLC)

Hizl: protein sivi kromatografisi (FPLC), kompleks karisgimlardan proteinlerin
ayrilmasint veya saflagtirilmasini saglayan bir kromatografi cihazidir. Yiiksek basingh
sivi kromatografisinden (HPLC) farkli olarak daha diistiik basinglarda cahisir ve
genellikle cam veya teflon bilesenlerden olusur. Cihaz genellikle biyokimya ve
enzimoloji alanlarinda kullanilir (Kunz ve Lonnerdal, 1989).

FPLC ile kullanilan kolonlar; makromolekiilleri, yiik, boyut, hidrofobisite veya
biyotamima esaslarina gore ayirabilirler. Bu nedenle amaca yonelik uygun bir kolon
se¢mek gereklidir. Sistem protein, peptid vb. ayirimlarin: kisa siirede gergeklestirebilen
bir sivi kromatografi sistemidir. Ayni1 zamanda mikro diizeyde saflastirma ve preparatif
bazda HPLC analizleri yapmak i¢in uygundur. FPLC cihazi ayrilan tirlerin UV
absorbansint 6lgmekle birlikte; ortamin, iletkenlik ve pH &lgiimiinii de yapabilmektedir.

Hizli Protein Sivi Kromatografisi (FPLC), dortlii bir pompa, UV-Vis, floresans
ve kirilma indisi dedektorleri, bir kolon firini, enjektor birimi ve fraksiyon toplama
pargalarindan olusmustur. Sistem protein, peptid vb. ayirimlarmi kisa siirede
gerceklestirebilen bir tiir hizli performans sivi kromatografi sistemidir. Ayni zamanda
mikro diizeyde saflastirma ve preparatif boyutta HPLC analizleri yapmak i¢in uygundur
(Diltemiz, 2011).

2.1.3.1. FPLC cihazi

Sekil 2.1. Deneysel ¢alismalarda kullanilan FPLC cihazi
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1) Dedektorler

— UV-Vis detektor: Ksenon flas hem UV goriiniir bolge araliginda ¢aligir (190-
700nm).

— Floresans detektor: Floresans detektoriiyle luminesans, fosforesans,
kemiliiminesans ve bioluminesans 6lgiimleri miimkiindiir.

— Kirllma indisi detektorii: Polimerler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar,

alkoller ve yag asitleri gibi absorbans yapamayan bilesiklerin analizleri i¢in

idealdir.

2) Pompalar: Gii¢lii mekanik motoru 4000 psi (275 bar) geri basinglarina kadar
karsiliginda 50ml/dak pompalayabilir.

3) Fraksiyon toplayicisi: 18 mm ¢apindaki tiipler i¢in 144 parca kapasitesi
vardir.

4) Kolonlar

— TIyon-degistirme metodu icin: Sefarozla 6nceden paketlenmis Q XL or SP
XL ortami, 20 ml preparatif anyon ve katyon degisim kolonlar1 yiiksek yiikleme
kapasitesi ve hizli eliisyon saglar.

— Jel filtrasyon metodu i¢in: Hiload 16/60 superdex 200pg ve Hiload 26/60
superdex 75pg kolonlari bulunur. Superdex 75 prep peptidler, daha biiyiik
proteinler, oligosakkaritler yani Mr 3000-70000, i¢in uygundur.

5) Ornek ozellikleri: 100pL-5SmL arasinda berrak ve safsizliklardan
arindirilmig s1vi 6rnek. Biliniyorsa protein miktar1 veya derisimi de verilmelidir.
6) Uygulamalari: Peptidlerin, proteinlerin, antikorlarn, niikleik asitlerin ve
oligosakkaritlerin  ayrilmas1 ve  karakterizasyonu (merlab.metu.edu.tr.,
13/05/2014 Saati,14:10)

2.1.4. Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Insan goéziiniin ¢ok ince ayrmtilar1 gorebilme olanagi smirlidir. Bu nedenle
goriintii iletimini saglayan 151k yollarmin merceklerle degistirilerek, daha kiigiik
ayrintilarin goriilebilmesine olanak saglayan optik cihazlar gelistirilmistir. Ancak bu

cihazlar, gerek biiylitme miktarlarinin smirli olusu ve gerekse elde edilen goriintii
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tizerinde islem yapma imkaninin olmayis1 nedeniyle arastirmacilar1 bu temel {izerinde
yeni sistemler gelistirmeye itmistir. Elektronik ve optik sistemlerin birlikte kullanima ile
yiiksek biiylitmelerde iizerinde islem ve analizler yapilabilen goriintiilerin elde edildigi
cihazlar gelistirilmistir. Elektrooptik prensipler ¢ercevesinde tasarlanmis taramali
elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope-SEM), bu amaca hizmet eden
cihazlardan birisidir.

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) bir¢ok dalda arastirma-gelistirme

calismalarinda kullanim1 yaninda biyolojik bilimlerde, tip ve kriminal uygulamalarda
yaygin olarak kullamlmaktadir. Ilk ticari taramali elektron mikroskobu 1965' de
kullanilmaya baglanmis, bundan sonra teknik gelismeler birbirini izlemistir.
SEM’ in ¢alisma prensibinde yiiksek voltaj ile hizlandirilmis elektronlar 6rnek tizerine
odaklanir. Elektron ve ornek atomlari arasinda olusan ¢esitli girisimler sonucunda
meydana gelen etkiler uygun algilayicilarda toplanir. Sinyal gii¢lendiricilerinden
gecirildikten sonra bir katot 1ginlart tiipiiniin ekranina aktarilmasiyla goriintii elde edilir.
Gilintimiizde SEM’in ayirim giicii 0,05 nm'ye kadar inmistir. Bliylitme miktar1 ise 5X -
300 000X arasinda degismektedir.

Modern sistemlerde bu algilayicilardan gelen sinyaller dijital sinyallere cevrilip
bilgisayar monitoriine de verilmektedir.

