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OZET

Kolostrum, immunoglobulin gegisi ve icerdigi biyoaktif molekiiller nedeniyle yeni
doganin bagisiklik sisteminin gelisimi i¢in ¢ok dnemlidir. Kolostrumun yeni doganin
gelismesindeki biiyiik rold, icerisindeki farkli fraksiyonlarda bulunan proteinler
sayesinde ger¢eklesmektedir. Whey proteinleri insan kolostrum igeriginin %80 nini
olusturdugu icin bu fraksiyonun proteomik agidan incelenmesi biiylik Onem

tasimaktadir.

Iyot, normal biiyiime igin gerekli ve bu nedenle yeni doganlarm gelisimi igin énemli
olan tiroid hormonlarinin sentezinde basrol oynayan bir eser elementtir. Cesitli
calismalar, bebeklerde 6nemli gelisme donemlerinde (prenatal ve neonatal) iyot
eksikliginin biiyiime ve zeka geriligine, isitme kapasitesinde bozulmaya ve bilissel
islevlerde azalmaya neden oldugunu gostermistir. Tiroid hiicrelerine iyot alimi
integral plazma membran proteini Na+/l- simporteri (NIS) araciligiyla
gerceklesmektedir (1). Iyot alimu, tiroid hormon sentezinde ilk ve en énemli adimdir
ve iyot aliminin inhibisyonu (NIS inhibisyonu), tiroid hormon sentezinin
bozulmasiyla sonuglanmaktadir. Iyotun NIS aracihifi ile tasinmasi, perklorat,
tiyosiyanat ve nitrat gibi ¢evresel kimyasallar tarafindan inhibe edilebilmektedir. Bu
nedenle, NIS inhibitorleri olan perklorik asit ve nitrat iyot metabolizmasini ve tiroid
hormon sentezini bozarak hem annenin hem de yeni doganmn sagligini olumsuz

yonde etkilemektedir.

Bu tez caligmasi kapsaminda kolostrum oOrneklerinin proteomik caligmalarin en
temelini olusturan iki boyutlu jel elektroforezi yontemi i¢in optimize edilmesi ve
ardindan NIS inhibitor diizeyleri yliksek ve diisiik olan kolostrum o6rneklerinin iki
boyutlu jel elektroforezi yontemi ile ©On c¢alisma olarak karsilagtirilmasi
amaglanmistir. Yapilan iki boyutlu jel elektroforezi calismasinda, NIS inhibitorii olan
perklorik asit ve nitrat diizeyleri yliksek olan kolostrum Orneklerinin NIS inhibitor
diizeyleri diisiik olan kolostrum Orneklerine kiyasla whey protein profillerinde

farkliliklar gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kolostrum, Whey Proteinleri, Na+/I- inhibitorleri, perklorik
asit, nitrat, iki boyutlu jel elektroforezi, proteomiks



SUMMARY

Comparative Proteomic Analysis of Human Colostrum Whey Proteins from
Samples with High & Low Na + / I- Symporter (NIS) Inhibitor Levels

Colostrum is crucial for the development of the immune system of the newborn due
to the immunoglobulins and the bioactive molecules. The great role of colostrum in
the development of newborn occurs due to the proteins present in different fractions.
Since whey proteins constitute 80% of human colostrum content, it is of utmost

importance to investigate this fraction in terms of proteomics.

lodine is a trace element that plays a leading role in the synthesis of thyroid
hormones essential for normal growth and it is very important for the development of
newborns. Various studies have shown that iodine deficiency in during infancy
(prenatal and neonatal) leads to decreased intelligence, impaired hearing capacity,
and decreased cognitive functioning. lodine uptake into thyroid cells is mediated by
the integral plasma membrane protein Na + / I-simporter (NIS) (1). lodine uptake is
the first and most important step in thyroid hormone synthesis and inhibition of
iodine uptake (NIS inhibition) results in impaired thyroid hormone synthesis. lodine
transport via NIS can be inhibited by environmental chemicals such as perchlorate,
thiocyanate and nitrate. For this reason, NIS inhibitors such as perchloric acid and

nitrate are detrimental to iodine metabolism and thyroid hormone synthesis.

The aim of this thesis study is to optimize the colostrum samples for two dimensional
gel electrophoresis method and to compare the colostrum samples with high and low
NIS inhibitor levels as a preliminary study by two dimensional gel electrophoresis
method. Optimization studies were successfully completed and colostrum samples
with high NIS inhibitor levels (perchloric acid and nitrate) showed differences in
whey protein profiles compared to colostrum samples with low NIS inhibitor levels.

Keywords: Colostrum, whey protein, NIS inhibitors, perchloric acid, nitrate, 2D gel

electrophoresis, proteomics



1. GIRIS VE AMAC

Siit anne meme bezinden salgilanan; enfeksiyon Onleyici faktorleri ve bagisiklik
ogeleri yiiksek, metabolik enzimlerle dolu kompleks bir icerige sahip essiz bir
biyolojik sividir. Agiz siitii olarak da bilinen kolostrum dogumdan hemen sonra
annenin siit bezleri tarafindan tiretilen ilk siittiir. Siite kiyasla daha yogun bir yapiya
sahip biyolojik sividir. Kolostrum alimi1 anneden yeni dogana immunoglobulin gegisi
ve biyoaktif molekiillerden zengin olmasindan dolayr yeni doganin bagisiklik
sisteminin  gelisimi i¢in ¢ok Onemlidir (2). Anne siitiiniin yeni doganin
gelismesindeki biiytlik rolii siitiin veya kolostrumun farkli fraksiyonlarinda bulunan
proteinler sayesinde gerceklesmektedir. Bu proteinler 3 gruba ayrilir: MFGM (milk
fat globule membrane) proteinleri, kazein ve whey proteinleridir. Whey
proteinlerinin insan kolostrum igeriginin %80’nini olusturdugundan ve major protein
kaynagi olmasindan dolay1r bu fraksiyonun proteomik agidan incelenmesi biiyiik

onem tagimaktadir (3).

Eser elementlerden biri olan iyot yeni doganlarin gelisimi i¢in 6dnemli olan tiroid
hormonlarinin sentezinde basrol oynamaktadir. Cesitli calismalar, bebeklerde 6nemli
gelisme donemlerinde (prenatal ve neonatal) iyot eksikliginin biiylime ve zeka
geriligine, isitme kapasitesinde bozulmaya ve biligsel islevlerde azalmaya neden

oldugunu goéstermistir (4).

Tiroid hiicrelerine iyot alimi integral plazma membran proteini Na+/I- simporteri
(NIS) aracihigiyla gerceklesmektedir (1). Iyot alimu, tiroid hormon sentezinde ilk ve
en 6nemli adimdir ve iyot aliminin inhibisyonu (NIS inhibisyonu), tiroid hormon

sentezinin bozulmasiyla sonuglanmaktadir.

Perklorik asit, tiroid bezinde iyot alimindan sorumlu tasiyict olan NIS ile etkileserek
tiroid islevini bozan ¢evresel bir kimyasal ajandir (5). Perklorik asit, NIS tarafindan
iyot tasimmiminda rekabet¢i bir inhibitordiir ve doza bagimli olarak tiroid uyarici
hormonu (TSH), tiroksin (T4) ve triiodotironin (T3) diizeylerini 6nemli Olciide

degistirebilmektedir (6).



Nitrat ¢evrede bulunan bir kimyasaldir ve viicuda nitrat alim1 nitrat bazli giibrelerin
suyu kontamine etmesiyle gerceklesmektedir. Cesitli yiyeceklerde ve suda saptanan
nitrat da, perklorik asite benzer sekilde, ayn1t mekanizma iizerinden iyot alimini
engellemekte ve bunun sonucu olarak tiroid hormon sentezini olumsuz yonde

etkilemektedir (7).

Gebelik doneminde yeterli miktarda iyot alimi hem annenin tiroid sagligi hem de
anne siitinden bebege tiroid hormonlarinin aktarilmasi ag¢isindan Onem arz
etmektedir (8). Laktasyon donemindeki iyot eksikligi ya da yetersizligi, tiroid
fonksiyonunu etkileyerek annede yan etkilere neden olabilmekte ve bu nedenle
emzirilen bebegin biiylime ve beyin gelisimine kritik bir tehlike teskil etmektedir (4).
Bu nedenle, kolostrumda bulunan NIS inhibitorlerine yonelik ¢aligmalar hem anne

hem de yeni dogan saglig1 i¢in biiylik 6nem teskil etmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda kolostrum Orneklerinin proteomik c¢alismalarin en
temelini olusturan iki boyutlu jel elektroforezi yontemi i¢in optimize edilmesi ve
ardindan NIS inhibitér diizeyleri yliksek ve diisiik olan kolostrum Orneklerinin iki
boyutlu jel elektroforezi yontemi ile ©On c¢alisma olarak karsilagtirilmasi
amaclanmigtir. Literatiirde NIS inhibitorlerinin kolostrum protein profiline etkisinin
arastirildigl proteomik caligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle, bu tez caligsmasinin
hem yontem optimizasyon basamaklarinin hem de NIS inhibitérlerinin kolostrum
protein  profiline etkisinin arastirilmasimin  literatiire  katki  saglayacagi

distiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Siit ve Kolostrumun Onemi

Siit, anne meme bezinden salgilanan, biiylime ve bagisiklik sisteminin gelisimi i¢in
gerekli makro ve mikro besinleri igeren, enfeksiyon onleyici faktorleri ve bagisiklik
ogeleri yiiksek, metabolik enzimlerle dolu kompleks bir icerige sahip essiz bir
biyolojik sividir (9). Ayrica yeni dogan organ gelisimini destekleyen siit, en az ilk 6

aya kadar bebek beslenmesi i¢in en 6nemli kaynak olarak kabul edilmektedir (10).

Agiz siitii olarakta bilinen kolostrum dogumdan hemen sonra annenin siit bezleri
tarafindan diretilen ilk siittiir. Siite kiyasla daha yogun bir yapiya sahip biyolojik bir
stvidir. Tarihsel olarak kolostrum binlerce yildir Hindistan’da ve yurtdisinda cesitli

hastaliklarda kullanilmistir (2).

Kolostrum alimi anneden yeni dogana immunoglobulin gegisi ve biyoaktif
molekiillerce zengin olmasindan dolay1 yeni doganin bagisiklik sisteminin gelisimi
icin ¢cok onemli kabul edilmektedir. Emzirmenin obezite, diyabet ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin baslangicindan koruyabilecegi bilinmektedir. Ayrica, kolostrumun tip 2
diyabet ve obezite riskini azaltmasina ek olarak yeni dogan tizerinde alerjik ve kronik

hastaliklara kars1 kendine 6zgii bir rolii oldugu diistiniilmektedir (10).

2.1.1. Kolostrum Sentezi ve I¢erigi

Immunoglobulinlerin maternal dolasimdan siit bezlerine tasinmasi olarak tanimlanan
kolostrum sentezi mamogenezin ardindan ger¢eklesmektedir (11). Yeni doganin ilk
defa memeden siit emmesiyle anne siitiiniin salgilanmasi1 baslamaktadir. Emmenin
etkisiyle meme ucundaki reseptorlerden hipotalamusdaki reseptorlere uyari
gonderilirken, hipofiz hormonlarindan biri olan oksitosin meme bezine dogru
gonderilir.  Oksitosin saglayan noronlar, hipofizin arka lobunda bulunan

paraventrikiiler nukleusta ve hipotalamik supraoptik nukleusta bulunmaktadir. Meme



ucunun uyarilmasi lizerine, meme alveollerini c¢evreleyen miyoepitelyal hiicreler
kasilmaya baslar ve oksitosin kan dolagimina salgilanir, boylelikle alveollerde
depolanan siit salgilanmasi baglamaktadir (12). Kolostrumun igerigi Sekil 1’de

verilmis ve asagida aciklanmuistir.

