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ONSOZ

Son yillarda laktoferrin gibi biyoaktif peptitlerin 6nemi anlagilmakta ve
terapotik etkileri ilizerine yapilan calismalarin sayisi hizla artmaktadir. Ancak,
laktoferrinin antioksidan enzim aktiviteleri, yara iyilesmesi ve glukoz transportu
lizerine yapilan caligmalar kisitlidir. Bu nedenle, bu ¢alismanin amaci laktoferrinin
insan kolon karsinoma hiicre hattinda (Caco2) siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-
S-transferaz (GST) ve glutatyon peroksidaz (GPx) antioksidanlarin enzim aktiviteleri,
yara iyilesmesi ve glukoz transportu lizerine etkilerini arastirmaktir.
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caligmanin ortaya ¢ikmasinda biiyiik emegi olan ikinci danismanim Prof. Dr. Yasemin
Giilgiin ISGOR ’e tesekkiir ederim.

Doktora siirecinde ¢alismaya verdikleri katkilarindan dolay1 degetli Tez Izleme
Komitesi iiyelerim Prof. Dr. Funda Pmar CAKIROGLU ve Prof. Dr. Sultan Belgin
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Ankara Universitesi Beslenme ve Diyetetik Béliimii’niin degerli 6gretim iiyelerine ve
degerli oda arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.

Bugiinlere gelmemde emegi olan ve merakimi her daim diri tutarak hayat
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yegenim Omer ilbay’a ilham olmasimi dilerim.

Son olarak, calismami sonsuz merak ve istek ile siirekli kendisini gelistiren ve
biitlin 6grencilerine de bunu asilamaya calisan ancak saglik sorunlar1 nedeniyle geng
yasta hayatin1 kaybeden Degerli Ogretmenim Ismail KARATAS’ a ve 6 Subat 2023
depreminde hayatini1 kaybeden biitiin canlarimiza ithaf ediyorum.
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1. GIRiS

Biyoaktif peptitler, bilinen besin degerinin Gtesinde, viicut islevleri iizerinde
yararli bir etki gosteren ve/veya insan sagligini olumlu yonde etkileyen bir protein
icindeki peptit dizileridir (Kitts ve ark., 2003). Yeterli ve dengeli bir beslenmenin
kronik hastaliklarin olusumu, Onlenmesi ve prognozunda meydana getirdigi
tyilestirmelerle birlikte besinlerde bulunan biyoaktif peptitlerin metabolizmadaki
terapotik etkileri on plana c¢ikmaktadir (Chakrabarti ve ark., 2018). Son yillarda
yapilan ¢aligmalar, besinlerin enerji, makro ve mikro besin dgeleri kaynagi olmasinin
yant sira igerdikleri biyoaktif peptitler aracilifiyla viicudun fizyolojik
fonksiyonlarinda da gorev alabilecegini gostermektedir (Chakrabarti ve ark., 2018;
Martini ve ark., 2023). Bu peptitler; antihipertansif, antimikrobiyal, antitrombotik,
immiin modiilator, opioid, antioksidan ve mineral baglama fonksiyonlar1 dahil olmak
lizere sayisiz  aktiviteleri araciligi  ile Onemli viicut fonksiyonlarini
diizenleyebilmektedir (Chakrabarti ve ark., 2018; Kitts ve ark., 2003; Martini ve ark.,
2023).

Biyoaktif peptitlerin metabolizmada gosterdigi yararlh etkilerden dolay1 metabolik
siireclerdeki gorevlerinin ve etki mekanizmalarinin belirlenmesi ve bunlara bagh
olarak besin zenginlestirmede, besin takviyelerinde ve ilag tiretiminde kullanilmasinin
gerekliligi anlagilmaktadir (Chakrabarti ve ark., 2018; Kitts ve ark., 2003; Wada ve
ark., 2020). Bu nedenle dogal olarak tiiketilen besinlerin zengin biyoaktif peptit
yapilar1 one c¢ikmaktadir. Siit, birgok biyoaktif peptit iceren 6zel bir besin Ogesi
kaynagidir (Koirala ve ark., 2023). Ozellikle anne siitiinde bulunan bazi biyoaktif
peptitlerin  biyoaktivitelerinin ancak proteinlerin  gastrointestinal  kanalda
sindiriminden sonra ortaya ¢ikt1g1 belirtilmektedir (Wada ve ark., 2020). Insan siitiiniin
zengin biyoaktif peptit yapisi diisliniildiigiinde teknolojik gelismeler, insan siitii
proteinlerinden tiiretilen peptitleri tanimlanmasint ve karakterize edilmesini
saglamaktadir. Bununla birlikte, anne siitii ile beslenen bebeklerin biiyiime ve

gelismesinde bu biyoaktif peptitlerin fizyolojik énemi ve metabolizmadaki rolleri



yeterince agiklanamamistir. Bu alanda daha fazla in vivo deneyler ve klinik
caligmalarin gerekliligi vurgulanmaktadir (Chakrabarti ve ark., 2018; Kitts ve ark.,
2003; Wada ve ark., 2020).

Siitte bulunan biyoaktif peptitlerin baslica kaynagi kazein ve whey proteinleri
olarak gosterilmektedir. Laktoferrin (LF), whey proteini ailesine ait, baslica siitte
bulunan biyoaktif bir peptittir (Gonzalez-Chavez ve ark., 2009; Moreno-Exposito ve
ark., 2018). Laktoferrin tiikiiriik, gastrointestinal sistem salgilari, gézyasi, burun, safra,
bronsiyal sivilar gibi mukozal salgilarda da bulunmaktadir (Actor ve ark., 2009; Farid
ve ark., 2021; Wang ve ark., 2019). Laktoferrinin, immiin modiilator etkisi,
antimikrobiyal kapasite, antioksidan kapasitesi, anti-inflamatuvar ve antikanserojen
aktivitesi bulunmaktadir (Gonzalez-Chavez ve ark., 2009; Moreno-Exposito ve ark.,
2018). Bu fonksiyonel 6zelliklerinden dolay: laktoferrin besin endiistrisinde, ilag
sektorii ve kozmetik sektoriinde bir bilesen olarak kullanilmaktadir (Janczuk ve ark.,

2022).

1.1. Laktoferrin Yapisi

Laktoferrin, tek bir peptit zincirinde 692 aminoasitten olugsan ve yaklagik 80
kilodalton (kDa) molekiil agirhigina sahip kirmizi renkli bir whey proteinidir.
Laktoferrin amino asit dizisinin transferrin proteini ile yiiksek benzerlige sahip olmasi
nedeni ile laktotransferrin olarak da adlandirilmaktadir (Gonzalez-Chavez ve ark.,
2009; Moreno-Exposito ve ark., 2018; Sienkiewicz ve ark., 2022). Laktoferrin memeli
tiirlerinde benzer bir aminoasit dizisine sahiptir. Insan ve inek LF yaklasik %70 sekans
0zdes iken, insan ve sempanze LF neredeyse %97 sekans 6zdesligi paylasmaktadir

(Yount ve ark., 2007).



Sekil 1.1.’de gosterildigi gibi laktoferrin N-lobu ve C-lobu olmak iizere 2 farkl: alt
tinite icermektedir (Sienkiewicz ve ark., 2022). Bu loblarin (N1 ve N2, C1 ve C2) bir
araya gelmesi ile olusan her bir alt iinite, bir demir iyonuna baglanabilmektedir.
Laktoferrin, demir doygunluguna gore ti¢ farkli sinifta kategorize edilmektedir. Diisiik
demir yogunluguna sahip form apolaktoferrin (apo-LF), %30-40 oraninda demir
doygunluguna sahip form dogal (native) laktoferrin ve %70-80 oraninda demir
yogunluguna sahip form hololaktoferrin (holo-LF) olarak adlandirilmaktadir (Baker
ve ark., 2009; Gonzalez-Chavez ve ark., 2009).