Gerek ayirim giicii (resolution), gerek odak derinligi (depth of focus) gerekse
goriintli ve analizi birlestirebilme 6zelligi, taramali elektron mikroskobunun kullanim
alamin1 genisletmektedir. Ornegin 1000X biiyiitmede optik mikroskobun odak derinligi
yalnizca 0.1 pm iken taramali elektron mikroskobunun odak derinligi 30 pm’ dir.

Geleneksel SEM incelemesi i¢in ornekler iletken olmalidir. Bu nedenle metalik
olmayan Orneklerin kurutulduktan sonra, vakumlu ortamda ve argon gazi varliginda
kaplanmalar1 gereklidir. Kaplama materyali olarak genellikle altin kullanilmakla
birlikte; platin, osmiyum, iridyum, tungsten, krom, grafit gibi metaller de
kullanilabilmektedir. Ornekler statik elektrik sarjin1 dnleyecek kadar iletken olsalar
dahi, ¢6ztimlemeyi artirmak ve sinyalleri kuvvetlendirmek i¢in kaplanmalari onerilir.
Taramal1 elektron mikroskobu yontemi ile ¢ok detayli gbzlem yapilabilmekte, fakat
biiyiitme derecesinden dolayr sadece ¢ok kiiciik alanlar incelenebilmektedir
(malzemebilimi.net, 16.05.2014 Saat 18.30; Unver, 2011).
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Sekil 2.2. SEM donaniminin sematize edilmesi
(http://www2.aku.edu.tr, 16.05.2014 Saat 18:33).

2.2. Yontem

Gergeklestirdigimiz tez calismasinda yapilan deneysel calismalar genel olarak ii¢
baslik altinda toplanabilir:

1. P(Anti-Lf- co- HEMA) kriyojel kolon hazirlanmasi

- P(Anti-Lf- co- HEMA) kriyojel kolon karakterizasyon iglemleri
2. Inek siitiinden Lf’nin saflastirilmasi

- Inek siitiinden Lf nin kromatografik ayirmmi
-Saflastirilan Lf’nin karakterizasyon iglemi

3. Adsorpsiyon—desorpsiyon ¢aligmalari

2.2.1. P(Anti-Lf- co- HEMA) kriyojel kolon hazirlanmasi

Lf’nin inek siitiinden kromatografik ayiriminda kullanilmak tizere biyouyumlu,

biiyiik gézenekli ve geri basing liretmeksizin ayirim saglayan fotosensitif P(Anti-Lf- co-
HEMA) kriyojel sentezlenmistir.

42
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Kriyojel Sentez Asamalari:

2000 ppm Anti-Lf cizeltisi

30- 60 dk azaot ortaminda 2 ml Srnek almr.
bekletilir.
260 pL HEMA 56 6 mg MBAAD @ ~
740 pL deivonize su ml deivonize su ]

58 - 8-

10-15 dk ultrasonik banyoda bekletilir

-18 *C’de 24 saat bekletilir.

Sekil 2.3. Fotosensitif P(Anti-Lf-co-HEMA) kriyojel sentezinin sematize edilmesi.

1) ANADOLUCA yontemiyle kriyojel elde etmek iizere ilk islem olarak Sml
deiyonize suda 2000 ppm’lik anti-Lf ¢dzeltisi hazirlanmistir.  Uzerine 100 uL MATyr-
Ru(bipyr),-MATyr ¢ozeltisi ilave edilmistir (Say R. vd., 2011). Ikinci islem olarak 0,02
g APS 5 ml suda ¢oziinerek 0,01 M’ lik ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden 25 pL
karisima ilave edilmis ve daha sonra azot ortaminda 30-60 dk karismasi beklenmistir.

2) Birinci faz olarak 260 uL. HEMA’ya, 740 uL deiyonize su eklenmistir.

Olusan karigim, ultrasonik karistiriciya konularak homojenize edilmistir.

3) 56,6 mg MBAAD’e 2 mL deiyonize su eklenerek ikinci faz elde edilmis ve
olusan karisim homojenize edilmistir. Elde edilen iki faz birlestirilmis ve iizerine 1.
maddede hazirlanis1 agiklanan 2000 ppm’ lik anti-Lf ¢ozeltisinden 2 mL eklenerek
coklu karistiricida homojenizasyon saglanmaistir.

4) Daha sonra bir slire buz banyosunda bekletilerek iizerine sogukta

polimerizasyon baglaticis1 olarak 4 mg APS eklenmis ve coklu karigtiricida 10 dk
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bekletilmistir. -18 °C’de bekletilen siringa igerisine homojenize olmus karisim
konulmus ve sogukta polimerlesmeyi saglayan 5 uL. TEMED eklenerek - 12 °C’de buz
banyosunda 2 saat bekletildikten sonra -18 °C’de 24 saat bekletilmistir.

5) Elde edilen kolon materyali, fotosensitif P(Anti-Lf-co-HEMA) kriyojelidir.

Sekil 2.4. Siringa igerisinde elde edilen kriyojel kolon.

2.2.1.1. P(Anti-Lf-co-HEMA) Kkrivojel kolon karakterizasvon islemleri
Yaptigimiz tez ¢alismasinda  P(Anti-Lf-co-HEMA)  kriyojel  kolonun

karakterizasyon islemlerinde yapilan deneysel ¢alismalar sisme testi, yiizey morfolojisi
analizi, BET yontemi ile yilizey analizi ve FTIR analizi yapilarak incelenmistir.

o Sisme Testi

Tez kapsaminda sentezlenen go6zencklerine Anti-Lf c¢apraz baglanmis
kriyojellerin su tutma orani sisme testleriyle dl¢iilmiistiir. Sisme testini uygulamak igin
sentezlenen kriyojel kurutulmus ve kurutulan kriyojelin su tutma orani deiyonize su
kullanilarak volumetrik yontemle belirlenmistir.  Oncelikle kuru kriyojel meziire
konulup en iist noktas1 tiipte isaretlenmistir ve sonrasinda tiip deiyonize su ile
doldurularak oda sicakliginda sismesi her 30 dakikada bir kriyojelin yiiksekliginin
isaretlenmesi ile belirlenmistir. Tiipteki sismis kriyojelin yliksekligi E.2.1°e gbre sisme

oraninin hesaplanmasinda kullanilmistir.
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Sigme orant (%) = [(hsigmis - Nkuru)/Nkuru] X 100 (E.2.1)

Ngismis: sisen kriyojelin yiiksekligi
hiuru: kuru kriyojelin yiiksekligi

J Yiizey Morfolojisi Analizi

Gozeneklerine anti-Lf ¢capraz baglanmis kriyojellerin ylizey morfolojisi, Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM) (Zeiss Ultra Plus) kullamilarak belirlenmistir. Ornekler
analiz edilmeden once kurutulmus ve kuru Kkriyojeller 6rnek haznesine yerlestirilmis,

altin ile kaplandiktan sonra SEM ile goriintiileri alinmistir.