Protein, Yag,
Beslenme
Faktorlerl
Vitaminler
Mlcro Mineraller, Eser
Elementler

Biiyiime Faktorlerj s EGF, PDGF, IGF1,
Y VEGF, TGFa, TGFB
immiinolojik IgA. 1eG. leM
Faktorler SESS S

Sekil 1. Kolostrum Icerigi

Immiinolojik Faktorler

Anne sitli, yeni dogan sagkalimini saglamaya yardimci olan enfeksiyonu ve
enflamasyonu engelleyen bircok immiinolojik faktorlerle zenginlestirilmistir. Anne
siitii T hiicreleri, kok hiicreler, makrofajlar ve lenfositler de dahil olmak iizere ¢esitli
hiicreler igermektedir (13-17). Laktasyonun ilk evrelerinde, anne siitii ile beslenen
yeni doganlar, 16kosit miktar1 anneler aras1 farklilik gosterse de giinde yaklasik
olarak 10° maternal I6kosit almaktadir (18). Laktasyonun baginda gelen anne
stitiindeki hiicrelerin yaklasik %80’ini makrofajlar olusturmaktadir. Bu makrofajlar
kan dolasimindan ¢ikip meme epitelyumundan siite gegen periferik kan
monositlerden olusmaktadir. Insan siitii bilesenlerinin fagositozu, bu monositleri,

bebek T hiicresi aktivitesini uyaran dendritik hiicrelere farklilasma kabiliyeti dahil



olmak iizere, benzersiz fonksiyonel 6zellikleri olan giiclii anne siitii makrofajlarina
dontistirmektedir (16). Bu doniisme yetenegi yeni doganlarin kendi bagisiklik
sistemleri gelisinceye kadar patojenlere kars1 giiglii bir koruma saglamaktadir. Ancak
HIV-1 ve HLTV-1 (human T-lymphotropic viriis 1) viriisiiniin anneden yeni dogana

slit yoluyla gecisi bu yetenegin olumsuz bir sonucu olarak bildirilmistir (13).

Anne siitlinde ayrica otokrin ve parakrin olarak hareket eden ¢ok fonksiyonlu
peptidler olan sitokinler ve sitokinlerin alt sinifi olan ve diger hiicrelerin hareketlerini
indiikleyen kemokinler bulunmaktadir (19). Insan siitii sitokinleri bagisiklik
aktivitesini etkilemek icin hiicrelerle iletisim kurduklar1 bagirsak bariyerini
gecebilmektedirler. Sitokinler ve kemokinler birgok birden fazla fonksiyona sahip
olsa da siit kaynakli sitokinler; enfeksiyonlara karsi savunanlar ve enflamasyonu

azaltanlar olarak gruplandirabilirler (13).

Sitokin ailesinin iiyesi olan ve insan siitiinde en ¢ok bulunan sitokin olan TGF-3
(transforming growth factor beta); enflamasyonu ve yara onarimini diizenlemekte ve
alerjik hastaliklarin 6nlenmesine yardimci olmaktadir (20). Anne siitiinde bulunan
diger bir sitokin olan G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor) bagirsak
gelisimi  ve sepsisin tedavisinde etki gostermektedir (21). Proenflamatuar
sitokinlerden olan TNF-o (tumor necrosis factor alpha), IL-6 (interleukin 6), 1L-8
(interleukin 8) ve IFN-y (interferon gamma) anne siitiinde diisiik seviyelerde

bulunmakta ve laktasyon siiresince azalmaktadir (22).

Immiinoglobulinler, siit ve kolostrumda bulunan immiinolojik aktivitenin énemli bir
parcasint olusturan koruyucu biyoaktiviteye sahip protein ailesidir. Anneden
yenidogana pasif immiin transferinde biiyiik rol oynamaktadirlar. Immiinoglobulinler
IgM, IgA, IgG, IgE ve IgD gibi cesitli siniflara ayrilir (23), fakat bunlardan yalnizca
19G, IgA ve IgM, memelilerde major olarak goriilmektedir. IgM, bir organizmanin
ilk kez (birincil enfeksiyon) bir antijene maruz kaldigi zaman ortaya ¢ikan smiftir.
Diisiik spesifiteye sahip oldugundan dolay1 enfeksiyonu yenmekte diisiik bir gilice
sahiptir. IgA, mukozal sekresyonlarda bulunan baslica immiinoglobulin simnifidir ve
mukozal enfeksiyonlar dnlemektedir (24). Insan kolostrumu diisiik bir IgG icerigine
(% 2) sahiptir ve yeni dogan icin lokal enfeksiyonlara kargi savunmada gorevli

sistemik bagisiklik saglamak icin gerekli olan IgG, dogumdan 6nce plasenta boyunca



transfer edilir (24). Insanda bulunan immiinoglobulin profili genel olarak kolostrum

ve siitte benzerlik gostermektedir (24,25).

Biiyiime faktorleri/Hormonlar

Insan siitli, bagirsak sistemi, damar sistemi, sinir sistemi ve endokrin sistemi

tizerinde genis kapsamli etkileri olan ¢ok sayida biiyliime faktorii igermektedir (13).

Hem amniyotik sivida hem de anne siitiinde bulunan epidermal biiylime faktorii
(EGF) bagirsak mukozasinin olgunlagmasi ve iyilesmesi i¢in kritik dneme sahiptir.
(26,27) EGF’nin diisik pH ve sindirim enzimlerine kars1 direngli olmasi mideden
bagirsaga gecerek enterositlerin DNA sentezi, hiicre boliinmesi, su ve gliikozun
absorbansi ve protein sentezi yapmasina izin vermektedir. EGF miktar1 laktasyon
stiresi boyunca azalir ve EGF seviyesi maternal seruma kiyasla kolostrumda ortalama

2000 kat, siitte ise 100 kat daha yiiksektir (28,29).

Pre-term bagirsakta sik sik bozulan perispaltik hareket ndral biiylime faktorlerinden
BDNF (brain-derived neurotrophic factor) tarafindan diizenlenmektedir (30). BDNF,
noron sagkalimi ve biiylimesini arttiran GDNF (glial-cell line derieved neurotrophic
factor) ve bunlarla iliskili CNTF (ciliary neurotrophic factor) dogumdan sonra 90

giine kadar kolostrum ve anne siitiinde tespit edilmektedir (31,32).

Insiilin benzeri biiyliime faktdrii (insiilin-like growth factor) olan IGF-1 ve IGF-II,
IGF baglayici proteinler ve IGF spesifik proteazlar, insan siitiinde bulunmaktadir
(13,33). Diizeyleri kolostrumda en yiiksektir ve laktasyon siiresince diisiis

gostermektedir (34,35).

Kan damarlarinin olusumu olan anjiogenez Oncelikli olarak VEGF (vascular
endothelial growth factor) ve onun antagonistlerinin ekspresyonu tarafindan
diizenlenmektedir. VEGF konsantrasyonu siite kiyasla kolostrumda daha yiiksektir
(36).

Insan siitii gesitli biiyiime faktdrlerine ek olarak ayni zamanda bir siirii hormon

icermektedir. Gelisimi diizenlemekte gorevli olan (growth-regulating hormones)



kalsitonin ve onun prekiirsorii olan prokalsitonin hormonlari siitte bol miktarda
bulunmaktadir (37). Enterik noronlar, kalsitonin reseptdr immiino reaktivitesini geg

gestasyondan bebeklik dénemine kadar eksprese etmektedir (38).

Siitte bulunan diger bir hormon da biiylime faktorlerini inhibe eden somatostatindir.
Somatostatin jejunumda hizla pargalanir ve bagirsak duvarindan transfer edilemez.
Fakat, siit ile alimmi parcalanmayi engelleyerek bu hormonun biyoaktivitesini

korumaktadir (39).

Siit, kirmizi kan hiicrelerinin (RBC) artmasindan sorumlu en 6nemli hormon olan
eritropoietin (Epo) icerir. Kan kaybi, bagirsak patolojisi ve hematopoietik sistemin
olgunlagsmamasi, biiyiime ve gelismeyi derinden etkileyen prematiire anemisine
sebep olmaktadir (40). Yapilan galismalarda eritropoietin’in HIV viriisiiniin anneden

cocuga gecmesini 6nlemede rolii olabilecegi de gosterilmistir (41).

Insan siitiinde yiiksek miktarda bulunan adinopektin bagirsak bariyerini gecerek
enflamasyonu baskilayan ve yeni dogan metabolizmasini aktif olarak diizenleyen ¢ok

fonksiyonlu bir hormondur (42).

Insan siitiinde etkili miktarlarda bulunan diger metabolizma diizenleyici hormonlar,
enerji doniisiimii, viicut kompozisyonu ve istah kontroliiniin diizenlenmesinde énemli

rol oynayan leptin, resistin ve ghrelin'dir (43-45).

Macro/Micro Besinler

Insan siitiiniin makro besin bilesimi, annelere ve emzirme ddnemlerine gore
degismektedir, ancak annenin beslenme durumundaki degisikliklere ragmen
popiilasyonlar arasinda énemli dlgiide korunmustur. Insan siitiiniin i¢inde bulunan
yag, yiiksek oranda palmitik ve oleik asit icermektedir. Insan siitiiniin yagh asit
profili, 6zellikle uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitleri (LCPUFA'lar), anne
diyetine bagli olarak degismektedir. Insan siitiiniin icinde bulunan baslica seker
disakkarit laktozdur. Insan siitiindeki laktoz konsantrasyonu, makro besinler arasinda
en az degisken olanidir, ancak daha yliksek miktarlarda siit lireten annelerin siitiinde

daha yiiksek laktoz konsantrasyonlari bulundugu bildirilmistir (13).



A, B1, B2, B6, B12, D vitaminleri ve iyot gibi bir¢ok mikro besin anne siitii ve viicut
depolarina bagh olarak degiskenlik gdstermektedir. K vitamini insan siitiinde asiri
derecede disiiktiir ve bu nedenle Amerikan Pediatri Akademisi, yeni doganin
hemorajik hastalifindan kag¢inmak i¢in bu vitaminin enjeksiyonunu onermektedir.
Diinya capinda popiilasyonlarda yaygin olan D vitamini eksikligi de goriilmektedir
(13).

2.1.2. Siit ve Kolostrum Icerigini Etkileyen Faktérler

Annenin yasi, beslenme sekli, ¢cocuk sayisi, enerji dengesi, meme bezinin genel
saglik durumu, laktasyon donemi ve gevresel faktorler gibi bircok dis etken siit ve

kolostrumun igerigini etkilemektedir (13,46,47).

Anne siitiiniin igerigi bebegin biiyiime ve gelisme gereksinimlerini karsilamak ve
yeni dogan bagirsak mikrobiyomunun degisimlerine ayak uydurmak igin laktasyon
donemine gore degisiklik gostermektedir (48). Ornegin, daha sonra gelen siite
kiyasla kolostrumda bulunan sodyum, kloriir ve magnezyum seviyeleri yiiksek,
potasyum ve kalsiyum seviyeleri distiktiir (13). Kolostrumda bulunan proteinlerin
konsantrasyonu daha yiiksekken, siit olgunlastikca igerisindeki protein

konsantrasyonu diismektedir (49).

Siitiin igerigi, dogumdan sonraki ilk gilinlerde salgilanan kolostrumun siite dontistiigii
zaman dramatik olarak degisir. Ik 1 veya 2 hafta sonra icerik stabilize olur ve icerik
degisimi artitk daha uzun bir zaman dilimi igerisinde meydana gelmeye baslar. Siit
icerigi laktasyon boyunca degismeye devam eder. Laktasyonun ilk 3-6 ayinda
bulunan ¢ogu bilesimin yogunlugu azalirken, ge¢ laktasyonda (sonraki siit) platoya

ulagir (50).

Anne siitiinlin igerik degisiminin dogum sayisi, dogum sikligi, menstiirasyona geri
donme, protein alimi ve BMI (viicut kitle indeksi) gibi farkli etkenlere bagli oldugu
bildirilmistir (13). Anne siitii protein konsantrasyonunun BMI ile dogru orantili, siit

hacim artis1 ile ters oldugu yayilanmustir (51).
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2.2. Siit ve Kolostrum Protein Fraksiyonlar:

Siit ve kolostrumda bulunan yogun protein konsantrasyonu nedeniyle kolostrum
proteomunun incelenmesi igin genel bir protokol bulunmamaktadir. Bu nedenle,
kolostrum proteomunu incelemek i¢in siitii ve kolostrumu farkli fraksiyonlara

ayirmak gerekmektedir (52).

Siit proteinleri kazein, whey proteinleri ve MFGM (milk fat globular membrane)

proteinleri olarak ii¢ ana fraksiyon halinde gruplandirilmistir (48,52).

MFGM, triasilgliserol damlaciklarint ¢evreleyen kompleks bir membranda

bulunmaktadir (52).