Sekil 1.1 Laktoferrinin 3 boyutlu yapisi (Sienkiewicz ve ark., 2022)

1.2. Laktoferrinin Kesfi

Laktoferrinin ilk kesfinin Sorensen ve arkadaglari tarafindan 1940 yilinda yapildigi
belirtilmektedir (Brock, 2012). Ancak laktoferrinin, anne ve inek siitiinden izolasyonu
ve saflastirilmast 1960’11 yillara dayanmaktadir (Derechin ve ark., 1962; Johanson,

1960).



Laktoferrin lizerine yapilan ilk ¢aligma, demir baglayici bir protein olan transferrin
proteinine benzerliginden dolayr bagirsakta demir emiliminde yer alan bir demir
transport proteini ve mukozal dokularda mikrobiyal biliylimenin diizenleyicisi
olmasma odaklanmaktadir (Brock, 2012). Ancak ilerleyen yillarda, laktoferrinin
organizmanin viicut sivilarinda ve nétrofil gibi cesitli hiicrelerde kesfi ile birlikte,
laktoferrinin sistematik etkileri iizerine yapilan ¢calismalarin sayis1 artmigstir. Rumke ve
ark.larmin, 1971 yilinda yaptiklar bir calismada kanserli bireylerin serum laktoferrin
diizeylerinin artisi, laktoferrinin bir kanser biyobelirteci olarak diisiiniilmesine yol
acmistir (Rumke ve ark., 1971). Laktoferrinin rekombinant olarak tiitiin, patates,
piring, domates ve havug gibi ¢esitli bitkilerde basarili bir sekilde ekspresyonu ile
birlikte endiistriyel olarak kullanimi 6ne ¢ikmistir (Mitra ve ark., 1994).

Rekombinant olarak biiyiik Ol¢ekli iiretimi laktoferrinin besin enddistrisi ve
kozmetik sektoriinde kullanimini kolaylastirmistir. Laktoferrin, Amerika Gida ve Ilag
Organizasyonu (Food and Drug Administration-FDA) ve Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (European Food Safety Agency-EFSA) tarafindan tiiketimi giivenilir ve besin
takviyesi olarak kullanilabilir olarak siniflandirilmaktadir (FDA 2016; EFSA 2012).
Hem hayvanlarda hem de insanlarda, yiiksek doz laktoferrin aliminin iyi tolere edildigi
ve giivenli oldugu rapor edilmektedir (Cutone ve ark., 2020; Kaufman ve ark., 2021).
Bilinen etkilerinden dolayi, laktoferrin ile zenginlestirilen yenidogan formiilleri,
sporcu i¢ecekleri gibi besinlerin yani sira farmasotik ve kozmetik {iriinleri de vardir

(Legrand, 2016; Lonnerdal, 2016).

1.3. Laktoferrinin Metabolizmasi

Laktoferrin, protein yapist nedeni ile insan viicudunda sindirim sonucunda
kiiclik peptitler halinde emilmektedir. Bilindigi iizere, mide ve bagirsak sindirimi 6n

plana c¢ikmaktadir. Laktoferrin, bagirsaklarda bulunan reseptorler araciligi ile



dolasima katilmaktadir. Laktoferrin daha sonra hiicreler tarafindan spesifik olarak
taninan reseptdrler araciligi ile hedef hiicrelere taginarak dolasim sistemine dahil
olabilir. Laktoferrin endositoz yoluyla enterositler tarafindan da emilebilir (Mayeur ve
ark., 2016). Laktoferrin reseptdrleri, bagirsak mukozasinda ve bagirsaktaki lenfatik
doku hiicrelerinin yanisira 6zellikle 16kositler ve makrofajlar gibi bagisiklik sistemi
hiicrelerinde yiiksek oranda bulunmaktadir (Jiang ve ark., 2011; Takeuchi ve ark.,
2006; Yamano ve ark., 2010). Laktoferrin bu sayede fizyolojik etkilerini
gosterebilmektedir. Saglikli insanlarda, laktoferrinin serumdaki diizeyi yaklasik 0,02-
2,00 pg/mL'dir ve enfeksiyon sirasinda hizla 200 pg/mL'ye kadar yiikselebilmektedir
(Embleton ve ark., 2013; Latorre ve ark., 2010).

Yapilan in vivo c¢alismalarda laktoferrinin sindirimi tam olarak
anlagilamamistir (Sanchez ve ark., 1992; van Veen ve ark., 2004). In vivo sindirim
caligmalarinda laktoferrin kaynagi, demir doygunlugu, in vivo modeldeki mide
bosalma hiz1 ve intragastrik pH’nin laktoferrinin sindiriminde 6nemli rol oynadigi
gosterilmistir. Anne siitiinden elde edilen laktoferrinin, inek siitlinden elde edilene
kiyasla sindirime daha direncli oldugu belirtilmektedir (Brines ve ark., 1983; van Veen
ve ark., 2004). Demir doygunlugu yiiksek olan laktoferrinin, apolaktoferrine kiyasla
sindirime daha direngli oldugu rapor edilmistir (Spik ve ark., 1982). Benzer sekilde,
20-22 yasindaki goniilliiler iizerinde gercgeklestirilen baska bir in vivo ¢aligmada inek
stitinden elde edilen laktoferrinin %60'min gastrik sindirimden yapisal olarak
bozulmamis bigimde gectigi bildirilmektedir (Troost ve ark., 2002). Yenidoganlar ve
bebeklerde ise sindirim sisteminin yeterince gelismemis olmasi nedeni ile laktoferrinin
tam olarak sindirilemedigi ve diski Orneklerinde laktoferrine rastlandigi ifade
edilmektedir (Gisbert ve ark., 2009; Spik ve ark., 1982). Oral, mide ve bagirsak olmak
tizere farkli sindirim asamalarinda laktoferrin sindirimini ve sindirim sonucu elde
edilen peptitlerin kimyasal yap1 ve fonksiyonel 6zelliklerini kesin olarak gdsteren bir
in vivo ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle, laktoferrinin ve sindirimi sonucu farkli
sindirim asamalarinda (gastrik ve bagirsak sindirimi) ortaya c¢ikan bilesiklerin

arastirilmasi onerilmektedir (Mayeur ve ark., 2016).



Laktoferrinin in vitro sindirim modellerinde ise insan siitii laktoferrini (hLf) ve
inek siitii laktoferrininin (bLf) enterositleri hedefleyebilecegi, hiicre proliferasyonu ve
farklilagsmasi saglayabilecegini gostermektedir (Akiyama ve ark., 2013; Lonnerdal ve
ark., 2011). Ancak, in vitro modellerde laktoferrinin fonksiyonel o6zellikleri
degisebilmektedir. Ornegin, LF’nin demir baglama kapasitesinin gastrik sindirim
esnasinda %80-90 oraninda azaldigi; antioksidan aktivitelerinin oral ve bagirsak
sindirimine kiyasla 3-8 kat daha fazla oldugu saptanmistir (Wang ve ark., 2017). Bu
sonuglar, in vitro kosullarda mide sindiriminin laktoferrinin fonksiyonel 6zellikleri
tizerinde 6nemli bir etki gosterdigini ve laktoferrinin fonksiyonel olarak aktif formda
emilim boélgelerine iletilmesi i¢in korunmasi gerektigini gostermektedir. Bu nedenle
demir doygunlugunun artirilmasi, polietilen glikol (PEG) ile kaplama ve
mikrokapstilasyon gibi yontemler kullanilarak laktoferrinin, oral ve gastrik (mide)
sindirimden daha az etkilenerek bagirsaklara ulagmasi hedeflenmektedir (Wang ve

ark., 2019).