. FTIR- ATR Analizi

Kolon igerisinde anti-Lf capraz baglanmis kriyojellerin FTIR spektrumlari, FTIR
spektrometresinde  ATR modu kullanilarak elde edilmistir. FT-IR spektrumlar
hafifletilmis toplam yansitma (ATR; Attenuated Total Relectance) yontemi kullanilarak
goriintlilenmistir. Bu yontem; absorbsiyon bantlarinin dalga boyunda azalma meydana
getirerek daha az emekle ve 6rnek kalinligindan bagimsiz olarak sogurganligi ¢ok fazla
olabilen farkli maddelerin spektrum analizlerine olanak saglayabilmektedir.

Kriyojeller oda sicakliginda kurutulmus ve FTIR spektrumlar1 ¢ekilmistir.

o BET yontemi ile yiizey alam 6l¢iimii

1 g kriyojel tartilarak BET yontemiyle ylizey analizi yapan Quantachrome Nova
2200e marka cihaza yerlestirilmistir. Sivi azot ile muamele edilerek ilk Once
kriyojellerin gozeneklerinde bulunabilecek su uzaklastirildiktan sonra yapinin
fiksasyonu yapilmistir. 10 noktaya analiz yapilarak kriyojelin 1 gramimin yiizey alani

bulunmustur.

2.2.2. Inek siitiinden laktoferrinin saflastiriimasi

Bu tez calismasinda inek siitiinden Lf’nin saflastirilmas1 amaciyla gerceklestirilen
deneysel c¢alismalar; inek siitiinlin homojenizasyon islemi, inek siitiinden Lf’nin
kromatografk aymrimi, saflastirillan Lf karakterizasyon islemleri olmak iizere ii¢ alt

baslik altinda gerceklestirilmistir.
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2.2.2.1. inek siitiiniin homojenizasyon islemi

Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Ogrenci Kantini’nden alinan 200 mL’lik inek
siitinden 3 mL alinip yag, lipid vb. bilesenleri ayirmak i¢in mavi siizge¢ kagidindan

stizme islemi yapilmistir.

2.2.2.2. inek siitiinden laktoferrinin kromatografik ayrim

Homojenize edilmis inek siitiinden Lf ayirimimi saglamak i¢in FPLC cihaz1 ve
kolon dolgu maddesi olarak gozeneklerine anti-Lf capraz baglanmis P(Anti-Lf-co-
HEMA\) kriyojel kullanilmistir. Yapilan testler sonucunda optimum akis hiz1 2.0 mLdk-
1 olarak belirlenmistir. Tutma ¢6zeltisi olarak PBS tamponunda 0,4 M NaCl ¢ozeltisi
(pH 7.0) kullanilmistir. Lf tutma c¢ozeltisi yardimiyla P(Anti-Lf-co-HEMA) kriyojel
kolona taginmistir. Hazirlanan P(Anti-Lf-co- HEMA) kriyojel kolonda Lf hapsedilirken
inek siitiinde bulunan diger biyolojik materyaller kolona tutunmadan sistemi terk
etmistir.

Lf, iyonik giiclin fazla oldugu fizyolojik, bazik pH ‘larda anti-Lf molekiiliine
afinite gostermemektedir. Bu 6zellikten yararlanilarak 20 mM sodyum fosfat (pH 7,5)
tamponu igerisinde 0,6 M NaCl c¢ozeltisi eliisyon c¢ozeltisi olarak kullanilmistir.
Boylece; anti-Lf ile Lf etkilesimi inhibe edilerek P(Anti-Lf-co-HEMA) kriyojel kolonda
tutulan Lf’nin kolondan uzaklastirilmasi saglanmistir (Sekil 2.5). Kolondan ¢ikan Lf
toplama kabina aktarildiktan sonra liyofilizasyon islemine tabi tutularak eliisyon

¢ozeltisinin uzaklastirilmasi saglanmistir.
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Sekil 2.5. inek siitiinden Lf’nin FPLC cihazi ile ayrimimin sematize edilmesi.

2.2.2.3. Saflastirilan laktoferrinin karakterizasyon islemi

Inek siitiinden kromatografik ayirimi gerceklestirilen Lf'nin Karakterizasyonu ve
saflastirilmast sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel (SDS-PAGE) elektroforezi ile
gerceklestirilmistir.

e SDS-PAGE
SDS PAGE yontemi proteinlerin safliginin kontrolii, molekiil agirliklarinin
saptanmasi ve konsantrasyon g¢esitliliginin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir.
Molekiil agirligi bilinmeyen 6rnek, molekiil agirlig: bilinen standart proteinlerle birlikte,
ayni jel tlizerinde yan yana ceplere uygulanir ve ayri hatlarda elektroforetik olarak
ayrilir. Boyama sirasinda jelde gozlenen bantlarin karsilastirilmasi ile proteinin molekiil
agirhigr hakkinda bir fikir edinilebilir.
Sunulan tez ¢aligmasinda dikey jel elektroforezi hazirlanmigtir. Cam plaklar arasina
1,5 mm ’lik aralik birakilarak, jelin dokiilmesi i¢in dokiim ayagina cam plaklar monte
edildi. Ayristirma ve yiirlitme jeli olarak % 10’luk poliakrilamid jel hazirlanmis ve cam
plaklar arasina jel c¢ozeltisi dokilmustir. Daha sonra Orneklerin jel {izerinde
ilerleyebilecegi kuyucuklarin olugmasini saglayan tarak dikkatlice yerlestirilmis ve jel
polimerlesmeye birakilmistir. Jel polimerlestikten sonra, tarak dikkatlice c¢ikarilmis ve

ornekler kuyucuklara uygulanmadan oOnce kuyucuklar rezervuar tamponu ile
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doldurulmustur. Akrilamid, N, N’-metilen bis akrilamid jel monomerleri polimer

matriksi hazirlamak i¢in, TEMED ve APS ise polimerizasyon baslaticilar1 olarak

kullanilmistir.