Kolostrumda bulunan diger bir protein grubu, whey proteinleridir. Inek siitii referans
alindiginda whey protein fraksiyonunun p-laktoglobulin, o-laktalbumin, bovine
serum albiimin (BSA), immiinoglobuliler ve laktoferrin basta olmak {izere 200’den
fazla protein icerdigi belirtilmistir. Bu proteinler arasinda immiinoglobulinler dogal

bagisiklik transferinde en 6nemli rolii iistlenmistir (52).

Dort tipi bulunan kazein (asl, as2, B ve «), iyon tasiyicilart (Kalsiyum, Fosfat,
Demir, Cinko, Cupper), biyoaktif peptit onciileri ve immiinomodiilatorler gibi dnemli
biyolojik  fonksiyonlardan sorumludur. Kazeinin proteolitik fragmanlarinin
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (52). Meme bezindeki dogal
bagisiklik sistemini uyardiklar1 ve meme enfeksiyonlarini onledikleri icin kazeinden
tiiretilen peptidler olasi dogal biyoaktivite kaynaklar1 olarak dikkat ¢cekmektedir
(53,54).

2.2.1. High Abundant Proteinler

Kazein, o-laktalbumin, laktotransferrin, IgA, salgisal bilesenler ve HSA (human
serum albiimin) gibi high abundant proteinler insan siitii igindeki siit proteinlerinin
%90'ndan fazlasin1 olusturmaktadir (55). a-laktalbumin laktoz iiretiminin
diizenlenmesiyle iligkilendirilmistir. Bununla birlikte, yakin zamanda bu proteinin

insan kolostrum ve siitiinde bir immiinomodiilatér olarak rol oynadigi belirtilmistir
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(52). Enfeksiyonlara karsi bagisiklik yanitinda énemli bir rol oynayan diger bir high
abundant protein laktoferrindir. Laktoferrinin ana islevi demir iyonlarinin baglanmasi
ve tasinmasidir. Lactoferrin, meme epiteliyle sentezlenen dogustan gelen bir
bagisiklik faktorii olarak caligmaktadir, bu da meme bezine ve ayrica yeni dogana
antimikrobiyal aktivite (bakterisit ve fungisit) saglamaktadir (52,56). Enflamatuar
reaksiyonlar ve bazi viral enfeksiyonlar sirasinda konsantrasyonundaki artigsa bagli

olarak, bir akut faz proteini olarak siiflandirilmistir (52).

Siitiin diger bir fraksiyonu olan MFGM proteinleri triasilgliserol damlaciklarini
cevreleyen kompleks bir membranda bulunmaktadir (52). Mather (57) ve
arkadaglarinin 2000 yilinda yaptig1 bir ¢aligmada siitiin MFGM fraksiyonunda 7 adet
high abundant protein bulundugu belirtilmistir. Bulunan bu 7 proteinden ikisinin
bagisiklikla ilgili en Onemli iki protein olan MUC-1 (mucin-1) ve XDH/XO
(xanthine dehysrogenase/oxidase) oldugu belirtilmistir (52). MUC-1; akcigerler,
mide, bagirsak ve digerleri gibi farkli organlardan epitel hiicrelerinin apikal
yiizeyinde bulunan bir glikoproteindir (58). MUC-1 proteinin biyolojik islevi fiziksel
hasar ve invaziv patojenik mikroorganizmalara maruz kalan yiizeylerin
korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (59). Ayrica, bagirsak liimenindeki
patojenik mikroorganizmalara baglanma ve ayirma kapasitesi nedeniyle, MUC-1,

yeni doganin bagisiklik reaksiyonuna katkida bulundugu belirtilmistir (52,60).

XDH/XO proteini meme bezinde sentezlenir, hamileligin son doneminde ve
dogumdan sonra maksimum seviyelere ulagsmaktadir. Bu proteinin islevi tam olarak
tanimlanmamigtir, ancak MFGM'nin olusumunda yapisal ve fonksiyonel rol
oynayabilecegi ve ayn1 zamanda kolostrum ve siitteantibakteriyel 6zelliklere sahip
olabilecegi ve laktoperoksidaz i¢in bir H,O, kaynagi saglayabilecegi One
striilmiistiir. Ayrica bu protein, immiinomodiilatér olarak etki gostererek doku
hasarina ve inflamatuar yanitin alevlenmesine veya kodlayan genlerin ekspresyonunu

indiiklemeye neden olabilmektedir (52).
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2.2.2. Low Abundant Proteinler

Kolostrumda bulunan high abundant proteinler igerigin %90’indan fazlasini
olusturdugundan geriye kalan yaklasik %10’luk kismi low abundant proteinler
olusturmaktadir (55). High abundant proteinler low abundant proteinleri
maskelediginden low abundant proteinlerinin tanimlanmasi ve fonksiyonlarinin
belirlenmesi ¢alismalar1 hala devam etmektedir (52). Ornegin, Murakami (3) ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada insan kolostrumunda yaklasik 400 low
abundant protein spotu goriiliirken, high abundant proteinlerin yogunlugundan dolay1
bunlardan yalnizca 22’si tamimlanabilmistir. Bu nedenle, low abundant proteinleri

tanimlanmada farkl tekniklerin kullanilmasi gerekmektedir (52).

Kolostrumda tanimlanan bazi low abundant proteinlerin yeni doganda biiylimenin
diizenlenmesi, besin transportu ve en Onemlisi pasif immiin transferin (PIT)
saglanmas1 gibi 6nemli gorevler tagidig diistiniilmektedir. Bu nedenle, kolostrumda
bulunan low abundant proteinlerin immiin sistemi ile iligkisini anlamak ¢ok
onemlidir. Plazmin, serum amiloid A, fibrinojen, tripsin inhibitérii, LBP
(lipopolysaccharide-binding protein), antimikrobiyel peptidler (AMP), defensin ve
cathelicidin anne ve yeni doganda immiin sisteme destek veren baglica low abundant

proteinlerdir (52).

Kanda, kolostrum ve siitte bulunan plazmin, trombozu onlemek igin fibrin kan
pihtilarinin erimesinde 6nemli rol oynayan fibrinolitik bir enzimdir (61). Viicutta

olusan enfeksiyon sirasinda nétrofil gogiine katki sagladigi belirtilmistir (62).

Kolostrumda tanimlanan ve lipoprotein komplekslerinde bulunan serum amiloid A,
enflamasyonun akut fazinin bir parcasi olan dogustan gelen bagisiklik sisteminde
temel ve dnemli bir role sahiptir. Bu akut faz proteininin bir varyant: olan serum
amiloid A3'lin (SAA-3), patojenlere veya patojen tiirevli lipoteikotik aside yanit
olarak meme hiicrelerinde eksprese oldugu ve mastitis (meme iltihabi) sirasinda

kolostrum ve siitte mevcut oldugu bulunmustur (52,63).

Kan pihtilasmasinda rol oynayan fibrinin prekiirsorii olan fibrinojenin Yamada ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada yalnizca kolostrum igeriginde bulundugu

ortaya ¢ikarilmistir  (25). Akut faz reaksiyonlari sirasinda  fibrinojen
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konsantrasyonunun  yiikselmesi  koruyucu fonksiyonuna sahip  oldugunu

gostermektedir (52).

Kolostrumda bulunan ve al-antitripsin olarak da bilinen tripsin inhibitorii biyolojik
olarak aktif tripsini azaltarak proteolitik boliinmeye karsi koymaktadir. Kolostrumda
bulunan tripsin inhibitoriiniin siite kiyasla 100 kat daha fazla oldugu ve proteolitik
boliinmeye karst koyarak immiin bilesenlerinin emilimini sagladigi belirtilmistir

(64).

LBP (lipopolysaccharide-binding protein) iki boyutlu jel elektroforezi, LC-MS/MS
ve ELISA yontemleriyle kolostrumda tespit edilmistir. LBP’nin Gram-negatif
bakteriyel enfeksiyonlarda en ¢ok iiretilen protein oldugu ve Gram-pozitif bakteriyel
enfeksiyonlarda ise aktif rol oynadigi belirtilmistir. Bu proteinin temel islevi
bakterilerin dis hiicre duvarinda eksprese edilen bakteriyel lipopolisakkaritlere (LPS)
baglanip LPS tasiyicisi gibi davranarak LPS’ye dayali monosit yanitlarin1 kontrol
etmeye yardimci olmaktir (52,65).

Antimikrobiyel peptidler (AMP) enfeksiyon yaratan ajanlarin membran biitiinliiglini
bozarak onlar1 inaktive etmektedir. Memelilerde goriilen iki ana AMP ailesi tiyeleri
cathelicin ve defensindir (66). Siitte ve kolostrumda tanimlanmis olan cathelicin
memeli immiin savunmasinda invazif bakteriyel enfeksiyonlara karsi kritik bir rol
oynayan peptid grubudur. Mikrobik ylizeydeki molekiiler modellerin taninmasina
dayali bir mekanizmayla ¢alistig1 saptanmistir. Bu mekanizma, katyonik peptid ve
anyonik bakteriyel bilesenler arasindaki elektrostatik etkilesimlere ve bu peptidlerin
lipit tabakasimnin icine yerleserek mikrobiyal membran biitiinliiglinii bozmasi
prensibine dayanmaktadir (67). Defensin, adaptif immiin tepkisi ile etkilesime giren
bir grup kiiciik antimikrobiyal peptiddir. Siitte ve insan kolostrumunda yiiksek
seviyelerde tespit edilen bu peptidler, yapisal olarak mikrobiyal {iriinlere veya pro-
enflamatuar sitokinlere yanit olarak iiretilmektedir (52) Ozellikle, B-defensin
ailesinin tiyelerinin mastitis sirasinda meme epitel hiicreleri tarafindan eksprese

edildigi belirtilmistir (68).
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2.3. Iyot

Iyot, tiim bireylerin saglhig1 i¢in ¢ok énemli bir mikro besin kaynag: olan bir eser
elementtir. Iyot dogada bazi minerallerde, toprakta, iyot bakimindan zengin
topraklarda yetistirilen sebzelerde deniz suyunda ve deniz bitkilerinde (yosun gibi)

bulunmaktadir (69,70).

Iyot alim1 igin 6nerilen giinliik dozlar yetiskinlerde 150 pg, gebe kadinlarda 220-250
ug ve emziren kadinlarda 250-290 pg 'dir (71). Saglikli bir yetiskinde g¢ogunlugu
tiroid bezinde depolanmis 15-20 mg iyot bulunmaktadir. Fakat, iyot eksikliginde bu
miktarin 20ug’a kadar diisebildigi gozlemlenmistir. Tiroid bezi tarafindan tutulan
iyot miktar1 iyot eksikliginde %80’e kadar ulasirken, yeterli iyot aliminda bu iyot

tutulum oran1 %10 civarinda goriinmektedir (72).

2.3.1. Iyot Metabolizmasi

Aktif tasima ile tiroid folikiiler hiicresinin igerisine iyot alimi, 1iyot
metabolizmasindaki ilk adimdir. Iyotun iceriye alinmasi, tiroid folikiiler hiicresinin
bazolateral membraninda bulunan sodyum/iyodiir simpatorii (NIS) tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bu islem icin gerekli olan enerji ATPaz bagimli Na®-K"
pompasi tarafindan saglanmaktadir. Na+, elektrokimyasal gradyanina dogru hareket
ederken, ayn1 zamanda iyodiir (I') elektrokimyasal gradyaninin tersine dogru hareket
etmektedir (70). Sodyum/iyodiir simparatoriiniin (NIS) her bir iyodiir anyonu i¢in iki
sodyum katyonunu (Na" ) tasidig1 belirtilmektedir (73).

Iyot metabolizmasmin ikinci adimu tiroid folikiiler hiicresinin igerisindeki bir baska
bagimsiz islem olan tiroglobulinin (Tg) sentezi ve sekresyonudur. TG sentezi,
peptidler olarak endoplazmik retikulumda baglamakta ve ardindan bu peptidlerin
dimere gevrilip karbohidratlar eklenerek Golgi cisimcigine gonderilmesiyle devam
etmektedir. Sentezi tamamlanan Tg molekiilii tiroid hormonlarinin sentezi igin
substrat gorevi goren yaklasik 140 tirozin kalintis1 icermektedir. Kiiglik vezikiiller
igerisinde bulunan Tg, dnce apikal membrana dogru yol alip, oradan folikiiler liimene

gonderilmektedir (70).
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Iyot metabolizmasinin iigiincii adimi iyodiiriin oksidasyonudur. Folikiiler hiicre
icinde bulunan iyodiir, pendrin isimli iyodiir/kloriir tasiyicisi ile folikiiler liimene
gonderilmek tizere plazma membranin apikal yiizeyine dogru hareket etmektedir. Bu

islemin ardindan, iyodiir anyonu hemen iyota oksitlenmektedir (70).