1.4.  Farkh Siitlerin Laktoferrin Icerikleri

Laktoferrinin diyetteki en 6nemli kaynagi siit iriinleridir. Laktoferrin ile
zenginlestirilmis besin destekleri, yenidogan formiilleri de diyetteki laktoferrin
kaynagi olabilmektedir. Siitte bulunan laktoferrin miktari, tiire ve laktasyon evresine
gore degiskenlik gostermektedir. Laktoferrinin diyetteki temel kaynagi insan ve
hayvan sitleridir. Cizelge 1.1’de gosterildigi iizere kolostrum siitlerinde bulunan
laktoferrin miktari, olgun siitlere kiyasla daha yiiksektir. Ayrica, insan kolostrumu ve
anne siitii diger hayvan kolostrumu ve siitlerine kiyasla daha yiiksek oranda laktoferrin

icermektedir (Wang ve ark., 2019).



Cizelge 1.1 Farkl tiirdeki siitlerin laktoferrin igerikleri (Wang ve ark., 2019)

Biyolojik Sivilar Konsantrasyon (mg/mL)
Insan kolostrum 5.80 £4.30

Inek kolostrumu 0.82 + 0.54

Deve kolostrumu 0.81+0.31

Kec¢i kolostrumu 0.39+0.07

Anne siiti 2.00-3.30

Inek siitii 0.03 — 0.49

Deve siitii 0.06 —0.89

Keci siitii 0.17-0.59

1.5. Laktoferrinin Besin Endiistrisindeki Yeri ve Onemi

Giliniimiizde, insan saglig1 tizerine olumlu etkileri olabilecek olan besin ve besin
bilesenlerinin kullanimina yonelik artan bir ilgi vardir. Potansiyel olarak sagliga
olumlu etkileri olacag diisiiniilen besin ya da besin dgelerinin igslenmesi, paketlenmesi
ve kullanima sunulmasi {izerine bilimsel ¢alismalar artmaktadir. Laktoferrin basta
olmak tizere siit proteinleri son yillarda 6zel bir 6nem kazanmistir (Janczuk ve ark.,

2022; Koirala ve ark., 2023).

Laktoferrinin kiiresel pazardaki degerinin 2014-2020 yillar1 arasinda iki katina
ciktig1 rapor edilmektedir. Diinya genelinde 2021 yilinda inek siitiinden elde edilen
laktoferrin pazarinin 235,9 milyon Amerika Birlesik Devletleri (ABD) dolar
biiylikliigiine sahip oldugu ve bu degerin 2028'de 411,8 milyon ABD dolarina
ulasacaglr oOngoriilmektedir (Janczuk ve ark., 2022). Benzer sekilde, Avrupa
pazarindaki degeri ise 2021°de 15,37 milyon ABD dolar1 iken bu degerin 2026 yilina
kadar 23,53 milyon ABD dolarina ¢ikmasi beklenmektedir (Janczuk ve ark., 2022).

Laktoferrin, besin endiistrisi, 1ila¢ sektorii ve kozmetik sektoriinde

kullanilmaktadir. Besin endiistrisinde; bebek formiilleri, nutrasotikler, fermente siit



trtinleri, iglenmis etler ve diyet takviyelerinde zenginlestirme amaciyla
kullanilmaktadir (Balcdo ve ark., 2013; Conesa ve ark., 2010). ila¢ ve kozmetik
endiistrilerinde ise laktoferrin, herpes veya cilt lezyonlarinin tedavisi, bagisikligin
gliclendirilmesi, demir seviyelerinin artirilmasi, bagirsak mikrobiyotasinin
desteklenmesi ve bakteri iremesinin sinirlanmasinda bir bilesen olarak yer almaktadir

(Janczuk ve ark., 2022).

Laktoferrinin, 2012'den beri Avrupa Birligi (AB) tarafindan bir besin bileseni
olarak kullanimina onay verilmis ve f{riin etiketlerinde belirtilmesi zorunlu hale
getirilmistir (EFSA, 2012). Besin endiistrisinde, sahip oldugu biyolojik fonksiyonlara
gore laktoferrinle zenginlestirilen birgok {irtin bulunmaktadir. Bunlar arasinda bebek
formiilleri, siit ve siit iirlinleri, sakizlar, sekerlemeler, yogurt ve islenmis et iiriinleri
sayilabilir. Laktoferrin, bagisikligi artirmasi ve sindirimi kolaylastirict etkileri
nedeniyle bebek formiillerinde de kullanilmaktadir (Janczuk ve ark., 2022). Ayrica,
antibakteriyel 6zelligi sayesinde islenmis et {iriinlerinde ve antimikrobiyal 6zelligi
sayesinde besinlerin saklanmasinda da kullanilmaktadir (Erdem-Buyukkiraz ve ark.,
2022; Janczuk ve ark.,, 2022). Ancak Tirkiye’de besinlerin laktoferrinle
zenginlestirilmesine yOnelik herhangi bir politika ve laktoferrinle zenginlestirilmis

herhangi bir {iriin bulunmamaktadir.

1.6. Laktoferrinin Biyolojik Fonksiyonlari

Laktoferrinin,  kristal  yapisinin  belirlenmesi,  yapisal  6zelliklerinin
tanimlanmasinda ve olasi1 biyolojik aktivitelerinin agiklanmasinda oncli olmustur
(Anderson ve ark., 1989). Laktoferrinin fizyolojik fonksiyonlarmma yonelik ilk
caligmalar, transferrin proteinine benzerliginden 6tiirii bagirsaklarda demir emilimini
artirmak ve demir yoksunluguna bagli mukozal hasarin Onlenmesine yonelik

caligmalardir. Ancak, ilerleyen zamanlarda, laktoferrinin notrofillerin spesifik



graniillerinde bulunmasinin kesfi ile birlikte, bagisiklik sistemi ve inflamasyondaki
potansiyel etkileri de arastirma konusu olmustur (Brock, 2012). Giincel ¢alismalar,
laktoferrinin bagisiklik sistemi iizerine etkisi, antimikrobiyal ve antibakteriyel
etkinligi, antioksidan kapasitesi, antiinflamatuvar, antikanser ve yara iyilesmesine olan
etkileri lizerine yogunlasmistir (Cutone ve ark., 2020; Gonzalez-Chavez ve ark., 2009;
Janczuk ve ark., 2022; Mayeur ve ark., 2016). Sekil 1.2°de laktoferrinin biyolojik
fonksiyonlar1 gosterilmistir (Cutone ve ark., 2020; Gonzalez-Chavez ve ark., 2009;

Janczuk ve ark., 2022; Mayeur ve ark., 2016) (Sekil 1.2).

Antiviral
Antibakteriyel Antioksidan
Biyolojik
Fonksiyonlar
hm?“"n.. Antiinflamatuvar
modiilatér
Antikanser Yara iyilestirici

Sekil 1.2. Laktoferrinin biyolojik fonksiyonlar1 (Cutone ve ark., 2020; Gonzalez-
Chavez ve ark., 2009; Janczuk ve ark., 2022; Mayeur ve ark., 2016)



1.6.1. Laktoferrinin Antiviral EtKisi

Laktoferrinin, hepatit B (HBV) ve hepatit C viriisii (HCV), insan bagisiklik
yetmezligi viriisii (HIV), insan papilloma viriisii (HPV), influenza ve poliomyelit dahil
olmak iizere ¢ok ¢esitli zarfli ve zarfsiz RNA ve DNA viriislerine kars1 giiglii bir
antiviral yanit sergiledigi belirtilmektedir (Kanwar ve ark., 2012; Kanwar ve ark.,

2011; Ward ve ark., 2005).

Laktoferrinin antiviral etkiyi genellikle viral enfeksiyonun baglangig
asamasinda viriislere dogrudan ya da viriisiin konakg1 hiicreye baglandigi reseptorlere
baglanarak gosterdigi belirtilmektedir (Gonzalez-Chavez ve ark., 2009). Etki
mekanizmasi arastirildiginda laktoferrinin 6zellikle heparan stilfat gibi glikoz amino
glikan yapida olan viral reseptorlere baglanip bunlar1 bloke ederek yaptigi
belirtilmektedir. Bunun sonucunda, viriisiin konak hiicreye girisi 6énlenmektedir (van

der Strate ve ark., 2001).