a)

b)

d)

f)

e (Cozeltilerin hazirlamisi:
% 10 ‘luk SDS ¢ozeltisi:
4 g SDS tartilip bidistile su ile 25 ml’ye tamamlanmaistir.

% 10 ‘luk APS ¢ozeltisi
100 mg APS tartilip bidistile su ile 1 mL’ye tamamlanmistir (jel dokiiliirken

hazirlanmustir).

%30 Akrilamid — % 8 ‘lik Bisakrilamid Stok Cozeltisi
29,2 g akrilamid, 0,8 g bisakrilamid tartilip bidistile su ile 100 mL’ye

tamamlanmustir.

Yiirtitme Tamponu
3,028 g Tris, 18,76 g Glisin ve 10 mL % 10’luk SDS ¢d6zeltisinden alinip

bidistile su ile 1000 mL’ye tamamlanmis ve pH 8.3’ e ayarlanmustir.
Ayirma Jeli Tamponu
3 M Tris-HCI; 9.075 g Tris, 12 mL 1 M HCI ile karistirilip pH 8,8’e

ayarlandiktan sonra, bidistile su ile 25 mL’ye tamamlanmuistir.

5xSDS-PAGE yiikleme ¢ozeltisi;

% 10 SDS 2 mL
Gliserin 1mL

1 M Tris(HCI ile pH 6.8 ayarlandi) 1 mL
0.8 M 2-Merkaptoetanol 0,4 mL
1 mgmL™ Bromfenol mavisi 1mL

Yukarida belirtilen maddeler karistirildiktan distile su ile 10 mL’ye tamamlanmustir.

9)

% 10’ luk poliakrilamid jel hazirlanis
%30’luk Akrilamid-bisakrilamid ¢ozeltisi 4,98 mL
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Jel tamponu 3,9 mL

% 10 ‘luk SDS 0,15 mL
% 10 APS 0,15 mL
TEMED 0,006 mL
dH,0 5,814 mL

h) Boyama ¢ozeltisi (% 0.025 CBBR, % 40 Metanol, % 7 Asetik asit) 0.5
Coomassie brillant blue R-250, 800 mL metanol i¢inde ¢oziiliinceye kadar
karistirtlmis ve 140 mL asetik asit ilave edilip hacim, su ile 2 litreye

tamamlanmustir.

) Boya ¢ikarma ¢ozeltisi I ( % 50 metanol, % 10 asetik asit)
500 mL metanol tizerine 100 mL asetik asit ilave edildikten sonra toplam

hacim su ile 1 litreye tamamlanmustir.

j) Boya ¢ikarma ¢ozeltisi II, ( % 5 metanol, % 7 asetik asit)
100 mL metanol tizerine 140 mL asetik asit ( glasial) ilave edildikten sonra

toplam hacim su ile 2 It ‘ye tamamlanmuistir.

k) Numune ve Standart Cozeltileri
Saflagtirilan Lf numunemizden 0,008 g tartilmis ve distile su ile 40 pul’
ye tamamlanmustir. Yine ayni sekilde standart olarak kullanilan ticari Lf’den

de 0,008 g tartilmis ve distile su ile 40 uL.” ye tamamlanmistir.

SDS-PAGE i¢in molekiil agirligi standardi olarak ticari Lf kullanilmigtir. 10’ar
pL numune ve standart ¢ozeltileri lizerine 10’ar pL 5 x SDS-PAGE yiikleme ¢ozeltisi
eklenmistir. Numune ve standart ¢ozeltileri 3 dk kaynar su banyosunda bekletilerek
denatiire edilmis ve buz banyosuna alinarak sogumaya birakilmistir. Cozeltiler
soguduktan sonra 10 ’er pL alinarak kuyucuklara otomatik pipet ile yiiklenmistir.
Kuyucuk basi 20 mA akim verilerek elektroforez baglatilmis ve isaret boya bandi jelden
cikmadan elektroforez islemi durdurulmustur. Elektroforez islemi yaklasik 4 saat
stirmistiir. Jel dikkatlice elektroforez kabininden ¢ikarildiktan sonra boyama ¢ozeltisi

icine konulmus ve 24 saat siire ile boya icerisinde birakildiktan sonra, boyama
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cozeltisinden ¢ikarilarak distile su ile yikanmistir. Daha sonra, boya ¢ikarma 1
¢Ozeltisinde 3-4 saat siire ile karistirict ile c¢alkalanarak bekletilmistir. Bu siirenin
sonunda boya ¢ikarma ¢ozeltisi II’ye alinmis ve bdylece jel ylizeyindeki boya tamamen

uzaklastiginda sadece protein bantlar1 boyali kalmstir.