Bu islemleri, tiroglobiilin molekiiliinde mevcut olan tirozin kalintilarinin
iyodinasyonunun meydana geldigi tiroglobulinin organifikasyonu takip etmektedir.
Iyodinasyon, 6nce monoiyodotirozin (MIT) olusturmak igin 3. pozisyonda, daha
sonra diiyodityrozin (DIT) olusturmak igin 5. pozisyonda ger¢eklesmektedir.

Tiroid peroksidaz (TPO) ile katalize edilen tirozin iyodinasyonda iki DIT
molekiiliiniin birlesmesiyle tiroksin (T4) hormonu ve bir MIT molekiiliiniin diger bir
DIT molekiiliiyle birlesmesiyle triiyodotironin (T4) hormonu olusmaktadir. Tiroid
hormonlari, tiroid folikiillerinin ig¢inde birka¢ ay boyunca kolloid olarak
depolanabilmekte ve depolanan bu hormonlar 3 aya kadar viicut gereksinimlerini

karsilayabilmektedir (70).

Iyodine edilmis triroglobulini iceren kolloid, apikal membranda bulunan Tg
reseptorii megalin tarafindan endositoza ugrayarak kolloid damlaciklarina
doniistiiriilmektedir. Bu kolloid damlaciklari ile proteolitik enzimler igeren lizozom
vezikiilleriyle birlesmesinden dolay1r serbest kalan MIT, DIT, T3 ve T4 hormonlar
sitoplazmaya girmektedir. Serbest kalan T3 ve T4 bazal yiizeyden kana karigirken,

MIT ve DIT enzim deiyodinaz ile hizla deiyodinlenmektedir (70).

2.4. NIS inhibitorleri

Iyotun NIS araciligi ile tasmmasi, perklorat, tiyosiyanat ve nitrat gibi ¢evresel
kimyasallar tarafindan inhibe edilebilmektedir. Perklorik asitin iyot tutunumunu
inhibe etme potansiyelinin tiyosiyanatin potansiyeline kiyasla 15 kat, iyodiiriin
potansiyeline kiyasla 30 kat ve nitratin potansiyeline kiyasla 240 kat daha fazla
oldugu belirtilmistir (74). NIS'nin bu anyonlara olan afinitesi iyottan daha yiiksektir,
bu nedenle iyodiiriin tiroid hiicrelerine girisini bloke edebilmektedirler. Iyot aliminin

uzun siireli inhibisyonu, tiroid hormon {iretiminin azalmasi ve tiroid hormon
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tiretiminin artmasi ile sonu¢lanmaktadir (75). NIS inhibitérlerine kronik maruziyet
ozellikle hamile ve emziren kadinlar, yeni doganlar ve ¢ocuklar i¢in ¢ok tehlikelidir.
Sit salgilayan memedeki iyot transportunun azalarak tiroid fonksiyonlarinin
bozulmasi yeni dogan gelisiminde zihinsel ve fiziksek aksakliklarin goriilmesi gibi

ciddi saglik sorunlarina neden olabilmektedir (76).

2.4.1. Perklorik asit

Perklorik asit, atmosferde dogal olarak olusabilen, kati roket yakitlarinda,
patlayicilarda, yol isaretlerinde ve havai fiseklerde oksitleyici ajan olarak kullanilan
NIS'in rekabet¢i bir inhibitoriidiir. Endistriyel atiklardan dolayi yer alti1 sularinin
kontamine olarak gidalar ve i¢cme sularmi etkilenmesiyle perklorik aside maruz
kalinmaktadir. Perklorik asidin siit, yumurta ve tahillar gibi cesitli gidalarda
bulundugu saptanmistir. Yiiksek enerjisinden dolayr metabolize olmayan perklorik

asit, sindirim sistemi tarafindan emilerek tiroid bezine ulagsmaktadir (77).

2.4.2. Nitrat

Nitrat; yesil yaprakli sebzelerde, et ve balik i¢in kullanilan koruyucularda ve pek ¢ok
gida triiniinde bulunan bir kontaminanttir (69). Nitrat alimi, nitrat bazli giibre ve
minerallerin suyu kontamine etmesiyle gerceklesmektedir. Perklorik asite benzer
sekilde, ayn1 mekanizma tizerinden iyot alimini engelleyerek tiroid hormon sentezini

olumsuz yonde etkilemektedir (7).

2.5. Proteomik Teknikler

Biitiin, her sey veya tam anlamima gelen “omics” kelimesi, Yunanca’nin “ome”
ekinden tiiretilmistir. Molekiiler biyolojideki bilimsel alanlara eklenen bu ”—omics”
eki, yasami ve varolusu anlamak i¢in biyolojik sistemlere biitiinsel, genis ve evrensel
bir bakis acisiyla bakmay1 amaglamaktadir. 1990 yilinda Insan Genom Projesi ile

baslayan genomlarla ilgili bilgi birikimi farkli “omics” yaklasimlarini (genomik,
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proteomik, transkriptomik, metabolamik, bakteriyomik gb) da beraberinde
getirmistir. Projenin tamamlanmast ve insan genomunun dizilenmesinden sonra,
proteom (genom tarafindan kodlanan tiim proteinler) ¢alismalar1 post-genomik ¢agda
en onemli konu haline gelmis ve proteomik terimi bilimsel literatiirde yerini almistir.
Genom canli bir organizmanin émrii boyunca stabil/ayn1 kalirken, proteom i¢ ve dis
uyarilara karst cevap vererek siirekli degismektedir. Proteom, sadece genom
tarafindan kodlanan proteinleri degil ayn1 zamanda transkripsiyonu, translasyonu,
post-translasyonel modifikasyona ugramis proteinleri veya alternatif yapistirilan
protein varyantlarini da temsil etmektedir. Bu nedenle, genis kapsamli proteomik

caligsmalar genomik ¢alismalara tamamlayici bir arag olarak goriilmektedir

Proteomik; hiicre, organizma, doku veya herhangi bir biyolojik sividan elde edilen
proteinlerin gesitli yontemlerle analizidir. Proteomik analizler, sadece proteinlerin
tanimlanmasini  ve miktarlarinin  6l¢timiini degil, aym1 zamanda islevlerinin,
aktivitelerinin, modifikasyonlarimin ve lokalizasyonlarinin belirlenmesini de
kapsamaktadir (78). Proteom analizi ilk olarak 1970’te Kenrick tarafindan bulunan
iki boyutlu jel elektroforezi ile baglamig, 1975°te O’Farrell tarafindan iyilestirilmis

ve glinlimiize kadar farkli optimizasyonlar ile gelistirilmistir (79,80).

2.5.1. Tki Boyutlu Jel Elektroforezi

Proteomik c¢alismalarda en ¢ok kullanilan iki yontem proteinleri ayirma ve boyama
islemlerinin kombinasyonu olan iki boyutlu jel elektroforezi ve bu proteinlerin
tamimlanmasi igin kullanilan kiitle spektrometresidir. ki boyutlu jel elektroforezi
yontemi hiicrelerden, dokulardan veya biyolojik sivilardan elde edilen kompleks
protein karisimlarinin jel bazli proteomik analizidir. Bu yontem sayesinde 6rnegin iki

boyutlu protein haritasi (yaklasik 2000 proteine kadar) ¢ikarilabilmektedir (81).

Iki boyutlu jel elektroforezi birinci boyutta proteinlerin yiiklerine gére ve daha sonra
ikinci boyutta molekiil agirliklarina gore ayrilmasi prensibine dayanmaktadir. (Sekil
2)
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Birinci boyutta gerceklesen ayrim, dnceden denatiire edilmis proteinlerin bir pH
gradyaninda izoelektrik noktalarina ulasip (pi) sifir net yiik aldiklarinda olduklar
yere odaklanarak birbirlerinden ayrilmasi prensibine dayanmaktadir. Bu yontem igin
1982 yilinda Bjellgvist tarafindan bulunan “Immobilize pH Gradient” (IPG) stripler
yaygin olarak kullanilmaktadir (82).

Ikinci boyutta ise proteinler molekiiler agirhiklarma gére sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile ayrilmaktadir. Molekiil agirhig
biiyiik olan proteinler, molekiil agirlig1 kiigiik olan proteinlere kiyasla daha yavas
ylridiigli icin jelin iist kisminda konumlanirken, molekiil agirligi kiigiik olan

proteinler jelin alt kisminda konumlanmaktadirlar.

Ornek Hazirlama
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Birinci Boyut — izoelektrik Fokuslama
izoelektrik noktasina gére ayrim
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ikinci Boyut — SDS-PAGE
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Molekiiler
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Sekil 2. Tki boyutlu jel elektroforezi (BioRad)
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Iki boyutlu jel elektroforezi yonteminin 30 yili askin siiredir kullanilmasma ve
tizerinde metodolojik iyilestirilmeler yapilmasia ragmen, bu yontemde hala ¢esitli
zorluklar ve kisitlamalar mevcuttur (83). Bu kisitlamalardan biri asir1 asidik (pI<3),
asir1 bazik (pI>12) veya hidrofobik proteinlerin birinci boyutta iyi ayrilamamasi ve
buna bagli olarak ikinci boyutta diizgiin yiiriitiilememesidir (84). Bu sorun, farkli pH
araliklar1 bulunan IPG stripler kullanarak (6rn. pH 4-7, pH 6-10 IPG strip), 6rneklere
hazirlama asamasinda farkli kaotrop veya deterjanlar eklenerek kismen
giderilebilmektedir. Diger bir kisitlamada molekiiler agirligi diisiik proteinlerin
boyanmasi zor oldugundan jelde goriintiilenmeleri de zordur. ki boyutlu jel
elektroforezi yonteminde ¢ok sik karsilasilan diger bir kisitlama da Ornekte ¢ok
miktarda bulunan proteinlerin (high abundant proteins) az miktarda bulunan
proteinleri (low abundant proteins) maskelemesi problemidir (52,84). pH araligi
diisiik striplerin kullanilmas1 ve high abundant proteinlerin uzaklastirilmasina
yonelik ticari kitlerin tretilmesi bu problemi kismen ¢6zmektedir. Proteomik
calismalar her ne kadar c¢ogunlukla basarili sonuglar verse de tekrar jellerinin
(replicate) yiiriitiilmesi, goriintiilerin incelenmesi ve gecerli istatistiksel analizlerin

yapilmasi kapsayan yogun is giicli gerektiren bir yontemdir.

2.5.2. ProteoMiner Enrichment Kit

Proteomik arastirmalarin baslica zorluklarindan biri biyolojik 6rneklerde bulunan
low abundant proteinlerin nasil verimli bir sekilde zenginlestirilecegi, tespit edilecegi
ve caligilacagidir. ProteoMiner Protein Enrichment Kit (BioRad), bu problemi
¢cdzmeye yonelik iiretilen ticari kitlerden biridir. Orneklerde bulunan high abundant
proteinleri uzaklagtirarak low abundant proteinleri zenginlestirmek ve tespit etmek
icin kullanilmaktadir. ProteoMiner teknolojisi, kromatografik boncuklara baglanan
kombinatoryal bir heksapeptid kiitiiphanesine dayanmaktadir. Calisilan 6rnek bu
boncuklarin {izerine eklendiginde, high abundant proteinler iyonik etkilesim,
hidrofobik etkilesim, hidrojen bagi ve Van der Waals kuvveti gibi g¢esitli
etkilesimlerin  kombinasyonu aracilifiyla spesifik ligandlarina baglanirlar.
Boylelikle, high abundant proteinler spesifik ligandlar ile esleserek low abundant
proteinlerden ayristirilir (Sekil 3).
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Sekil 3. ProteoMiner Calisma Prensibi (BioRad)

21



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Plam

Bu tez ¢alismasinda uygulanan deneysel basamaklar ve calisma plan1 Sekil 4’te
Ozetlenmistir.