1.6.2. Laktoferrinin Antibakteriyel Etkisi

Laktoferrinin Candida albicans, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus canis,
Streptococcus pyogenes, Streptoccoccus agalactiae, Streptoccoccus zooepidemicus,
Proteus mirabilis ve Yersinia pestis gibi ¢ok sayida bakteriye karsi antibakteriyel
potansiyel gosterdigi rapor edilmistir (Gonzalez-Chavez ve ark., 2009; Kutila ve ark.,
2003). Laktoferrin bakteriler, mantarlar, parazitler ve viriisler dahil olmak iizere bir¢cok
patojene etki gosterdigi bulunmustur (Baker ve ark., 2009; Valenti ve ark., 2005).
Laktoferrinin antibakteriyel etki mekanizmasi, demir doygunluk durumuna baglh
olarak degigmektedir. Laktoferrinin demirden zengin olan formu holo-LF’te bulunan

demir, proteinin baglanma yerlerinde tutularak bakterilerin demire erigsmesini
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Onleyerek bakterilerin biiylimelerini engeller ve ¢ogalmalarini kisitlar. Ek olarak,
laktoferrinde bulunan demir baglama bolgeleri, bakteri hiicre duvarlarina baglanarak
hiicre duvar biitiinliiklerini bozdugundan bakteri 6liimiine yol agmaktadir. Bunun ile
birlikte laktoferrin yliksek katyonik yapisi sayesinde gram-negatif bakterilerin negatif
yikli lipopolisakkaritleri ile dogrudan etkilesime girerek antibakteriyel etki
gostermektedir (Ellison ve ark., 1988).

1.6.3. Laktoferrinin immiin Sistem Uzerine EtKkisi

Laktoferrinin immiin modiilator, yani bagisiklik diizenleyici islevi kapsamli bir
sekilde arastirilmis ve beslenme faydalari nedeni ile 6nemli bir 6zellik olarak kabul
edilmistir. Bu 6zellikleri nedeni ile besin ve ila¢ endiistrisinde daha fazla dikkat

cekmistir (Ashraf ve ark., 2023).

Yapilan in vitro ve in vivo arastirmalar, laktoferrinin birden fazla mekanizma yolu
ile immiin modiilator etkileri oldugunu diisiindiirmektedir. Molekiiler mekanizmalar1
net olmamakla birlikte laktoferrinin hem adaptif hem de dogal bagisik yanitlarin
olusmasini dogal olarak tetikleyen bir immiinolojik araci oldugu diisiiniilmektedir
(Actor ve ark., 2009; Legrand ve ark., 2010). Laktoferrinin, immiin hiicrelerin
fizyolojik fonksiyonlarini, olgunlasmasini ve migrasyonunu molekiiler diizeyde
modiile edebildigi rapor edilmistir (Legrand ve ark., 2005). Antijen sunan hiicreleri
(B-lenfositleri) aktive ederek antikor yanitini uyardigi ve daha sonra T-lenfositleriyle
etkilesime girdigi, boylece T hiicre Onciillerinin yetkin yardimci hiicrelere

olgunlagmasina yol actig1 bildirilmektedir (Kawasaki ve ark., 2000).
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1.6.4. Laktoferrinin Antikanser EtKisi

Kanser, bir¢cok bilinmeyen ve etyolojik faktorlere bagli olarak hiicrelerin
kontrolsiiz ve anormal ¢gogalmasi ile sonuglanan ¢oklu mekanizmali bir kronik stiregtir.
Laktoferrin ve laktoferrinin sindirimi ile meydana gelen peptitlerin farkli kanser
tiirlerine kars1 koruyucu etkilerinin altinda yer alan mekanizmalar net olmamakla
birlikte bu konuda farkl1 hipotezler bulunmaktadir. Yapilan in vitro ¢caligmalarda farkl
dozlarda laktoferrinin hiicre hatlarinda hiicre canliligini, hareketliligini ve
invazyonunu azalttig1 ve apoptozu tetikledigi rapor edilmistir (Li ve ark., 2020; Li ve

ark., 2017).

1.6.5. Laktoferrinin Yara Iyilesmesi Uzerine Etkisi

Yaralanma durumunda epitel hiicrelerden viicut sivilarina salgilanan demir
baglayict bir glikoprotein olan laktoferrin, ilk inflamatuvar fazi artirarak cilt yara
tyilesmesini desteklemektedir. Laktoferrin, anti-inflamatuvar ozellikleri sayesinde
yaralanma durumunda konagin gosterdigi asirt bagisiklik tepkisini nétralize
etmektedir. Bununla birlikte, laktoferrinin dogrudan hem graniilasyon dokusu
olusumunu hem de yeniden epitelizasyonu destekledigi belirtilmektedir. Laktoferrinin,
fibroblastlarin ve keratinositlerin ¢ogalmasini ve yara bolgesine dogru hiicre gociinii
ve kolajen gibi hiicre disi matris bilesenlerinin sentezini de uyardigi gosterilmistir

(Takayama ve ark., 2012).
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1.6.6. Laktoferrinin Oksidatif Stres Uzerine EtKkisi

Oksidatif stres, obezite, tip 2 diyabet, kanser, norodejeneratif hastaliklar,
ateroskleroz, yaslanma ve patojenlere karst savunma gibi bazi kronik dejeneratif
bozukluklarin gelisiminde rol oynamaktadir (Marnett 2000; Misonou ve ark., 2000).
Laktoferrin, metal iyonlarin1 baglama kapasitesine sahiptir. Oksidatif stres durumunda
doku ve hiicrelerden salinan reaktif oksijen tiirlerinin (Reactive Oxygen Species-ROS)
miktar1 artmaktadir. Ayrica, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu gibi demir katalizli
reaksiyonlar da ROS seviyelerini artirmaktadir. Laktoferrin ise demir selasyonu
araciligiyla bu reaksiyonlarin azaltilmasinda rol oynamaktadir (Fillebeen ve ark.,
2001). Farkli dozlarda laktoferrinin (25-100 pg/mL) in vitro kosullarda H>O»
tarafindan indiiklenen oksidatif strese karsi hiicre i¢i ve hiicre disi hidrojen peroksit
seviyelerini diigiirerek koruyucu etkileri oldugu saptanmistir (Safaeian ve ark., 2015).
Laktoferrin ayrica, antioksidan enzimler olan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimlerin seviyelerini artirarak da oksidatif
strese kars1 koruyucu etki gosterebilmektedir (Gonzalez-Chavez ve ark., 2009;

Moreno-Exposito ve ark., 2018).

1.7. Oksidatif Stres

Viicutta diyet ile alinan besinlerin sindirimi, alkol ve ilaglarin metabolizmasi,
solunum gibi metabolik siireclerin sonucunda serbest radikaller olugsmaktadir. Olusan
serbest radikaller belirli bir konsantrasyona kadar hiicre sinyalizasyonu ve gen
ekspresyonunun diizenlenmesi gibi fizyolojik siireglerde rol alirken, yiiksek
konsantrasyonlarda hiicresel bilesenler olan DNA, lipit ve proteinlerde hasara yol
acmaktadir. Dogal siiregler ya da ¢evresel etkenlere maruziyet sonucunda olusan
serbest radikaller ve viicudun savunma mekanizmasi olan antioksidan savunma sistemi

arasinda bir denge bulunmaktadir. Ancak, bu dengenin olusan ROS artis1 ya da
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antioksidan savunma sisteminin yetersiz kalmasi ile oksidatif stres meydana

gelmektedir (Lobo ve ark., 2010; Sharifi-Rad ve ark., 2020; Valko ve ark., 2007).