2.2.3. Adsorpsiyon- desorpsiyon ¢calismalari

Sulu ¢ozeltilerden, Lf adsorpsiyonu kesikli sistemde galisilmistir. Adsorpsiyon-
desorpsiyon ¢aligmalar1 icin baslangic derisimi etkisi ve akis hiz1 calismalar
gerceklestirilmistir. Baslangic derisimi etkisini incelemek lizere 3 ppm, 5 ppm,7 ppm ve
10 ppm’lik standart ¢ozeltisi mikroplate okuyucuda okutulmus ve kalibrasyon grafigi
elde edilmistir. Daha sonra 4 mg anti-Lf capraz bagli kriyojelden standart ¢ozeltiler
gecirilerek tekrar mikroplate okuyucuda (Biotek marka Synergy Hydrid Reader (H1))
okutulmus ve Lf derisimi spektrofotometrik olarak 280 nm’ de tayin edilmistir. Cihazin
cevabi bilinen derisimdeki Lf standart ¢ozeltileri ile periyodik olarak kontrol edilmistir.
Birim kiitle bagina, gozeneklerine anti-Lf ¢apraz baglanmis kriyojellere adsorplanan Lf

miktarlarinin hesaplanmasinda E.2.2 esitligi kullanilmistir.
Q =[(Co-C)xV] /m (E.2.2)
Bu esitlikte Q, birim polimer kriyojel basina adsorplanan Lf miktarim (mgg™),
Co ve C sulu ¢dzeltideki Lf'nin baslangic ve son derisim degerlerini (mgL™), V sulu

¢ozelti hacmini (mL) ve m ise kullanilan kriyojellerin kiitlesini (g) vermektedir.

2.2.3.1. P(Anti-Lf-co-HEMA) Kkriyojellerin Lf adsorpsivonuna akis hizinin etkisi

Gozeneklerine anti-Lf capraz baglanmis P(Anti-Lf-co-HEMA) kriyojelin Lf
adsorpsiyonuna akis hizinin etkisi FPLC’de calisilarak incelenmistir. Hazirlanan
P(Anti-Lf-co-HEMA) kriyojel FPLC de kolon dolgu maddesi olarak kullanilmig 0.3,
0.5,0.8,1.0,15, 2.0,25 mLdk* akis hizlarinda ¢alisilarak L’ nin ayrimi i¢in optimum
akis hiz1 belirlenmistir.

2.2.3.2. Anti-Lf capraz baglanmis Kriyojellerden laktoferrin desorpsiyon islemleri

Kriyojel gézeneklerine adsorbe olan Lf, fosfat tamponu pH 7.5 igerisinde 0.6 M
NaCl ¢ozeltisi kullanilarak desorbe edilmistir. Desorpsiyon ¢alismalarinda desorpsiyon

reaktifi, kriyojelden periyodik olarak gecirilmistir. Kolondan ¢ikan ¢ozelti igerisine
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aliman Lf spektrofotometrik yontemle tayin edilmistir. Kriyojel kolonlardan Lf’nin

desorpsiyon ylizdelerinin hesaplanmasinda E.2.3 esitligine kullanilmistir.

Desorpsiyon ortamina salinan Lf
Desorpsiyon (%) = x 100 (E.2.3)
Adsorplanan Lf

Lf adsorpsiyonu ic¢in hazirlanan kriyojellerin tekrar kullanilabilirliginin test
edilmesi amaciyla Lf adsorpsiyon ve desorpsiyon calismalari 10 kez ayni Kkriyojel

kolonda gergeklestirilmistir.

2.2.3.3. P(Anti-Lf-co-HEMA) kriyojellerin laktoferrin adsorpsiyonuna iyonik

siddetin etKisi
Tez calismasi kapsaminda sentezlenen kriyojellere Lf’nin adsorpsiyonuna iliskin

iyonik siddettin etkisini incelemek {izere farkli konsantrasyonlarda hazirlanan NaCl

¢ozeltileri kullanilmistir.
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3. SONUCLAR, TARTISMA VE ONERILER

3.1. P( Anti-Lf-co-HEMA) Kriyojel Kolon Karakterizasyonu
3.1.1. Sisme testi

Gozeneklerinde Anti-Lf ¢apraz baglanmis P(Anti-Lf-co-HEMA) kriyojelin
denge sisme oran1 % 182,58 olarak bulunmustur. P(Anti-Lf-co-HEMA) kriyojel opak,
elastik ve siingerimsi yapiya sahiptir. Bu kriyojel, gézeneklerinde bulunan suyu elle
basing uygulanarak kolaylikla disariya verebilir. Basing uygulanmis kriyojel parcasi su
icerisine birakildiginda birka¢ saniye igerisinde suyu gozeneklerinde depolayarak
normal seklini ve boyutunu alir. Kriyojellerin karakteristik 6zelliklerine bakildiginda
hacimlerinin % 150’sine kadar su tutma kapasitesine sahip oldugu goriilmektedir. Bu
bilgi 151¢81nda, sentezlenen P(Anti-Lf-co-HEMA) kriyojelin oldukg¢a hidrofilik yapida
oldugu goriilmektedir.

3.1.2. Yiizey morfolojisi analizi

Gozeneklerinde Anti-Lf ¢apraz baglanmis kriyojelin yiizey morfolojisi taramah
elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak analiz edilmistir.

Elde edilen kriyojelde gozenek dagilim: ve yapidaki gézenek orgiisii homojen
yapidadir. Kriyojelin gozenek biiylikliigii Lf molekiillerinin boyutundan daha biiyiik
olup kolondan Lf’nin gegisi kolaylikla gerceklesmektedir. Kriyojellerin gbzenek
yogunlugu ve genis gozeneklere sahip olmasi diisiik akis direnci sagladigindan, yiiksek
kapasitede ayirma saglamaktadir. Anti-Lf akrilamid kriyojel goézenekleri igerisine
capraz baglanmis ve Lf ayrimi igin gozenekli, yiizey alant genis, kati bir destek maddesi

olusturmustur.
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(©) (d)

Sekil 3.1. P(Anti-Lf-Co-HEMA) (a) 100X (b) 292X (c) 650X (d) 808X
biiyiitme oranlarinda kriyojel SEM goriintiileri.