Kolostrum Ornekleri

A

Grupl Grup 2 Grup 3 (Kontrol)
TSH, perklorik asit, Nitrat diizeyleri yiiksek TSH, perklorik asit,
bebek TSH diizeyleri kolostrum ornekleri bebek TSH, nitrat
yiiksek kolostrum n=6 diizeyleri diisiik
orr;e_l%en kolostrum &rnekleri n=6

|

Whey Proteini Ekstraksiyonu
Santrifiigasyon (2x 30min)
Whey fraksiyonunun ayrimi
Whey protein presipitasyonu (Wessel & Fliigge)
Pellet’in tamponda ¢6ziilmesi
Konsantrasyon Tayini (Bradford)
Proteominer ile muamele
Konsantrasyon Tayini (Bradford)
2D-Clean-up
Konsantrasyon Tayini (Bradford)

|

2D jel elektroforezi
e Jellerin Floresans Boya ile Boyanmasi
e Jellerin Yiiriitilmesi ve Goriintiilenmesi

|

PDQuest ile Spot Analizi

Sekil 4. Calismada uygulanan deneysel basamaklar

22




3.2.  Gerecler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar, cihazlar ve laboratuvar malzemeleri
marka, model ve firma kodlartyla birlikte Tablo 1 ve Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar ve malzemeler

Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzeme

Marka/Model

Santrifiij

Derin Donduruculu Buzdolab: (+4°C ve -
20°C)

Derin dondurucu (-80°C)

Hassas Analitik Terazi

Etiiv (37°C)

Otoklav

pH Metre

Vorteks

Microplate Spektrofotometre

Cesitli Hacimlerde Otomatik Pipetler
Mikrosantrifiij

Calkaliyicili Is1 Blogu

Azot Tank1

Izoeletrik Fokuslama Cihazi

Ikinci Boyutta Ayrim Cihaz

Floresans Jel Goriintiileme Cihazi

Jel Goriintiileme Cihazi

0.5, 1.5 ve 5 mL Hacimli kapakli Tiipler
Cesitli Hacimlerde Pipet Uglari

5, 10 ve 25 mL hacimli Steril Serolojik
Pipetler
15 ve 50 mL hacimli Steril Falkon Tiipler

Cesitli Cam Malzemeler
Yuvarlak rotator

pH Indicator Strips
SDS-PAGE Cihazi

MicroL17 Thermo Fischer Scientific
Kirsch Medical

Haier Biomedical

Kern ABJ

Hera Term Oven Thermo Scientific
Niive SteamArt

Thermo Scientific

VWR VV3

PowerWave HT, BioTek

Thermo Scientific

Combi-Spin, Biosan

Witeg Wisd Laboratory Instruments
Thermo 30 Thermo Scientific
Protean i12 IEF Cell, Biorad

Serva Electrophoresis GmbH
Typhoon FLA 9500, GE Healthcare
Chemidoc Imaging System BioRad
Axygen ve Eppendorf

Axygen

Isolab

Isolab

Isolab

Rotator-AG FINEPCR
Merck

Mini-PROTEAN, BioRad
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Tablo 2. Kullanilan kimyasal maddeler

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Firma/Kodu

(Hidroksimetil)aminometan (Tris)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Ure (CH4N,0)

Tiyotire (CH4N,S)

Bromofenol mavisi

pH 3-10 Amfolit

Commasie Brilliant Blue G-250
DL-Dithiothreitol (DTT) (C4H100,S,)
Acrylamide/Bis Solution

Metanol (CH;OH)

Kloroform (CHCL3)

Lightning Red Floresans Boya
Iyodoasetamit (C,H;INO)

Bovin serum albumin (BSA)
Etanol (C,HsO)

3-((3-kolamidopropil) dimetilamonyo)-1-
propansilfonat (CHAPS)

cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease
Inhibitor Cocktail

Kalsiyum Kloriir (CaCl,) dihydrate

1M Hidroklorik asit (HCL)
Trikloroasetik asit (TCA)
Aseton

ReadyPrep 2-D Cleanup Kit

ProteoMiner Enrichment Kit

Sigma, 252859

Sigma, 862010

SERVA Electrophoresis, 24525.01
Merck, 107979

Sigma, B0126

SERVA Electrophoresis, 43368.01
BioRad, 161-0406

GE Healthcare, 17-1318-02

Serva, 10680.01

Sigma, 322415

Sigma, 288306

SERVA Electrophoresis, 43400.01
GE Healthcare, RPN6302

Bruker Daltonics, 8217498

Merck, 111727

SERVA Electrophoresis, 17038.03

Roche, 04693159001

Sigma, C3306
Merck, 1090571000
Sigma, T6399
Sigma, 24201-5L
BioRad, 163-2130
BioRad, 163-3006

3.3. Yontem

3.3.1. Kolostrum Orneklerinin Toplanmasi

Bu tez calismasinda, Zeynep Kamil Kadin ve Cocuk Hastaliklar1 Egitim ve
Aragtirma Hastanesi’nde 38-42. haftalarinda dogum yapan annelerden toplanan
kolostrum 6rnekleri kullanilmistir. Bu tez ¢alismasi Acibadem Mehmet Ali Aydinlar

Universitesi Tibbi Arastirmalar Degerlendirme Kurulu tarafindan 2 Eyliil 2014
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tarihinde incelenmis ve etik agidan uygun bulunmustur (ATADEK 2014-702) (EK
1). Ornekler, laktasyon baslangicindan itibaren 12-24 saat igerisinde el ile sagma
yontemi ile 50mL’lik steril falkon tiiplere toplanmistir. Sonrasinda bu oOrnekler
2mL’lik Eppendorf marka tiiplere porsiyonlanmis ve analizler yapilana kadar -80°C

dondurucuda saklanmastir.

3.3.2. Protein Ekstraksiyonu

Calismada kullanilacak whey proteinlerinin ekstraksiyonu Grapov ve arkadaslarinin
(2015) ve Liao ve arkadaglarmin (2011) yayinladigi protokoller baz alinarak
gerceklestirilmistir (85,86).

Whey Proteinleri Ekstraksiyon Protokolii:

1. -80°C’den ¢ikarilan kolostrum 6rnekleri oda sicakliginda ¢oziilmiistiir.

2. Orneklere 250 pl proteaz inhibitdrii eklenmistir. (Roche, complete mini EDTA-
free protease inhibitor coktail, 7X stock)

3. Orneklere hacimlerine gore final konsantrasyonu 0.06M olacak sekilde CaCl,
eklenmistir. (kazein depletion igin)

4. 1M HCI eklenerek pH 4.6’ya ayarlanmis ve ornekler oda sicakliginda 1 saat
boyunca inkiibe edilmistir.

5. Ardindan 13.000 x g, 4°C’de 1 saat boyunca santrifiij edilmis, kolostrumun
fraksiyonlarina ayrilimi saglanmistir.

6. Elde edilen orta whey fraksiyonu mikropipet yardimiyla iizeri isaretlenmis yeni

bir 2mL’lik Eppendorf mikrosantrifiij tiipii i¢ine toplanmistir.

Orneklerin  temizlenmesi, lipidlerin uzaklastirilmas1 ve whey proteinlerinin
¢oktiirlilmesi i¢cin Wessel & Fliigge (87) metodu olan metanol/kloroform ¢oktiirmesi

kullanilmistir.

7. 200 pl 6rnege 800 ul methanol eklenmis ve vorteks edilmistir.
8. Ornekler 9000 x g’de 10 saniye boyunca santrifiij edilmistir.
9. 200 pl Kloroform eklenmis ve vorteks edilmistir.

10. Ornekler 9000 x g’de 10 saniye boyunca santrifiij edilmistir.
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11. 600 pl ddH20 eklenmis ve hizlica vorteks edilmistir.

12. Ornekler 9000 x g’de 1 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

13. Ara faza dokunmadan iist faz dikkatlice alinmis ve atilmistir.

14. Tekrardan 600 pl methanol eklenmis ve vorteks edilmistir.

15. Ornekler 9000 x g’de 2 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

16. Siipernatant dikkatlice alinmig ve atilmistir.

17. Elde edilen protein pelletleri oda sicakliginda tiiplerin agz1 agik sekilde
kurutulmustur.

18. Pelletler 200 pl rehidrasyon tamponu igerisinde ¢oziilerek -80°C’de saklanmustir.

3.3.3. Protein Konsantrasyon Tayini

[lk asamada elde edilen proteinlerin miktarlarinin tayini i¢in Bradford (Bradford
Protein Assay, BioRad, USA) metodu kullanilmistir. Uretici firma tarafindan
Onerilen protokol wuygulanmis ve Olglimler microplate spektrofotometresi
(PowerWave HT, BioTek, USA) kullanilarak alinmigtir. Olgiimlerin hassasiyeti ve
dogrulugu i¢cin 9 adet BSA standardi ve bir adet bos soliisyon kullanilmas,
kalibrasyon egrisini olusturulmus ve her standard ve Ornekten 3 tekrarli 6l¢iim

alinmistir.

3.3.4. Proteominer Kit Uygulamasi

Kolostrumun whey fraksiyonunda major olarak bulunan high abundant proteinlerin
uzaklagtirilip low abundant proteinlerin ¢alisilabilmesi i¢in ProteoMiner Protein
Enrichment Kit (BioRad, USA) kullanilmistir. Orneklere iiretici firma tarafindan
Onerilen protokol uygulanmistir. Kitin uygulanmasi gereken, Onerilen minimum
protein miktart 10 mg oldugundan, Onceden Bradford yontemi ile Oolgiilen
orneklerden 10 mg’a denk gelen miktar ProteoMiner Kit’inden gegirilmistir.
Ardindan, elde edilen low abundant proteinlerin konsantrasyonu tekrardan Bradford

metodu kullanilarak 6lgtilmiistiir.
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3.3.5. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

ProteoMiner Kit uygulamasi oncesinde ve sonrasinda elde edilen protein ornekleri
SDS-PAGE ile yiiriitilmistiir. SDS-PAGE jeli Brunelle ve arkadaslarinin 2014
yilinda yayinladig1 protokol baz alinarak hazirlanmis ve 120V'da oda sicakliginda
yiriitilmistir (88). Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra, jel 3 kere 3 dakika
boyunca ddH0O ile yikanmis, ardindan 45 dakika boyunca fixing (%10 asetik asit,
%40 metanol, %50 ddH,0) soliisyonunda inkiibe edilmistir. Jele fikse edilen
proteinler 1 saat 30 dakika boyunca Commasie Brilliant Blue (CBB, BioRad) boyasi
ile boyanmis ve ardindan destain (%5 asetik asit, %20 metanol, %75 ddH,0)
sollisyonu ile inkiibe edilmistir. Jelin yikanmasi, fikse edilmesi, boyanmasi ve
destain edilmesi islemleri ii¢ boyutlu calkalayict {izerinde oda sicakliginda
gerceklesmistir. Elde edilen jel Chemidoc Imaging System (BioRad) cihazi

kullanilarak goriintiilenmistir.

3.3.6. ProteoMiner Kit’inden Elde Edilen Proteinlerin iki Boyutlu Jel

Elektroforezi icin Optimizasyonu

ProteoMiner Protein Enrichment Kit’inin iki boyutlu jel elektroforezi g¢alismalarina
adapte edilebilmesi igin optimizasyon ¢aligmalari yapilmistir. ProteoMiner
kolonlarindan 6rneklerin gegirilmesinde kullanilan kit tamponunun asetik asit
icermesinden dolayz, iki boyutlu jel elektroforezi i¢in proteinlerin floresans boya ile
isaretlenmesi sirasinda sorunlar gozlemlenmistir. Bu nedenle, ProteoMiner Kiti
sonrasinda elde edilen low abundant proteinlerin ¢oktiriliip iki boyutlu jel
elektroforezine uyumlu rehidrasyon tamponunda ¢oziinmesi gerekmektedir. Bu
¢oktiirme islemi igin iki farkli yontem denenmistir. Bunlardan birincisi literatiirde de
stk kullanilan TCA/aseton ¢oktiirmesi (89), ikincisi ise ticari olarak satilan 2D

Clean-up kit (BioRad) uygulamasidir.
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3.3.7. TCA/Aseton Coktiirmesi

ProteoMiner Kit’i sonrasinda elde edilen proteinlerin ¢oktiiriillmesi Fic ve
arkadaglarinin (2010) yayinladig1i protokol baz alinarak gerceklestirilmistir (89).
Protokol sonucunda elde edilen protein pelletleri oda sicakliginda tiiplerin agz1 agik
sekilde kurutulmus ve iizerine rehidrasyon tamponu (7M iire, 2M tiyolire, %4
CHAPS, proteaz inhibitorii, BMB) eklenerek ¢oziilmiis ve Bradford metotu ile

konsantrasyon tayini yapilmistir.