Oksidatif stres, obezite, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, ndérodejeneratif
hastaliklar ve kanser gibi kronik hastaliklarin patogenezinde Onemli bir rol
oynamaktadir (Sharifi-Rad ve ark., 2020; Valko ve ark., 2007). Artan islenmis besin
tilketimi ve diizenli fiziksel aktivite eksikligi ile karakterize edilen modern yasam
tarzinin, oksidatif stres indiiksiyonunda o6nemli bir rol oynadigi caligmalarda

gosterilmektedir (Sharifi-Rad ve ark., 2020; Valko ve ark., 2007).

1.7.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikaller, dis ydriingelerinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron
iceren molekiiler yapilardir. Bu molekiiller, oksijenin kismen indirgenmesi sonucu
olusan kisa dmiirlii ve giiclii oksidan 6zelliktedir. Serbest oksijen radikalleri baska bir
radikalle veya radikal olmayan bir ajanla birleserek molekiiler diizeyde bir¢ok

biyolojik etkiye yol acabilmektedir (Birben ve ark., 2012; Lobo ve ark., 2010).

Viicutta endojen ve ekzojen olmak iizere iki farkli serbest radikal tiirii
bulunmaktadir. Hiicresel solunum, sindirim gibi metabolik siire¢cler sonucunda
endojen reaktif oksijen tiirleri meydana gelirken; ila¢ toksisitesi, sigara dumani,
ultraviyole radyasyon, hava kirliligi, yogun fiziksel aktivite, alkol tiiketimi gibi
cevresel etmenler sonucunda da ekzojen ROS’lar tiretilmektedir (Birben ve ark., 2012;
Lobo ve ark., 2010). Reaktif oksijen tiirleri Sekil 1.3’te 6zetlenmistir (Sharifi-Rad ve
ark., 2020).
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Sekil 1.3. Reaktif oksijen tiirleri (Sharifi-Rad ve ark., 2020)

1.7.1.1.Endojen Oksidan Ajanlar

Reaktif oksijen tiirleri, normal hiicresel metabolizmanin bir sonucu olarak
molekiiler oksijenden iiretilmektedir. Bir veya daha fazla eslesmemis elektron iceren
ve bu nedenle molekiiler reaktif olan molekiillere serbest radikaller denir. Iki serbest
radikal, eslesmemis elektronlarini paylastiginda, radikal olmayan formlar meydana
gelmektedir. Siiperoksit anyonu (O2"), hidroksil radikali (OHe) ve hidrojen peroksit
(H202) olmak iizere fizyolojik olarak oneme sahip ii¢ temel ROS bulunmaktadir
(Birben ve ark., 2012). Bu endojen oksidan ajanlarin meydana getirdigi reaksiyonlar

Cizelge 1.2°de 6zetlenmistir (Birben ve ark., 2012).

15



Cizelge 1.2 Baslica endojen oksidan ajanlar (Birben ve ark., 2012)

Oksidan Formiilii | Reaksiyon

Stiperoksit anyon 0»- NADPH +2 O, +» NADP" +2 Oy + H*
20, +H' - 02+ H202

Hidrojen peroksit H>0O» Hipoksantin + H2O + Oz < ksantin + H>O»
ksantin + H,0 + Oz « {irik asit + H2O»

Hidroksil radikali OH- Fe?" + H,0, — Fe® + OH- + OHe

Hipoklordz asit HOCI H>O2 + ClI" — HOCI + H20

Peroksil radikali ROQO- Re + 02 — ROO-

Hidroperoksil radikali | HOO 02 + HoO «> HOO" + OH"

Stiperoksit anyonu (O»-), molekiiler oksijene bir elektronun eklenmesi ile
olusur. Siiperoksit anyonu baslica hiicrenin adenozin trifosfat (ATP) iiretimi olan
mitokondride meydana gelir. Normal sartlarda, elektronlar mitokondriyal elektron
tasima zinciri (ETZ) araciligi ile oksijenin suya indirgenmesi i¢in transfer edilir, ancak
tiim elektronlarin yaklasik %1-3'"li sistemden sizar ve siiperoksit anyonu iiretir (Miller
ve ark., 1990). Siiperoksit anyonu, siiperoksit dismutaz enzimlerinin (SOD) etkisi ile
hidrojen peroksite doniistiiriiliir. Hidrojen peroksit ayrica metabolik reaksiyonlarda
molekiiler oksijenin kullanilmasi ile ksantin oksidaz, amino asit oksidaz ve NAD(P)H
oksidazi tarafindan da tretilebilmektedir. Hidrojen peroksit, Haber-Weiss ve Fenton
reaksiyonlar1 sonucunda, ortamda Fe?* veya Cu?" gibi metallerin varliginda hidroksil
(OH") iyonuna doniismektedir (Fenton 1894; Haber ve ark., 1997; Miller ve ark.,
1990).

Stiperoksit anyonu (O2-), hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek hidroksil
radikali (OHe) olusturabilmektedir. En reaktif ROS tiirevi olan hidroksil radikali
(OHe) protein, lipit, DNA gibi hiicresel bilesenlere zarar verebilmektedir. Kloriir
iyonunun varliginda, hidrojen peroksit (H>O>) hipokloréz asite (HOCI) doniistiiriiliir.
Hipokloréz asit (HOCI) yiiksek derecede oksidatif bir madde olup, solunum

yollarindaki patojenlerin dldiiriilmesinde 6nemli bir rol oynayabilir. Ancak, reaktif
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olarak aktif olan hipoklordz asit (HOCI) DNA ile reaksiyona girerek DNA-protein
etkilesimlerine ve pirimidin oksidasyonuna yol acabilmektedir (Birben ve ark., 2012;

Lobo ve ark., 2010).

Diger oksijen tiirevi serbest radikaller peroksil radikalleridir (ROOe¢). Bu
radikallerin en basit formu olan hidroperoksil radikali (HOOe) yag asidi
peroksidasyonunda rol oynar. Serbest radikaller, yan zincir metilen karbonundan bir
hidrojen atomunu calarak lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonlarini tetikleyebilir
(Birben ve ark., 2012; Lobo ve ark., 2010; Sharifi-Rad ve ark., 2020). Lipid radikali
daha sonra oksijenle reaksiyona girerek peroksil radikal (ROOe) iiretir. Peroksil
radikal (ROQe¢) baslattig1 zincir reaksiyonu ile ¢oklu doymamis yag asitlerini lipid
hidroperoksitlere doniistiiriir. Kararsiz yapida olan lipid hidroperoksitler hizli bir
sekilde aldehitler ve malondialdehitler (MDA) gibi ikincil {irlinlere ayrisir. Metabolik
siirecler sonucunda olusan hidrojen peroksit, siiperoksit radikal, oksitlenmis glutatyon
(GSSG), malondialdehit (MDA), izoprostanlar, karboniller ve nitrotirozin gibi liriinler
oksidasyonun biyobelirtecleri olarak standartlastirilmis testler araciligi ile plazma,
kan, idrar 6rneklerinden kolayca dlgiilebilirler (Aslankog ve ark., 2019; Valko ve ark.,
2007).

1.7.1.2. Ekzojen Oksidan Ajanlar

Sigara duman, ultraviyole (UV) radyasyonu, agir metal iyonlari, alerjenler, ilaglar
veya toksinler, kirleticiler, bocek ilaglar1 gibi ¢evresel tetikleyicilerin tiimii, hiicrelerde
ROS iiretiminin artmasina katkida bulunan ekzojen oksidan ajanlardir (Antunes Dos

Santos ve ark., 2018; Mahajan ve ark., 2018).
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Sigara dumani birgok oksidan ve serbest radikal ile siiperoksit ve nitrik oksit gibi
organik bilesikler icermektedir. Sigara dumaninin akcigerlere inhalasyonu sonucu,
notrofil ve makrofaj birikimine yol acgarak oksidan hasar1 artirmaktadir. Bu yol
aracilig ile sigara, oksidan hasar1 daha da arttiran bazi endojen mekanizmalar aktive

eder (Valavanidis ve ark., 2009).