3.1.3. BET yontemi ile yiizey alani 6l¢iimii

Anti-Lf ¢apraz baglanmis kriyojelin spesifik yiizey alan1 BET yontemi ile 30.5
m?g? olarak bulunmustur. Literatiirle kiyaslandiginda, Baydemir ve ark.’nin
“Stipermakroporlu P(HEMA) tabanli kriyojeller bilrubin baskili partikiil gomiilmesi”
adli calismasinda PHEMA kriyojellerin yiizey alan1 14.2 ng'l bulunmustur (Baydemir
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vd.,2009). Akkus B.’nin “Penisilin G Agilaz Saflastirilmas1 I¢in Yeni Destek
Materyali’’ adl1 yiiksek lisans tezinde hazirlanan Kriyojellerin spesifik yiizey alan 25.8
ng'l bulunmustur (Akkus, 2012). Sonug olarak Sentezlenen kriyojellerin yiizey alanlari
ne kadar biiyiik olursa gozeneklerine daha fazla Lf molekiilii tutunabilecek ve boylelikle

daha fazla miktarda Lf saflastirilacaktir.

3.1.4. FT-IR analizi
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Sekil 3.2. Gozeneklerine Anti-Lf ¢apraz baglanmig akrilamid temelli kriyojel FTIR
spektrumu.

Kriyojel akrilamid temelli oldugu i¢in akrilamid kriyojelin karakteristik pikleri
olan 1717 cm™ C=0 bandi, 1654 cm™ N-H band: egilmesi (akrilamidteki karakteristik -
CONH, grubuna ait pik), 3314 cm™ aminoasitlere ait N-H gerilmesi, 1452 cm™ C-H
egilme bandt pikleri goriilmektedir. Ayrica antikora ait aminoasitlerin igerdigi
karboksilik asitlerin hidroksil bandi varlig 3300 cm™ civarindaki genislemeden de

anlasilmaktadir.
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3.2. Anti-Lf Iiceren Kriyojellerde Adsorpsiyon Calismalari
3.2.1. Laktoferrinin baslangi¢ derisiminin etkisi

Sekil 3.3’de kriyojel gozeneklerine adsorplanan Anti-Lf molekiillerinin Lf
baglangic derisimine etkisi verilmistir. Kriyojelin birim kiitlesi basina adsorplanan Anti-
Lf miktar1, Lf baslangi¢ derisiminin artmasi ile artmistir. Kriyojel polimerinin aktif
baglanma bosluklarmin doygunluga ulagsmasi, Lf derisiminin 10 mgL™ degerine
ulasmasina kadar devam etmektedir. Kriyojel igerisinde tutunan maksimum Lf miktar

2,2 mgg™ olarak bulunmustur.

2,5

1,5

Q (mg/g)

1 y =0,2364x + 0,1421
R?=0,9421
0,5

0 2 4 6 8 10 12
Lf derisimi (ppm)

Sekil 3.3. Lf baslangic derisimi etkisi.

3.2.2. Akis hiz etkisi

Lf adsorpsiyonu ile ilgili akis hizi c¢alismalari, gézeneklerine anti-Lf ¢apraz
baglanmis kriyojelin FPLC cihazinda kolon olarak kullanilmasi ve 100’er pL enjekte
edilen inek siitiiniin farkli akis hizlarinda gegirilmesiyle elde edilen pik alanlarmin
karsilastirilmast sonucunda yapilmistir. FPLC cihazinda 0.3, 0.5, 0.8, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5
mLdk™ akis hizlarinda calisilmis ve maksimum adsorpsiyonun 2.0 mLdk™ akis hizinda
oldugu tespit edilmistir.
3.2.3. Iyonik siddet etKisi

Tez calismast kapsaminda sentezlenen kriyojele Lf’nin adsorpsiyonuna iliskin
iyonik siddettin etkisini incelemek iizere 0,1; 0,2; 0,4; 0,5 ve 0,6 M derisimlerde

hazirlanan NaCl ¢ozeltileri kullanilmistir.



56

Lf adsorpsiyonuna iyonik giiciin etkisi Sekil 3.4 de gosterilmistir. Elde edilen
verilerden yola ¢ikilarak maksimum adsorpsiyonun 0,4 M NaCl ¢o6zeltisi

kullanildiginda gergeklestigi tespit edilmistir.

lyonik Siddet

0,25

0,2
17}

£ 0,15
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0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Nacl ( M)

Sekil 3.4. Lf adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi.

3.2.4. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon, adsorbent yiizeyinde biriken madde derisimi ve ¢ozeltide kalan
madde derisimi arasinda bir denge olusuncaya kadar devam eder. Adsorpsiyon
dengesini belirtmek icin, sabit sicaklikta dengede ¢ozeltide kalan ¢6ziinen derisimine
kars1 adsorbentin birim agirliginda adsorbe edilen ¢6ziinen miktarmin degisimi
izlenerek adsorpsiyon izotermi adi verilen egriler elde edilir. Gazlar i¢in derisim
genellikle mol ylizdesi veya kismi basing olarak verilir. Cozeltiler i¢in ise derisim kiitle
birimleri olarak verilir (mg/l, ppm vs.). Biyolojik ayirmalar agisindan iig¢ tiir izoterm
(lineer, Freundlich ve Langmuir) onemlidir. Fiziksel ve kimyasal adsorpsiyonlarda,
dengeyi belirlemek amaciyla Langmuir, Freundlich, Brunauer — Emmett — Teller (BET)
izotermleri olmak iizere baslica iic matematiksel model bulunmaktadir.

Sunulan tezde adsorpsiyon izotermi, her bir molekiilin adsorbanlarla

etkilesimlerinin karakterizasyonu i¢in kullanilmistir.
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Adsorpsiyon izotermi, iki faz dengede iken kati faza adsorbe olan molekiil
miktar1 ve ¢ozeltideki molekiillerin derisimi arasinda iliski Kurulmasini saglar. Yapilan
tez ¢alismasinda elde edilen veriler Langmuir, Freundlich izotermlerine uygulanmistir.