3.3.8. 2D Clean-up Kit Uygulamasi

Yapilan optimizasyon ¢aligmalar1 dogrultusunda orneklerin iki boyutlu jel
elektroforezi i¢in kullanilan rehidrasyon tamponunda ¢dzlinmesi ve temizlenmesi
icin ReadyPrep 2D Clean-up Kit (BioRad, USA) kullanilmistir. Kit, iiretici firma
tarafindan Onerilen protokole gore uygulanmistir. En son agsamada ¢oktiiriilen protein
pelletleri oda sicakliginda tiiplerin agz1 acik sekilde kurutulmus ve {izerine
rehidrasyon tamponu (7M iire, 2M tiyoiire, %4 CHAPS, proteaz inhibitorii, BMB)

eklenerek ¢oziilmiis ve Bradford metodu ile konsantrasyon tayini yapilmistir.

3.3.9. iki Boyutlu Jel Elektroforezi
Striplerin Rehidrasyonu

Bu tez calismasinda, iki boyutlu jel elektroforezi yonteminin ilk adimi olan strip
rehidrasyonu i¢in 17c¢cm pH 3-10 non-lineer (Serva Electrophoresis GmbH, Almanya)
IPG stripler kullamlmstir. Uretici firma (Serva) tarafindan onerilen parametreler

dikkate alinarak striplere 100 pg protein yiiklenmistir.

100 pg proteine denk gelecek kadar 6rnek, DTT, amfolit ve Lightning Red (Serva
Electrophoresis GmbH, Almanya) floresans boyasi total hacim 300 pl olacak sekilde
rehidrasyon tamponuna eklenerek strip rehidrasyon soliisyonu hazirlanmistir.
Rehidrasyon tamponu igeriginde bulunan ve rehidrasyon basamaginda eklenen

kimyasallar ve proteinler {izerindeki etkileri Tablo 3’te verilmistir. Floresans boyama
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islemi tretici firma tarafindan 6nerilen protokole uygun olarak pH ayarlanarak ve 20

dakika inkiibasyon gerceklestirilerek yapilmistir. Hazirlanan rehidrasyon soliisyonu

rehidrasyon tepsisinin i¢ine pipetlenmis ve iizerine soliisyon stripin jel kismi ile

temas edecek sekilde (jel side down) strip yerlestirilmistir. Daha sonra, rehidrasyon
tepsisi IEF PROTEAN i12 IEF CELL (BioRad, USA) cihaz igerisine yerlestirilerek
strip rehidrasyonu (yaklasik 16 saat, gece boyu) gergeklestirilmistir.

Tablo 3. Rehidrasyon basamaginda eklenen kimyasallar ve proteinler tizerindeki etkileri

Kimyasal

Yapisi

Kimyasal
Formiilii

Proteinler Uzerindeki
Etkileri

I"Jre

H,N

O

N

NH,

CH4N20O

Hidrojen baglarini kiran
ve proteinlerin denatiire
olmasini saglayan
kaotropik bir ajandir.

Tiyoiire

CH4N,S

Ureye ek olarak
¢oziinmeyen proteinlerin
¢Oziinmesine yardimci
olarak kullanilir.

CHAPS

Caz2H58N207S

Proteinlerin ¢6ziinmesini
saglayan zwitter iyonik bir
deterjandir.

Bromofenol
mavisi

C]_gH 1oBr4O5S

Striplerin rehidrasyonu
sirasinda Ornegi takip
etmek i¢in kullanilan bir
boyadir.

DTT

C4H100,S;

Proteinlerin sistein
kalintilar1 arasinda olusan
distilfid baglarini
engellemek i¢in kullanilan
indirgeyici bir ajandir.

Eklenen Diger Kimyasallar ve Etkileri

Amfolitler, hem asidik hem de bazik gruplari igeren amfoterik

Amfolit molekiillerdir. Jelde gradyan olugsmasina yardimci olarak
kullanilirlar.
Amino asitler arasindaki baglar1 hidrolize ederek proteinlerin
Proteaz . ..
inhibitérii parcalanmasina ve yikilmasina yardimci olan proteazlarin islevini

engelleyen molekiillerdir.
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izoelektrik Fokuslama

Rehidrasyon isleminin ardindan yiiklenen proteinlerin izoelektrik noktalarina gore
ayrimin1 gergeklestirmek icin stripler rehidrasyon tepsisinden alinmis ve jel kismi
yukar1 bakacak sekilde (jel side up) IEF tepsisine (BioRad, USA) yerlestirilmistir.
Striplerin anodik ve katodik uglarma dH,O ile islatilmis wickler yerlestirildikten
sonra wickler ile temas edecek sekilde elektrotlar takilmistir. Daha sonra, %0.06
DTT igeren ddH0 ile 1slatilmis wickler striplerin bazik tarafina, elektrotun bittigi
yere yerlestirilmistir. IEF tepsisi IEF PROTEAN i12 IEF CELL (BioRad, USA)
cihaz1 icine yerlestirilerek strip yiizeyleri jel tabakanin kurumasini ve iirenin
kristalize olmasini onleyen mineral yag (Serva) ile kaplanmistir. Boylece, strip
rehidrasyonundan sonra yiiklenen proteinlerin izoelektrik noktalarina gore ayrimi
(birinci boyut) Tablo 4°de verilen (6nceden optimize edilmis) izoelektrik fokuslama

parametrelerine gore gece boyunca gerceklestirilmistir.

Tablo 4. 17cm pH 3-10 non-lineer Stripler i¢in izoelektrik Fokuslama Parametreleri

Adim Volt Gradyen pAmp Siire
1. 100 Rapid 50 2 saat
2. 200 Rapid 50 1 saat
3. 500 Rapid 50 1 saat
4, 1000 Rapid 50 1 saat
5. 2000 Rapid 50 2 saat
6. 5000 Gradyen 50 3 saat
7. 5000 Rapid 50 45000V hr
8. 1000 Hold 50
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Dengeleme

Stripler ikinci boyutta yiriitilmeden 6nce dengeleme tamponu (Serva) ile muamele
edilmistir. Ure, SDS ve DTT eklenerek ilk dengeleme tamponu hazirlanmistir.
Dengeleme tamponu stripler {izerine pipetlenmis ve {izeri aliiminyum ile kapatilarak
oda sicakliginda ii¢ boyutlu calkalayici iizerinde 15 dakika inkiibe edilmistir.
Ardindan, ayn1 dengeleme tamponu iire, SDS ve IAA ile hazirlanmus, striplerin

lizerine pipetlenmis ve ayni sekilde 15 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Proteinlerin ikinci Boyutta Ayrimi / Jellerin Yiiriitiilmesi

Proteinlerin ikinci boyutta ayrimi ve jellerin yiritilmesi i¢gin HPE (High
Performance Electrophoresis) BlueHorizon (Serva Electrophoresis GmbH, Almanya)
yatay elektroforez sistemi kullanilmistir (Sekil 5). Jellerin yiiriitildigii plakanin
harici bir sogutucuya baglandigi bu sistem sayesinde 1s1 sabit tutularak (+15°C)
yiriitiilen jelin 1sinmast ve proteinlerin diflize olmasi engellenmistir. Serva
tarafindan hazir alinan jeller (2D HPE Large Gels, 25c¢m, Serva) dnceden sogutulan
(+15°C) ve lizerine sogutma sivist (cooling fluid) esit bir sekilde dagitilmis plaka
lizerine altinda baloncuk kalmayacak sekilde yerlestirilmistir. Anodik ve katodik
wickler uygun yerlerine yerlestirildikten sonra 6nceden dengelemesi yapilmis strip
hazir jel tlizerindeki yuvasina jel kismi hazir jel ile temas edecek sekilde (jel side
down) yerlestirilmistir. Uretici firma tarafindan &nerilen yiiriitme parametreleri

uygulanmis (Tablo 5), yiiriitme islemi 4,5 saatte tamamlanmustir.

Tablo 5. Serva 2D HPE Large Gel Yiiriitme Parametreleri

Adim max V max mA max W Siire
1 100 V 7mA 1W 30 dk
2 200V 13 mA 3w 30 dk
3 300V 20 mA 5W 10 dk
IPG Strip’in Cikarilmasi
4 1000 V 40 mA 30 W 3sa 20 dk
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Sekil 5. HPE (High Performance Electrophoresis) BlueHorizon yatay elektroforez sistemi

Jellerin Goriintiillenmesi

Yiriitme islemi tamamlanan jeller; proteinlerin, niikleik asitlerin ve diger
biyomolekiillerin miktar tayini i¢in hem cok yoOnlii hem de esnek goriintiileme
saglayan, gelismis fluoresan algilama ve yiiksek goriintii ¢6ziinirliigii olan lazer
tarayicit Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare) kullanilarak goriintiilenmistir. Protein
isaretlemesinde kullanilan floresans boyanin (Lightning Red, Serva) eksitasyon
degeri 530 nm ve emisyon degeri 610 nm oldugundan goriintii alinirken LPG
emisyon filtresi (=575 nm) kullanilmistir. Yiriitiilen tim jeller 100pm/pixel
¢oziinlirliikte taranmistir. Goriintiilenen jeller gece boyunca ii¢ boyutlu g¢alkalayici
tizerinde fixing sollisyonu (%10 asetik asit, %40 metanol) igerisinde fikse edilmis ve

+4°C’de kapal1 plastik kutularda %20 etanol igerisinde saklanmustir.

Jellerin Istatistiksel Analizi/Spotlarin Belirlenmesi

Goriintiilenen jeller PDQuest Advanced 2D Analysis Software V8.0.1 (BioRad,
USA) kullanilarak analiz edilmistir. Yiiriitiilen jellere ait goriintiiler PDQuest
yazilimina aktarilmis ve jellerde bulunan spotlarin se¢imi duyarlilik, spot biiytikligii
ve Gaussian dagilim segilerek yapilmistir. Ortak olan spotlarin belirlenmesi igin tim

goriintiiler kullanilarak bir master jel olusturulmustur. Student’s t-test kullanilarak
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istatistiksel olarak anlamli (p<0.005) ve jellerde gruplar arasi farklilik gosteren
spotlar belirlenmistir. Spotlar PDQuest Programi tarafindan jel iizerindeki

konumlarina gore numaralandirilmis ve bu sayede spot listesi olusturulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. ProteoMiner Kit’i Optimizasyon Sonuclari

Kolostrumda bulunan high abundant proteinlerin uzaklastirilip low abundant
proteinlerin ¢alisilabilmesi i¢in ProteoMiner Protein Enrichment Kit’i kullanilmistir.
ProteoMiner Kit uygulamasi sonrasinda alinan Bradford protein konsantrasyon
Ol¢timiinii kit uygulamas: oncesinde alinan protein konsantrasyon Ol¢iimiine gore

diisiis gostermistir (Sekil 6).

B ProteoMiner Oncesi

H ProteoMiner Sonrasi

Protein Konsantrasyonu
(ng/nb
[EY
(6}

1 2 3 4 5 6
Kolostrum Ornekleri

Sekil 6. ProteoMiner Kit uygulamasi 6ncesinde ve sonrasinda 6 Ornekten alinan Bradford protein
konsantrasyon dl¢timleri

Iki boyutlu jel elektroforezi deneylerine baslamadan 6nce Bradford metodu ile
konsantrasyon 6l¢limii alinan drneklerin dlgiimlerinin dogru yapildigi SDS-PAGE ile
teyit edilmistir. Boylelikle, Bradford yontemi ile alinan konsantrasyon olgtimlerinin

hassas oldugu gosterilmis ve 6rneklerin kalite kontrolii yapilmstir.

SDS-PAGE jelinin ilk kuyucuguna molekiiler agirliklart belli olan protein standardi
(BioRad) yiiklenmistir. 2-5 numarali kuyucuklara 7 pg ve 15 pg’a denk gelen

ProteoMiner uygulanmig protein 6rnegi yiikklenmistir. 6-10 numarali kuyucuklara ise
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7 ng ve 15 pg’a denk gelen ProteoMiner uygulanmamis protein 6rnegi yliklenmistir.
(Sekil 7)

Sekil 7. ProteoMiner Oncesi ve sonrasi yiiriitiilen kolostrum 6rneginin SDS-PAGE jel goriintiisii

ProteoMiner Protein Enrichment Kit uygulamasi sonrasinda yapilan optimizasyon
caligmasi igin iki farkli yontem (TCA/aseton ¢oktiirmesi ve 2D Clean-up Kkit)
denenmistir. Bu yontemler kullanilarak ¢oktiiriilen kolostrum whey proteinlerinin iki

boyutlu jel elektroforezi goriintiileri Sekil 8’de verilmistir.