Iyonize radyasyon, hidroksil radikallerini, siiperoksitleri ve organik radikalleri
organik hidroperoksitlere ve hidrojen peroksite doniistiirerek etki eder. Daha sonra
peroksitler, ikincil oksidatif aktivite ile redoks reaksiyonlari yoluyla hiicresel diizeyde

demir (Fe) ve bakir (Cu) metal iyonlar1 ile reaksiyona girer (Spitz ve ark., 2004).

Ultraviyole radyasyon (UV) riboflavin, porfirinler ve NADPH-oksidaz1 uyararak
oksidatif reaksiyonlari tetikler, ana sonucu 8-okso-guanin liretimi ve maruz kalmanin
kesilmesinden sonra hiicre i¢i glutatyon (GSH) seviyesinin diismesi ve normale

donmesidir (Marchitti ve ark., 2011).

Agir metaller, serbest radikallerin {iretiminde énemli bir rol oynar. Demir, bakir,
kadmiyum, nikel, arsenik ve kursun, Fenton veya Haber-Weiss tipi reaksiyonlarla
serbest radikalleri indiikleyebilir, ancak ayn1 zamanda metal iyonlar1 ve benzer etkilere
sahip hiicresel bilesikler arasindaki dogrudan reaksiyonlarla Ornegin tiyol tipi

radikallerin iiretimi ile indiikleyebilir (Sciskalska ve ark., 2014).

1.7.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, oksidatif strese bagli gelisen hasar1 6nleyerek serbest radikal zincir

reaksiyonlarmin onlenmesinde rol oynarlar. Antioksidanlar kimyasal yapilarina,
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viicutta sentezlenme durumlarina ya da suda ¢Oziinme durumlarma gore
siiflandirilabilmektedir. Viicutta sentezlenebilen antioksidanlar endojen olarak
isimlendirilirken, diyetle alinan antioksidan kaynaklar ekzojen olarak
adlandirilmaktadir. Viicutta sentezlenebilen antioksidanlar, enzim yapida olan ve

enzim yapida olmayan antioksidanlar olarak alt siniflara ayrilmaktadir (Birben ve ark.,

2012; Sharifi-Rad ve ark., 2020).

Endojen yapida olan enzimatik antioksidanlar, hiicrelerde sentezlenebilmektedir.
Bilinen en 6nemli enzimatik antioksidanlar siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz, Glutatyon-S-Transferaz’dir. Bunun aksine, ekzojen antioksidanlarin
Okaryotik hiicrelerde sentezlenmesi miimkiin olmadigindan diyet yoluyla
alinmaktadir. Diyette bulunan sebze ve meyvelerden alinan askorbik asit, E vitamini,
karoten gibi dgeler ekzojen antioksidan kaynaklara Grnektir (Birben ve ark., 2012;

Sharifi-Rad ve ark., 2020).

Antioksidanlarin etki mekanizmalar1 birbirinden farklilik gdsterebilmektedir.
Literatiir incelendiginde antioksidanlarin;

1. Reaktif oksijen tiirlerinin temel kaynagi olan oksijeni ortamdan uzaklastirarak
ya da ROS’larin ortamdaki konsantrasyonunu azaltarak,

2. Katalitik metal iyonlarini ortamdan uzaklastirarak,

3. Siiperoksit anyonu ya da hidrojen peroksit gibi dnemli ROS’lar1 ortamdan
uzaklagtirarak ya da metabolizma agisindan daha zayif molekiillere ¢evirerek,

4. Serbest radikal hasarina yol acan zincirleme reaksiyonlarin olugmasini
engelleyerek ya da serbest radikallerin indiikledigi hasar1 onararak etki

gosterdigi belirtilmektedir (Ozcan ve ark., 2015; Valko ve ark., 2007).

Sekil 1.4’te antioksidan savunma sisteminde rol oynayan enzim yapili olan ve

enzim yapili olmayan antioksidanlar 6zetlenmistir (Sharifi-Rad ve ark., 2020).
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Sekil 1.4. Antioksidan savunma sistemi (Sharifi-Rad ve ark., 2020)

1.7.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar, serbest radikaller iistiinde dort farkli seviyede etki
gostermektedir. Antioksidan sistemde rol oynayan antioksidanlar, serbest radikallere
kars1 Onleyici, serbest radikalleri ortamdan siipiiriicii, serbest radikallerin yol actig1
hasara kars1 onarim ve serbest radikallere karsi adaptasyon olmak iizere farkl

seviyelerde gorev yaparlar (Ighodaro ve ark., 2019; Lobo ve ark., 2010).

Ik savunma hatt1, serbest radikal olusumunu Onleyici antioksidanlardir. Bu
tepkimeleri bastirmak i¢in bazi antioksidanlar, serbest radikal olugmadan Once
hidroperoksitleri ve hidrojen peroksitleri daha zararsiz olan alkollere ve suya
indirgerler ve baz1 proteinler metal iyonlarini hapsedetler. ikinci savunma hatt1, aktif
radikalleri ortamdan siipiirerek zincir reaksiyonun baglamasini baskilamak ve/veya

gelisen zincir reaksiyonunu kesmek igin rol oynayan antioksidanlardir. Ugiincii
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savunma hatt1 ise serbest radikallerin yol agtig1 hasara karsi onarici gorev alan
antioksidanlar1 kapsamaktadir. Dordiincli savunma hatt1 antioksidanlarin gorevi ise,
temel olarak serbest radikallerin olusumunu veya tepkimeye girmesini dnlemek i¢in
gerekli sinyalleri kullanan bir adaptasyon mekanizmasini igerir (Ighodaro ve ark.,

2019; Lobo ve ark., 2010).

1.7.2.1.1. Siiperoksit Dismutaz

Hiicrelerde bulunan en giiglii antioksidan olan siiperoksit dismutaz (SOD) bir
detoksifikasyon enzimidir (Ighodaro ve ark., 2019; Wang ve ark., 2018). Siiperoksit
dismutaz enziminin bir metalloenzim olarak aktivite gostermesi i¢in metal kofaktor
gerektirmektedir. Gerekli olan metal iyonlarinin tiiriine bagli olarak SOD’nin ¢esitli
formlar1 bulunmaktadir. Siiperoksit dismutaz ile baglanan metal iyonlar1 demir (Fe),
¢inko (Zn), bakir (Cu) ve manganezdir (Mn). Bu baglamda, SOD'ler ii¢ formda
siiflandirilmaktadir. Bu izoenzimlerin yaygin olarak bulundugu yapilar birbirinden
farklilik gostermekte olup, gorevleri itibariyle benzer rollere sahiptirler.

(1) Fe-SOD; prokaryotlar ve bazi bitkilerin kloroplastlarinda,

(11) Mn-SOD; prokaryotlar ve bazi 6karyotlarin mitokondrilerinde,

(i)  Cu/Zn-SOD; dkaryotlarda yaygin olarak bulunmaktadir (Ighodaro ve ark.,

2019).