Langmuir adsorpsiyon modeli, her biri yalniz bir molekiilii tutmaya elverisli
belirli sayidaki tanimlanmis boliimlere molekiillerin adsorbe oldugunu varsayar. Bu
boliimlerin enerji olarak esdeger oldugu ve yakin boliimlerdeki adsorbe olmus
molekiillerle arasinda higbir etkilesim olmayacak kadar birbirinden uzak oldugu

varsayilir. Langmuir denklemi E. 3.1 ile asagidaki sekilde gosterilebilir.
Q=QmaxbCeq / (1+bCeQq) (E.3.1)
Q= Adsorbana adsorplanmus Lf derisimi (mgg™)
Ceq= Cozeltideki Lf denge derisimi (mgL™)

b= Langmuir sabiti (Lmg™)

Qmax= Maksimum adsorpsiyon kapasitesi (mgg™)

Bu denklem E. 3.2. ile asagidaki gibi lineer hale getirilebilir.

1/Q = [1/(Qmaxb)][1/Ceq] + [1/Qmax] (E.3.2)
1/Q’ya karst 1/ Ceq grafige gegirildiginde; kesim 1/Qmax, egim ise 1/Qmaxb’ Vi

verir. Sekil 3.5°de Lf molekiiliiniin adsorpsiyonu i¢in Langmuir adsorpsiyon modelinin

grafigi verilmistir.
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Langmuir izotermi

y = 3,2759x + 0,0443
R? = 0,9985

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
1/Ceq

Sekil 3.5. Lf molekiilii i¢in Langmuir adsorpsiyon modeli.

Adsorpsiyon izotermleri, Lf'nin adsorpsiyon ozelliklerini degerlendirmek
amaciyla yapilan kesikli deneylerle belirlenmistir. Deneysel caligmalarda elde edilen
veriler sonucunda, Lf nin adsorpsiyonu icin maksimum adsorpsiyon kapasitesi (Qmax)
elde edilmistir. Kriyojel gozeneklerindeki anti-Lf i¢in, korelasyon katsayis: (R?) 0.9985
gibi yiiksek bir deger, maksimum adsorpsiyon kapasitesi 22,573 mgg™ ve Langmuir
sabiti ise 73,948 mg™ olarak bulunmustur.

Sunulan tez c¢aligmasinda sisteme uygulanan ikinci adsorpsiyon modeli ise
Freundlich izotermidir. Freundlich esitligi adsorban yiizeyinde adsorplanan adsorbent
miktarinin iistel bir fonksiyon oldugu esitliktir. Freundlich izotermi genellikle sivi
¢ozeltilerden adsorpsiyon ig¢in kullanilir. Freundlich denklemi ideal olarak temiz ve
homojen olmayan kati yizeylerdeki adsorpsiyonlar icin Alman fizikokimyaci Herbert
Max Finlay Freundlich tarafindan deneysel ¢alismalar sonucu tiiretilmistir. (Sarikaya

1993). Asagida verilen esitlik Freundlich denklemi olarak ifade edilmektedir.
INQ = In Ks + n.InCqq (E.3.3)

Bu esitlikte;

Q= Adsorbana adsorplanmis Lf derisimi (mgg™)
Ceq= Cozeltideki Lf denge derisimi (mgL™)

n= Freundlich sabiti

K= Freundlich adsorplanma kapasitesi
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Denklemde yer alan In Q’ ya karsi In Ceq grafige gegirildiginde y eksenini

kestigi noktadan Kf ve egimden de n sabitleri bulunabilir. Sekil 3.6’da gbézeneklerine

Anti-Lf capraz baglanmis kriyojeldeki Lf adsorpsiyonu igin Freundlich adsorpsiyon

modelinin grafigi yer almaktadir.
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Freundlich izotermi

y = 0,6088x - 0,5515
R2=0,9626
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Sekil 3.6. Lf molekiilleri i¢cin Freundlich adsorpsiyon modeli.

Tez kapsaminda sentezlenen Kriyojelin, Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon

izotermlerinin sonuglar1 karsilastirilirsa; elde edilen grafiklerin regresyon sabitlerine

(R? bakildiginda Langmuir igin hesaplanan degerin (0,9985), Freundlich igin

hesaplanan degerden (0,9626) daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu sonug Lf

adsorpsiyonunun Langmuir izotermine uydugunu gostermektedir. Sonug olarak kisitl

sayida baglanma bdolgesi igeren bir yiizey iizerine tek tabakali bir adsorpsiyon

gerceklestigi ifade edilebilir.

Cizelge 3.1: Kriyojel gozeneklerine capraz baglanmig anti-Lf molekiillerinin Lf

adsorpsiyonunu gosteren Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermlerinin
karsilastirilmasi

Deneysel Langmuir Freundlich

Q(mg/g) | Qm(mg/g) | b(L/g) R? Kf(L/g) n R?
Kriy‘:"fe'de 2,2 22,573 | 73,948 | 0,9985 | 0,5691 | 0,6088 | 0,9626
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3.2.5. Desorpsiyon ve tekrar kullamlabilirlik

Gozeneklerine anti-Lf ¢apraz baglanmis kriyojelden adsorpsiyonla baglanan Lf,
PSB pH 7.5 tamponu igerisinde hazirlanan 0,6 M NaCl ¢ozeltisi kullanilarak desorbe
edilmistir. Desorpsiyon calismalarinda 50 ml desorpsiyon reaktifi olan 0,6 M NaCl
(PSB pH 7.5 tamponu igerisinde) kriyojel kolondan periyodik olarak ge¢irilmistir.
Kolondan ¢ikan ¢6zelti igerisine alinan Lf, spektrofotometrik yontemle tayin edilmistir.
1 saat sonra adsorplanan Lf miktarinin % 45’ i, 4 saat sonunda ise % 95’ i kriyojelden
desorban ¢ozeltisine alinmstir.

Gozeneklerine anti-Lf ¢apraz baglanmis kriyojellerin tekrar kullanilabilirliginin
test edilmesi amaciyla Lf adsorpsiyon-desorpsiyon calismalart 10 kez ayni kriyojel
kolon kullanilarak yapilmis ve Kriyojel igerisindeki Lf adsorpsiyon kapasitesinde kayda
deger bir diisiis olmadigi saptanmistir. Sonug olarak tez kapsaminda sentezlenen ve
deneysel c¢alismalarda bir yil boyunca kullanilan kriyojel kolonun Lf adsorpsiyonunda
onemli bir kayip olmadan diger calismalarda da tekrar kullanilabilirliginin oldukga

yiiksek oldugunu sdylemek miimkiindiir.