Sekil 8’de gosterilen ilk jel goriintiisii ProteoMiner uygulanmamis drnekle yliriitiilen
jele aittir. ProteoMiner sonrasinda 2D Clean-up Kit uygulanarak hazirlanan 6rnege
ait jel goriintiisti ikinci siradadir. Son olarak, ProteoMiner sonrasinda TCA/aseton
coktlirmesi ile hazirlanan Ornege ait iki boyutlu jel elektroforezi goriintiisii

verilmistir.

ProteoMiner Kit’i ardindan 2D Clean-up Kit’i uygulanarak hazirlanan O6rnekle
yiiriitiilen jelin, TCA/aseton ¢oktiirmesi ile hazirlanan 6rnekle yiiriitiilen jele kiyasla

daha temiz oldugu ve daha belirgin spotlar igerdigi gozlemlenmistir. Bu nedenle, bu
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tez ¢alismasinda once ProteoMiner Kit’i ve ardindan 2D Clean-up Kit’i ile muamele

edilerek hazirlanan 6rnekler kullanilmistir.

PDQuest Advanced 2D Analysis yazilimi kullanilarak yapilan jel analizleri
sonucunda, ProteoMiner uygulanmamis Ornekle yiiriitiilen jelde 163 protein spotu
goriiliirken, ProteoMiner ile muamele edilip 2D Clean-up Kit’i uygulanan 6rnekle

yiiriitiilen jelde 350 protein spotu gézlemlenmistir.
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Sekil 8. ProteoMiner Kit’inin iki boyutlu jel elektroforezine optimizasyonu igin yiiriitiilen
jel goriintiileri

2D Clean-up Uygulanmamis

TCA/Aseton
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4.2.  iki Boyutlu Jel Elektroforezi Sonuclar

Perklorik asit diizeyleri yiiksek (grup 1), nitrat diizeyleri yliksek (grup 2) ve perklorik
asit ve nitrat diizeyleri diisiik (kontrol) olan kolostrum o6rneklerinin her birinden
aliman 100 ug protein pH 3-10 NL stripler (Serva) kullanilarak ayr1 ayr1 17 cm’lik
jellerde yiriitiilmistiir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan 6rneklerin gruplandirilmasina

dair sekil asagida verilmistir (Sekil 9).

Kolostrum Ornekleri

T

Grupl Grup 2 Kontrol
Perklorik asit, TSH, Nitrat diizeyleri yiiksek TSH, perklorik asit,
bebek TSH diizeyleri kolostrum 6rnekleri bebek TSH, nitrat
yliksek kolostrum n=6 diizeyleri diisiik
ornekleri " .
=6 kolostrum oérnekleri
n=6

Sekil 9. Calismada kullanilan kolostrum 6rneklerinin gruplandirilmasi

Bu c¢alismada, 3 farkli gruptan 6’sar jel olmak ilizere toplamda 18 tane jel
yiritillmistir. Her bir jel goriintiisii yeni dogum yapmis anneden toplanan kolostrum
Ornegini temsil etmektedir. Yiriitiilen jellere ait 3’er tane temsili goriintii Sekil 10,

11 ve 12°de verilmistir.

Iki boyutlu jel elektroforezi sonrasinda PDQuest Advanced 2D Analysis yazilimu ile

master jel goriintiisii olusturulmustur (Sekil 13).

PDQuest yazilimi kullanilarak yapilan analizler sonucunda, jellerde bulunan toplam

spot sayilar1 ve jeller arasi farkliliklar belirlenmistir.

Perklorik asit diizeyleri yiiksek olan grubun (grup 1) yiriitilen 6 jeli de
incelendiginde her bir jelde ortak 68 protein spotu tespit edilmistir. Nitrat diizeyleri
yiiksek olan grubun (grup 2) yiiriitiilen 6 jeli de incelendiginde her bir jelde ortak 74

protein spotu tespit edilmistir. Perklorik asit ve nitrat diizeyleri diistik (kontrol grubu)
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olan grubun yiiriitiilen jelleri incelendiginde her bir jelde ortak 70 protein spotu tespit

edilmistir.

\ 2

Sekil 10. Perklorik asit diizeyleri yiiksek (grup 1) kolostrum 6rneklerinin iki boyutlu jel elektroforezi
gorintiileri (pH 3-10NL, 17cm)
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Sekil 11. Nitrat diizeyleri yiiksek (grup 2) kolostrum 6rneklerinin iki boyutlu jel elektroforezi
gorintiileri (pH 3-10NL, 17cm)
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Sekil 12. Perklorik asit ve nitrat diizeyleri diisiik (kontrol) kolostrum 6rneklerinin iki boyutlu jel
elektroforezi gorintiileri (pH 3-10NL, 17cm)
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Sekil 13. Yiiriitiilen jellerden elde edilen master jel goriintiisii

PDQuest spot analizinde toplam 60 spot gruplar arasinda anlamli farklilik gostermis
ve bu anlamli farklilik gosteren spotlardan tablo olusturularak gruplar arasi
farkliliklar belirlenmistir (p<0.05) (Ek 7.2). PDQuest analizi sirasinda anlamli
farklilik gosteren spotlara program tarafindan spot numarasi verilmistir. EK 7.2°de,
jellerde goriintiilenen spotlar jel numaralar1 ve gruplarina gore art1 (+) isareti ile
belirtilmistir. Eger bir spot herhangi bir jelde goriillmemisse, o jele denk gelen kutu
bos birakilmistir. Bu hazirlanan tabloya gore, bir proteinin ekspresyonunun artmasi
veya azalmasina o protein spotunun en az 4 jelde bulunup bulunmamasina gore karar

verilmistir.

PDQuest yazilimi tarafindan anlamli farklilik gosteren spotlar ile olusturulan tabloya
gore perklorik asit diizeyi yiiksek olan grup (grup 1) ile kontrol karsilastirildiginda,
23 proteinin ekspresyonunda artig goriiliirken, 27 proteinin ekspresyonunda ise

azalma gortlmustiir.
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Nitrat diizeyi yiikksek olan grup ile nitrat diizeyi disiik olan kontrol grubu
karsilastirildiginda, 10 proteinin ekspresyonunda artig goriiliirken, 5 proteinin

ekspresyonunda azalma goriilmiistiir.

Son olarak, biitlin gruplar1 birbiri ile karsilastirdigimizda, perklorik asit diizeyi
yiiksek olan kolostrum 6rnekleri ile yiiriitiilen jellerde 23 proteinin ekspresyonunun
artt1igi ve 16 proteinin ekspresyonunun azaldigi goézlemlenmistir. Nitrat diizeyi
yilksek olan kolostrum Ornekleri ile yiiriitilen jellerde ise 10 proteinin
ekspresyonunun arttigi, 5 protein ekspresyonunun azaldigi gézlemlenmistir. Buna ek
olarak, 11 tane proteinin ekspresyonu ise hem perklorik asit diizeyleri yiiksek olan
grupta hem de nitrat diizeyleri yiiksek olan grupta azalmustir. (Sekil 14)

257 55 -
@
c%..20-
7] 16
2 154
3
n 10
c 10+
7]
whd
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1 2 3 4 5

Sekil 14. Yiiriitiilen jellerde gruplar arasi farklilik gosteren proteinler

1: Perklorik asit diizeyleri yiiksek olan jellerde artan spot sayisi

2: Perklorik asit diizeyleri yiiksek olan jellerde azalan spot sayist

3: Nitrat Diizeyleri yiiksek olan jellerde artan spot sayisi

4: Nitrat diizeyleri yiiksek olan jellerde azalan spot sayisi

5: Hem perklorik asit diizeyleri yiiksek hem de nitrat diizeyleri yiiksek jellerde azalan spot sayisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Eser elementlerden biri olan iyot, yeni doganin gelisimi ve normal biiyiimenin
devamlilig1 i¢in 6nemli olan tiroid hormonlarmin sentezinde basrol oynamaktadir.
Tiroid hiicrelerine iyot aliminda goérevli olan integral plazma membran proteini,
NIS’in meme dokusunda ifade edilmesi nedeniyle laktasyon doneminde iyot,
kolostrum ve anne siitiinlin i¢inde yogun olarak bulunmakta ve emzirme yoluyla
cocuga aktarilmaktadir (1,8). Bu nedenle, gebelik ve laktasyon doneminde yeterli
miktarda iyot alinmamasi veya iyot aliminmn perklorik asit ve nitrat gibi NIS
inhibitorleri ile engellenmesi viicuttaki iyot metabolizmasin1 bozarak hem annenin
hem de yeni doganin sagligini etkilemekte ve tiroid hormon sentezinin bozulmasiyla
sonuclanmaktadir. Dolayisiyla, perklorik asit ve nitrat diizeyleri yiiksek insan
kolostrum 6rneklerinde bulunan whey proteinlerinin perklorik asit ve nitrat diizeyleri
disiik kontrol grubu ile proteomik yontemler kullanilarak karsilagtirilmasi
kolostrumun yeni dogan iizerindeki etkileri diisiiniildiigiinde biiyiikk Onem arz
etmektedir. Literatiirde NIS inhibitorlerinin kolostrum protein profiline etkisinin
arastirlldigr hicbir c¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle, bu tez c¢alismasinin
literatiire katkida bulunacag diisiiniilmektedir. Bu amacla, tez calismasi kapsaminda
kolostrum 6rneklerinin proteomik ¢alismalarin en temelini olusturan iki boyutlu jel
elektroforezi yontemi i¢in optimize edilmesi ve ardindan NIS inhibitér diizeyleri
yiiksek ve diisiik olan kolostrum 6rneklerinin iki boyutlu jel elektroforezi yontemi ile

On ¢alisma olarak karsilastirilmast amaglanmastir.

Insan kolostrumunun yeni dogan igin éneminden dolay1 bu essiz biyolojik siv1 gok
degerli kabul edilmektedir. Daha Once insan kolostrumu iizerine proteomik
caligmalar yapilmasina ragmen, kolostrum whey fraksiyonundaki high abundant
proteinlerin (immiinoglobulin, kazein, albiimin, laktoferrin, laktotransferrin,
laktoglobulin ve laktalbumin gibi) low abundant proteinleri maskelemesinden dolay1
literatiirde low abundant proteinlere yonelik ¢ok fazla calisma bulunmamaktadir.
Murakami ve arkadaslar1 tarafindan 1998 yilinda yapilan calismada kolostrum low

abundant proteinleri immunoabsorbent kolonlar kullanilarak ayristirilmis ve ardindan
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iki boyutlu jel elektroforezi yapilarak toplamda 400 spot elde edilmistir. Ancak, bu
spotlardan yalnizca 22 tanesi tanimlanabilmistir (3). Ticari olarak {iretilen kitlerin
yayginlagsmasiyla low abundant proteinlere yonelik caligmalar da artmaktadir
(86,90). Liao ve arkadaslar tarafindan 2010 yilinda yapilan ¢alismada ticari olarak
tiretilen ProteoMiner Kit’i kullanilmis ve ardindan LC-MS/MS yontemi ile 115
protein tanimlanmistir. Fakat bu {liretilen kitlerin daha ¢ok serum ve plazmaya
yonelik olmasindan dolay1 ticari kitler kullanarak yapilan kolostrum c¢alismalari

siurli sayidadir (86).

Bu tez ¢alismasinda, ProteoMiner Kit’i uygulanan kolostrum whey proteinlerinin iki
boyutlu jel elektroforezi calismalarina adapte edilebilmesi icin optimizasyon
calismalar1 yapilmistir. Optimizasyon g¢alismasinin ilk asamasinda, 2D Clean-up
Kit’i kullanilarak hazirlanan 6rnek ile yiriitilen jelde, TCA/aseton ¢oktiirmesi
kullanilarak hazirlanan o6rnek ile vyiiriitiillen jele kiyasla daha keskin spotlar
gbzlemlenmistir. Bu nedenle, 2D Clean-up Kit’inin bu calisma i¢in daha uygun

olduguna karar verilmis ve ¢calismalara bu yontemle devam edilmistir.