Stiperoksit dismutaz, ROS’lara kars1 birinci basamak savunma sisteminin bir
bileseni olarak gorev yapmaktadir. Siiperoksit dismutazin en temel gorevi hiicrelerde
ROS’larin temel kaynagi olan siiperoksit anyon molekiiliiniin (O2¢-), hidrojen peroksit
(H202) ve molekiiler oksijene (O2) doniismesini katalize etmektir. Daha sonraki
asamada katalaz (CAT), glutatyon peroksidazlari (GPX'ler) ve PRX'ler hidrojen
peroksiti suya doniistiiriirler. Hidrojen peroksit, redoks-aktif metallerle (6rnegin

demir) reaksiyona girerek Fenton/Haber-Weiss reaksiyonu araciliiyla hidroksil
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radikalini (OHe) olusturabilir. Siiperoksit anyon molekiilii (O2¢-) ve nitrik oksit (NOe¢)
arasindaki reaksiyon ONOO-'yi {iretir ve bu da NO2e, OHe, CO3+- gibi yiiksek
derecede oksitlenmis ara iirlinlerin yani sira nihayetinde kararli NO3—'e yol acar. Bu
nedenle, yiikseltilmis O2e- seviyeleri NOe biyoerisilebilirligini azaltabilir ve
ONOO-toksisitesi olusturabilir. O2e- tek basmna proteinlerin demir-kiikiirt
merkezlerinde ferrdz demir (Fe*") olusumuna neden olarak enzim inaktivasyonuna ve
buna bagh olarak enzimlerden Fe?" kaybina yol agabilir. Bu durum da Fenton
kimyasini besler. O2e- protonasyonu, daha reaktif hidroperoksi radikalini (HO:¢)
olusturabilir (Sekil 1.5) (Wang ve ark., 2018).

0,

€

ONOO «Lm@% H0, AL 1,0

]
: /[4Fe 4S*
1
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NO; OH’ HO,
CO; NO; [4Fe- 4533
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Sekil 1.5. Siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyon (Wang ve

ark., 2018)

1.7.2.1.2. Glutatyon Peroksidaz

Hiicre i¢inde hidrojen peroksitleri (H2O>) suya ve lipid peroksitleri de uygun alkol
sekillerine doniistiiren 6nemli bir enzim olan glutatyon peroksidaz (GPx), genellikle
mitokondrilerde ve bazen de sitozollerde faaliyet gosterir. Koenzim olarak selenyum

minerali, GPx enziminin bir bilesenidir. Bu nedenle GPx selenosistein peroksidazi
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olarak adlandirilir. Enzim, lipid peroksidasyon siirecini engelleyerek hiicreleri

oksidatif stresten korur (Lubos ve ark., 2011).

Insanda en az sekiz GPx enzimi oldugu belirtilmektedir. Glutatyon peroksidazlar
arasinda GPx1, en yaygin selenoperoksidaz olarak isimlendirilir ve nerede ise tim
hiicrelerde bulunmaktadir. GPx2, bagirsakta daha ¢ok bulunur. GPx3, diger dokulara
kiyasla bobrekte temel bir konumdadir, ancak ayni zamanda bir glikoprotein olarak
ekstraseliiler sivilarda da bulunur. GPx4, genellikle fosfolipid hidroperoksit olarak
kabul edilir ve substrat 6zgiilligiinde farklilik gdsteren bir monomerdir. Bu, Gpx4'iin
fosfolipid hidroperoksitlerini par¢alayan tek GPx enzimi olmasi nedeniyle ortaya
cikar. Enzimin ayrica, oksidatif stresin apoptotik yanitini diizenleyen mitokondriyal
bir izoformu vardir ve sperm olgunlagmasinda peroksidaz bagimsiz yapisal bir rolii
vardir. Hem insan hem de kemirgen GPx5 ve kemirgen GPx6’nin diger glutatyon
peroksidazlarindan bagimsiz olarak aktiviteleri selenyumdan bagimsizdir (Dringen ve

ark., 2005; Lubos ve ark., 2011).

Sekil 1.6.’da glutatyon peroksidaz enziminin glutatyon redoks tepkimesindeki rolii
Ozetlenmistir (Alamu ve ark., 2020). Glutatyon peroksidaz (GPx), substrat olarak
indirgenmis glutatyon (GSH) kullanarak enzimatik olarak H>O>'yi1 H>O'ya doniistiiriir
ve bu daha sonra proseste oksitlenmis formu olan glutatyon disiilfiire (GSSG)
doniistiiriilir. Glutatyon disiilfiir, glutatyon rediiktaz enzimini igeren ikinci bir
reaksiyonda tekrar GSH'ye doniistiiriiliir. Glutatyon rediiktaz, bu reaksiyon sonucunda

hiicre i¢i GSH/GSSG oranini diizenler (Dringen ve ark., 2005; Lubos ve ark., 2011).
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Sekil 1.6. Glutatyon peroksidaz enziminin glutatyon redoks tepkimesindeki rolil

(Alamu ve ark., 2020)

1.7.2.1.3. Glutatyon-S-Transferaz

Glutatyon-S-Transferazlar (GST), endojen veya eksojen kaynakli elektrofilik ve
hidrofobik 6zellik gosteren bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu saglayarak bu
molekiillerin daha az toksik metabolitlere donilistimiinii ve/veya daha kolay atilabilen
formlara doniisiimiinii katalizleyen bir detoksifikasyon enzimidir (Hayes ve ark., 2005;

Mazari ve ark., 2023).

Glutatyon-S-Transferaz, genellikle 23-28 kDa agirliginda olup, konumuna gore
sitozolik GST, mitokondriyal GST ve mikrozomal GST olmak iizere {i¢ farkli sinifa
ayrilmaktadir (Hayes ve ark., 2005; Mazari ve ark., 2023). En biiyiik aileyi olusturan
sitozolik GST, amino asit dizileri ve diger yapisal benzerliklerine gore alfa (A), mu
(M), omega (O), pi (P), sigma (S), teta (T) ve zeta (Z) olmak iizere yedi sinifa ayrilir
(Townsend ve ark., 2003). Glutatyon-S-Transferazlar, doymamis aldehitler ve
hidroperoksitler gibi ikincil metabolitlerin etkisiz hale getirilmesinde gorev
almaktadir.  Glutatyon-S-Transferaz, bir biyotransformasyon enzimi olup,

zehirsizlestirme reaksiyonlari, organizmayi karsinojenik bilesimler ile bu bilesimlerin
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dokudaki ve kandaki toksik etkilerinden korumak gibi yararl etkileri bulunur. Bu
etkilerinin yani sira, GST’ler hiicre sinyali, translasyon sonrasi modifikasyonlar ve
kemoterapotik ilag direnci gibi diger onemli fonksiyonlarda da goérev almaktadir

(Hayes ve ark., 2005; Mazari ve ark., 2023).

Glutatyon-S-Transferaz enzimi ksenobiyotik biyotransformasyon yolaginda gorev
almaktadir. Ekzojen ya da endojen kaynakli toksik molekiiller, hiicre i¢ine girdikten
sonra detoksifikasyon sisteminin farkli enzimleri tarafindan hedeflenmektedir.
Lipofilik molekiiller, Faz I enzimleri, yani Sitokrom P450'ler tarafindan metabolize
edilir. Glutatyon-S-Transferazlar ise aktif ksenobiyotikleri GSH ile konjuge ederek
daha zararsiz bilesenlere doniistiiriir ve son asamada faz III enzimleri tarafindan hiicre

disina atilir (Hayes ve ark., 2005).

1.7.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Diisiik molekiiler agirlikli baz1 kimyasal molekiiller de dogrudan antioksidan
gorevi gorebilmektedir. Enzimatik yapili olmayan bu molekiillerden bazilarinin
stirekli olarak diyetle alinmasi gerekirken bazilari Okaryotik hiicreler tarafindan
sentezlenebilmektedir. Buna gore enzimatik yapili antioksidanlar da eger okaryotik
hiicre tarafindan sentezlenebiliyorsa endojen; diyetle siirekli alinmasi gerekiyorsa

ekzojen olarak adlandirilmaktadir (Sharifi-Rad ve ark., 2020).

Enzimatik yapili olmayan endojen antioksidanlara glutatyon ve tioredoksin (TRx)
ornek verilebilir. Bu molekiiller, enzimatik yardim olmaksizin dogrudan gii¢lii ROS
siptiriiclileri (OH, H»O», organik peroksitler ve ONOO dahil) olarak hareket
etmektedir (Kocot ve ark., 2017; Liu ve ark., 2018).
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Enzimatik yapili olmayan ekzojen antioksidanlarin diyet yoluyla siirekli olarak
alinmas1 gerekmektedir. Bu smif antioksidanlara 6rnek olarak karotenoidler, C ve E

vitaminleri verilebilir (Sharifi-Rad ve ark., 2020).