2,0
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0,3 =
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Sekil 3.7. Kriyojel gézeneklerine ¢apraz baglanmig Anti-Lf molekiillerin rejenerasyonu.
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3.3. Inek Siitiinden Laktoferrinin Saflastirilmasi
3.3.1. Inek siitiinden laktoferrinin kromatografik ayirim

Inek siitinden Lf nin kromatografik aymrimi, FPLC cihaz1 kullanilarak
yapilmistir. FPLC cihazinda, kolon dolgu maddesi olarak, gézeneklerine anti-Lf capraz
baglanmis kriyojel kullanilmistir.

Ayirim isleminin gergeklestirilmesinde yiiklenen inek siitii numunesi 0,4 M NaCl
cozeltisi (pH 7.0 fosfat tamponu) kullanilarak dengeye getirilip baglanma saglanirken;
eliisyon islemi pH 7.5 fosfat tamponunda 0.6 M NaCl ¢ozeltisi kullanilarak yapilmistir.
Sonug olarak P(Anti-Lf-co-HEMA) kriyojel kolonda adsorplanan Lf molekiillerinin
iyonik gili¢ artirilarak fizyolojik ve bazik pH ‘larda (pH>7.5) anti-Lf ile etkilesim
gostermeyip kolondan ayrilmasi saglanmistir.

Kromotografi islemi i¢in cihazin akis hiz1 2.0 mL dak™ olarak ayarlanmistir. 3mL
inek siitii mavi silizge¢ kagidindan siiziilmiis, 100°er uL olarak 4 defa cihaza enjekte
edilerek Lf* ye ait kromotogramlar elde edilmistir. Kromotogramlar incelendiginde
(Sekil 3.8) 2. dakikada gelen pikin, kriyojel kolona tutunmadan gegen inek siitiindeki
diger proteinlere ait oldugu, alikonma zamani 16 dakika olan 2. pikin ise Lf* ye ait pik
oldugu tespit edilmistir. Bu dakikada kolondan ¢ikan siv1 fraksiyon kabinda toplanarak

48 saat siire ile liyofilizasyonu yapilmaistir.
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(b)
Sekil 3.8. ave b iki enjeksiyona ait Lf* nin FPLC kromatograma.

Liyofilizasyon islemiyle kolondan ¢ikan ve Lf iceren ¢dzeltinin ¢oziiclisii azot
atmosferinde ucurularak kati1 partikiiller elde edilmistir. Elde elden bu partikiillerin Lf
olup olmadigin1 belirlemek icin SDS-PAGE elektroforezi ile analiz yapilarak sonuglar

ticari Lf ile karsilastirilmistir.
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3.3.2. Saflastirilan laktoferrinin karakterizasyonu

Sunulan tez c¢alismasinda saflastirilan Lf® nin karakterizasyon islemi
poliakrilamid jel elektroforezin bir tiiri olan SDS-PAGE yontemi kullanilarak
yapilmistir. SDS-PAGE, protein yapilarini molekiil biiytikliiklerine goére ayiran bir
ayristirma teknigidir. Deneylerde Amersham Pharmacia marka mini elektroforez cihazi
kullanilmustir.

Hazirlanan % 10‘luk akrilamid jel iki cam arasmna dokiilmiistir ve jel igine
kuyucuk agmak amaciyla tarak yerlestirilmistir. Kuyucuklara sirasiyla ticari ve
saflagtirilan Lf 10 uL olacak sekilde enjekte edilmistir. Yiiriitme tamponu tankin igine
dokiildiikten sonra giic kaynagi calistirllmis ve kuyucuk basimma 20 mA akim sabit
kalmak iizere elektrik verilmistir. Numunelerin yiiriimesi 4 saat siirmiistiir. Daha sonra
jel 24 saat boyunca boya ¢ozeltisinde bekletildikten sonra yikama ¢ozeltisi ile jel

yiizeyindeki boya uzaklastirilmistir. Sekil 3.9°da SDS-PAGE elektroforez yontemi

kullanilarak %10’luk akrilamid jel tizerinde yiiriitiilen ticari ve saflastirilan Lf spotlar

W

goriilmektedir.

Sekil 3.9. Lf’ye ait SDS-PAGE goriintiisii.

Lf’nin molekiil kiitlesi 80 kDa *dir. Jelin sol tarafinda goriilmekte olan spot ticari
Lf’ye ait olup, sag tarafta goriilen spot ise inek siitiinden kromatografik ayirimi

gerceklestirilen Lf"ye aittir.
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SDS-PAGE sonucunda elde edilen jel goriintiisiinden yararlanilarak ticari ve
saflagtirilan Lf spotlarinin 80 kDa’da ve ayni hizada oldugu goriilmektedir. Ayrica;
ticari Lf ’nin, SDS-PAGE’te tek spot verdigi goriilmektedir. Ayirimi yapilan Lf’nin de
ticari Lf gibi tek spot verdigi gozlemlenmektedir. Dolaysiyla kromatografik ayrimi
gerceklestirilen Lf’nin saflik derecesinin oldukga yiiksek oldugu sdylenilebilir.

Sonug olarak inek siitlinden Lf’yi saflastirmak tlizere 6zel bir calisma yapilmis
olup, fotoduyarli aminoasit monomer baglayicilar sayesinde 1s1k yoluyla saglanan
elektron aktariminin proteinlerde bulunan tirozin, sistein ve triptofana atkilanarak tek
adimli, biyouyumlu baglanmayla c¢ok sayida farkli mikro ve nano yiizeyli yapilar
olusturulmasina dayanan ANADOLUCA yontemiyle ( Say R. , 2011) spesifik
fotosensitif P(Anti-Lf-co-HEMA) kriyojel kolon ilk kez sentezlenmis ve Lf bu
yontemle ilk kez yiiksek saflikta elde edilmistir.
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