ProteoMiner Kit’i uygulanan iki boyutlu jel elektroforezi goriintiisii ile ProteoMiner
Kit’1 uygulanmamis jel goriintiisii karsilagtirllmigtir. PDQuest yazilimi kullanilarak
yapilan jel analizleri sonucunda, ProteoMiner uygulanmamis 6rnekle yiiriitiilen jelde
163 protein spotu goriiliirken, ProteoMiner ile muamele edilip 2D Clean-up Kit’i
uygulanan oOrnekle yiriitiillen jelde 350 protein spotu gozlemlenmistir. Kit
uygulamasi sonrasinda PDQuest tarafindan tespit edilen spotlarin sayisinin artis1 g6z
onlinde bulunduruldugunda ProteoMiner yontemi ile high abundant proteinlerin
uzaklastirildig1 ve low abundant proteinlerin zenginlestirildigi tespit edilmistir. Ayni
zamanda, kit uygulamasi sonrasinda alinan Bradford protein konsantrasyon
Olclimiiniin kit uygulamasi oncesine kiyasla diisiis gostermesi ProteoMiner Kit’inin
etkili bir sekilde calistigini kanitlamaktadir. Ayrica, ProteoMiner Oncesinde ve
sonrasinda elde edilen protein 6rnekleri 1D SDS-PAGE kullanilarak yiiriitiilmis ve

ProteoMiner sonrasi protein bantlarinda artis goriilmistiir.

Bu tez ¢alismasinda, kolostrum 6rneklerinden elde edilen iki boyutlu jel elektroforezi
gorlntiileri, literatiirde yayimnlanan jel goriintiileri ile karsilastirildiginda high

abundant proteinlerin jel goriintiilerindeki konumlarinda benzerlikler goriilmiistiir.
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Ozellikle, jel goriintiilerinin sol alt kadraninin en alt tarafinda bulunan yogun protein
spotu literatiirde yaymlanan c¢aligmalara gore o-laktalbumine ait oldugu
distiniilmektedir (3,48,49). Bu da ProteoMiner Kit’inin high abundant proteinleri

uzaklastirma kapasitesinin nispeten sinirli oldugunu gostermektedir.

Kolostrum orneklerinin iki boyutlu jel elektroforezi igin optimizasyon calismalari
basar1 ile tamamlandiktan sonra, NIS inhibitor (perklorik asit ve nitrat) diizeyleri
yiiksek ve diislik olan insan kolostrum whey proteinlerinin karsilastirilmasina yonelik
on calisma yapilmistir. Buna gore, PDQuest analizleri yapilan jel goriintiileri
incelenerek NIS inhibitor diizeyleri yiliksek olan oOrnekler ile kontrol grubu
karsilastirildiginda protein profillerinde farkliliklar goériilmiistir. Bu da NIS
inhibitorii olan perklorik asit ve nitratin kolostrum protein profilinin iizerinde
etkisinin oldugunu gostermektedir. Perklorik asit diizeyleri yiiksek jellerde
ekspresyonlarinda degisiklik gésteren protein sayisinin nitrat diizeyleri yiiksek olan
jellerde ekspresyonlarinda degisiklik gosteren protein sayisinin yaklasik 3.5 kati
olmasi, perklorik asidin NIS {izerinde nitrata kiyasla daha giiglii bir etkisi oldugunu
gostermektedir. Ayrica, ¢evresel bir kontaminant olan perklorik asidin gidalardan ve
sudan alinip meme bezinde biriktigi saptanmigtir. Fakat nitratin yarilanma 6mrii ¢ok
kisa oldugu i¢in birikimi bilinmemektedir (77). Tonacchera ve arkadaslari tarafindan
2004 yilinda yayinlanan ¢aligmada perklorik asidin nitrata kiyasla NIS’e baglanma
afinitesinin 240 kat daha yiiksek oldugu belirtilmistir (74). Perklorik asidin meme
bezinde birikimi ve NIS’e olan baglanma afinitesi gz oniine alindiginda perklorik
asit diizeyleri yliksek grubun protein profilinde daha fazla degisim goriilmesi

literatiirde olan bulgular ile tutarlidir.

Hiicresel diizeyde baktigimizda, iyonik boyutta iyota olan benzerliginden dolayi,
perklorik asit NIS'in rekabet¢i bir inhibitoriidir (91). Literatiirde yapilan
caligmalarda perklorik asidin tiroid follikiiler hiicreye NIS tarafindan taginmasi
nedeniyle perklorik asidin hiicresel diizeyde aliminin iyot ile ayni oldugu
belirtilmistir (92). Perklorik asit ve nitrat Hofmeister iyonlar1 serisine aittir ve iyotun
hiicresel diizeyde alimini inhibe ederek tiroid fonksiyonunu baskilamaktadir (91).
Perklorik asidin nitrattan daha gii¢lii bir inhibitdr olmasi perklorik asit diizeyleri

yiiksek olan kolostrum 6rneklerin protein ekspresyon degisikliklerinin nitrata kiyasla
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daha yiiksek olmasini agiklamaktadir. Sonug olarak elde edilen bu bulgular literatiir

bulgularini destekleyici yondedir.

Ozpmar ve arkadaslarmin yaymlanma asamasinda olan 6n ¢alismasinda maternal
perklorik asit diizeyleri yiiksek olan annelerin yeni doganlarinda bebek TSH
diizeyinin de yiiksek oldugu bulunmustur. Bu bulgu NIS inhibit6rii olan perklorik
asidin kolostrum yoluyla yeni dogana aktarilabilecegini 6ne siirmektedir. Bu nedenle,
bu tez c¢aligmast sonucunda belirlenen gruplar arasi farklilik gosteren spotlarin
ilerleyen calismalarda daha ileri teknikler kullanilarak tanimlanmasi ve tanimlanan
proteinlerin ¢esitli metabolik yolaklarla iligkilendirilmesi planlanmistir. Bu
tanimlanacak protein spotlar1 sayesinde NIS inhibitérlerinin kolostrum yoluyla yeni

dogana aktarilma mekanizmasina 1s1k tutulabilecegi diistiniilmektedir.

Ayrica, kolostrumun yeni dogan gelisimi {izerindeki Oneminden dolayi, bu
calismanin, NIS inhibitorii diizeyleri yiiksek olan, emziren annelerin diyetlerinin
icerigine ve siit igerigi ile hazirlanan hazir mamalarin igerigine de katkisi

bulunabilecegi diistiniilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda dogumdan sonra annelerden toplanan kolostrum &rnekleri havuz
olusturulmadan teker teker calisilmistir. Bu, ¢alisma sonuglarina deger katarken ayni
zamanda bireyler arasi farkliliklardan dolay1 varyasyonda eklemistir. Fakat, genel
olarak jel goriintiilerine bakildiginda gruplar i¢inde protein profillerinin ayni paterni
gosterdigi gorlilmiistiir. Bu da c¢alismanin tekrarlanabilirliginin yliksek oldugunu
gostermektedir. High abundant proteinlerin etkili bir sekilde uzaklastirilamamasi ve
high abundant proteinlerin low abundant proteinlerle ayn1 molekiiler agirlik ve pH
araligina denk diiserek low abundant proteinleri maskelemesi bu tez calismasinin

limitasyonlari i¢inde yer almaktadir.

Sonug¢ olarak, ProteoMiner Enrichment Kit ile muamele edilmis kolostrum
orneklerinin iki boyutlu jel elektroforezi i¢in optimizasyonu yapilmis ve NIS
inhibitor diizeyleri, yliksek ve diisiik olan kolostrum ornekleri ProteoMiner Kit
uygulamasindan sonra 2D Clean-up Kit’i kullanilarak hazirlanmigtir. NIS inhibitorii
olan perklorik asit ve nitrat diizeyleri yiiksek olan kolostrum &rneklerinin NIS

inhibitor diizeyleri diisik olan kolostrum Orneklerine kiyasla whey protein
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profillerinde farkliliklar go6zlemlenmistir. Protein profillerinde gozlemlenen bu
farkliliklarin daha ileri teknikler ile protein tanimlamalar yapilarak daha kapsamli

analizlerle detaylica incelenmesi planlanmaktadir.
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7. EKLER

7.1. Etik Kurul Onay1

ACIBADEM

UONIVERSITESI

Say: B.30.2.ACU.0.00.00.050-06/46 05 Eviil 20

Konu: ATADEK 2014-702

Sayn Prof. Dr. Aysel Ozpinar;

ATADEK-2014-702 kodlu ve “Insan ve kegi kolostrum whey proteinlerinin
kargilagtirilmasy” baghkl aragtirma projeniz Acibadem Universitesi Tibbi Arastirmalar
Degerlendirme Kurulu'nun 2 Eyliil 2014 tarihli toplantisinda incelenmis ve etik agidan uygun
bulunmustu.

ATADEK 2014-702 sayili karar ektedir,

Prof. Dr. Ismail Hakki Ulus

Tibbi Arastirmalar Degerlendirme Kurulu Baskan

Kerem Aydinlar Kamplisi Kayisdag Caddesi 32 icerenksy 34752 Atasehir Istanbul T 0216 50044 44 F 02165765076

www.acibadem.edu.tr
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ACIBADEM UNIVERSTITESI TIBBi ARASTIRMALAR DEGERLENDIRME
KURULU (ATADEK)

Etik onay istenen tibbi aragtirmanin bashgi:

insan ve kegi kolostrum whey proteinlerinin karsilagtiriimasi

Etik onay istenen tibbi aragtirmanin yiiriitiiciisii (sorumlusu):

Prof. Dr. Aysel Ozpmar
Karar:
Kabul (Etik olarak uygun) (50

Toplant: tarihi: 2 / 9 /2014

Revizyon ( )*

Etik olarak uygun degil ( )**

Karar numarasi: 2014-702

Karara Karara
Kurul Uyesi-Unvan Ad-soyad Imza Katiliyorum | Katilmiyorum***
Prof. Dr. Ismail Hakki Ulus (Baskan) / . 4/-9 ) )
Prof. Dr. Nadi Bakirci g = (ﬁ< ) )
Prof. Dr. Fevzi Toraman m\ Z(QQ )
Prof. Dr. Yasemin Alanay W ) )
Prof. Dr. Murat Sarug 0 e ) (G
Prof. Dr. Giildal Siiyen ) (G
Prof. Dr. Mert Ulgen 4 944 (<) )
Dog. Dr. Ukke Karabacak Iy / /4 ( )O) (G
Yrd. Dog. Dr. Emre Dorman v — ¢ ) )
Uzman Dr. Sertag Uzel g %/ / ) (G
Uzman Dr. Nalan Karadag Ml/ X0 )
Avukat Ferda Oztiirk '/W (%) (|
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7.2. PDQuest Spot Analiz Tablolar:

Peridarik Asit Mitrat
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Perklonk 3sit dizeylen yiksek olan jellerde artan spotiar

Ferklonk asit dizeylen yliksek olan jellende azalan spotlar

Witrat Diizeylen yiksek olan jellerde artan spotiar
Witrat dizeylen yiksek olan jellerde azalan spotiar

Hem perklork a5t dizeylen yiksek hem de nitrat dizeyien yviksek jgllerde azalan spotiar
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Periclorik Asit

Kontrol

J=l £

J=l £

SpotiD | 1 2 3 4 5 &

13

14

15

16

17

18

Spot D

3803
S804

5401

S804
G805

TEO5
TBOE
B0OD1
BOO3
B302
B301
2601

o001

0101

0102

0103

0203

0204

0307

0308

030

0310

0311

0312

+

1105

1107

1205

1207

1302

1303

1304

2003

2209

2210

2304

2305

3208

3207

3501

3502

3503

4203

RN RN [ R (PR R Y

R EENENENES

O R R [ (R R S

R EENENENES

R E N ENENES

O R R [ (R R S

4204

4302

4303

+

+

4301

L ES

+

+

5201

5301

5503

3304

3803

S804

5101

5401

5305

G805

7204

TEOS

TBDE

BDOD1

B302

RN [P RN R (R RN U T R TR RN R (R VR PR R R R S

E2 S S S S O S S R O S S O O O

'R R (R IR (R VRN (RN R R RN R R RN R R S

E2 S S S S O S S R O S S O O O

E 3 S O O S O S R R O S O O O R S R

'R TR (R R (R VR R IR (R (RN (RN SR RN PR YR (VR (RN PR

B301

2601

Perklorik asit duzeyleri yuksek olan jellerde artan spotlar

Perklorik asit duzeyleri yuksek olan jellerde azalan spotlar

Degisiklik ggrulmeyen spotlar
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Nitrat Kionvtrol
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