Askorbik asit (AA) olarak bilinen C vitamini, yiiksek elektron verme giicii nedeni
ile iki elektronlu oksidasyona ugrayarak dehidroaskorbik asit (DHA) olusturabilir
(Kocot ve ark., 2017). Olusan dehidroaskorbik asit DHA, GSH- veya Trx'e bagh
mekanizmalar tarafindan aktif AA formuna yeniden sentezlenebilmektedir. Askorbik
asit, giinliilk diyette portakal, mandalina, limon gibi narenciye meyveleri ve taze
sebzelerin yani sira supleman ile de alinmaktadir (Amir Aslani ve ark., 2016). Askorbit
asit, oksitlenmis E vitamini, GSH ve karotenoidler ile birlikte hem dogrudan hem de
is birligi icinde ROS’u ortamdan siiplirmekte gorev almaktadir (Sharifi-Rad ve ark.,
2020).

E Vitamini, diyette ¢cogunlukla bitkisel yaglar, findik ve balikta bulunan, yagda
¢ozlinen bir vitamindir. Farkli formlara sahip olan E vitamininin en yiiksek antioksidan
kapasiteye sahip olan formu a-tokoferoldiir. Bu form araciligi ile E vitamini siiperoksit
anyonu ve peroksil radikalleri dahil olmak {izere ROS'un siipiiriilmesinde gorev
almaktadir (Salehi ve ark., 2020). Benzer sekilde, A vitamini Onciilii olan

karotenoidler de ortamdan ROS’larin siipiiriilmesinde gorev alir (Liu ve ark., 2018).

1.8. Glukoz Transportu

Glukoz, sindirim sonrasi ince bagirsakta bulunan enterosit hiicreleri aracilig ile
emilmektedir. Monosakkaritler hidrofilik olduklar: i¢in, hiicre zarlarin1 pasif olarak

gecemezler. Dolayisi ile glukoz, galaktoz ve fruktozun emilimi i¢in, enterositlerde
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liiminal firga kenar1 membran ile bazolateral membran arasinda tasiyici proteinler

gereklidir (Koepsell, 2020).

Kompleks karbonhidratlar ince bagirsaga ulagtiginda, barsak mukozasindan
gecebilmesi i¢in glukoz veya galaktoz gibi monosakkaritlere hidrolize edilirler.
Glukozun emilimi, liiminal fir¢a kenar1 membraninda, iki sodyum (Na+) molekiiliinii
bir glukoz molekiilii ile birlestiren sodyum glukoz transport protein-1 (SGLT1) adli
membran proteini araciligi ile olur. Glukozun bazolateral membran yiizeyinden ¢ikisi
kolaylagtirilmis bir glukoz tasiyicisi olan glukoz transport protein-2 (GLUT2) aracilig1
ile gerceklesir (Roder ve ark., 2014). Glukozun emilimi GLUT2 gibi diger tasiyicilar
tarafindan ayarlanabilir (Ait-Omar ve ark., 2011; Boudry ve ark., 2007). GLUT2'nin
sitoplazmik vezikiillerden apikal membrana translokasyonu, enterositin glukoz alim
kapasitesini 6nemli ol¢iide arttirir. Bu nedenle, SGLT1 ve GLUT2 aktivitelerini
etkileyen herhangi bir faktor, glukozun emilimini ve metabolizmasini da degistirebilir

(Grefner ve ark., 2015; Zheng ve ark., 2012).

Obezite ve diyabet gibi kronik hastaliklar ¢oklu faktorler tarafindan indiiklenen bir
metabolik hastalik olmasina ragmen, temel olarak enerji alimi ve harcamasi arasindaki
dengesizlikten kaynaklanmaktadir. Enerji alimi, bagirsak epitelyal hiicrelerin firca
kenar1 membrani tarafindan emilen besin miktar1 ile sonrasinda mezenterik kapiller ve
lakteallere tasinan besin miktarina baglidir. Obezite ve diyabette enterosit hiicrelerden
glukoz emiliminin diizeyi ve hizi 6nemlidir. Enterosit hiicrelerinde glukoz aliminin
farmakolojik olarak kontrol edilebildigi goOsterilmistir. Bu nedenle asir1 glukoz
alimmnin secici olarak inhibe edilmesi ya da glukoz emiliminin yavaglatilmasi,
hiperglisemiye bagli gelisen kronik hastaliklarin dnlenmesi ve tedavisinde etkin bir

stratejidir (Chen ve ark., 2016; Koepsell, 2020).
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1.8.1. Glukoz Transportunun Saptanmasi

Diyabette, insiiline yanit olarak periferik dokulara glukoz aliminin artirilmasinda
defektler bulunmakta ve bu da dolasimda kronik olarak yiiksek glukoz seviyelerine
yol agmaktadir (Friedman, 2002). Mevcut anti-diyabetik ila¢ arastirmalarinin odak
noktasi, hiicre glukoz alim oranini uyarmak i¢in potansiyel insiilinomimetik etkileri

olan bilesiklerin gelistirilmesi ve taranmasidir (Ball ve ark., 2002).

Literatiir incelendiginde glukoz transportunun saptanmasi i¢in birka¢ farkli
yontemin bulundugu goriilmektedir. YoOntemlerin avantaj ve dezavantajlar
bulunmakla birlikte kullanimlar1 deney kosullarina gore degiskenlik gostermektedir.
Bu yontemler arasinda radyoaktif isaretli glukoz yontemi (3H-glukoz, 14C-glukoz),
floresan isaretli glukoz analogu 2-deoksi-2-[(7-nitro-2,1,3- benzoksadiazol-4-yl)
amino]-D-glukoz (2-NBDG) yontemi, glukoz transport proteinleri olan SGLT1 ve
GLUT?2 diizeylerinin saptanmasi yer almaktadir (Scheepers ve ark., 2004; Yamada ve
ark., 2000; Yamamoto ve ark., 2015; Zou ve ark., 2005).

Radyoaktif isaretli glukoz yontemi, glukozun karbon (C) ya da hidrojen (H)
atomunun isaretlenmesi ile hiicre icerisine alinan glukoz miktarinin radyoaktivite
yontemi ile saptanmasini i¢cermektedir (Yamada ve ark., 2000). Glukoz transport
proteinleri olan SGLT1 ve GLUT2 diizeyleri western blot ya da real time polimeraz
zincir reaksiyonu araciligi ile saptanmaktadir. Bu proteinlerin ekspresyonunun artisi
glukozun hiicre i¢ine alimin1 gostermektedir (Scheepers ve ark., 2004). Floresan
isaretli glukoz analogu yontemi ise hiicre i¢ine gegen glukoz analogu olan bilesigin

floresan yontemle saptanmasini kapsamaktadir (Zou ve ark., 2005).

Literatiir incelendiginde, glukoz analogu olarak farkli bilesiklerin kullanildig:

goriilmektedir. 2-NBDG bunlardan siklikla kullanilanidir. Radyoaktif olmayan bu
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yontem kolaylikla tekrarlanabilir ve radyasyon tehlikesi olusturmamaktadir. Ayrica,
2-NBDG yo6ntemi, uygun deney stratejileri ile birlikte, in vitro ¢aligmalarda hiicre ici
glukoz birikimi ve metabolizma mekanizmalar1 hakkinda bilgi saglayabilmektedir

(Zou ve ark., 2005).

1.9.Yara lyilesmesi

Yara, dokunun anatomik ve fizyolojik olarak biitiinliigiiniin bozulmasidir.
Yaralanmay1 takiben bagisiklik hiicreleri, keratinositler, fibroblastlar ve endotel
hiicreleri dahil olmak {izere farkli hiicre tiplerinin diizenlenmesi gerektigi icin dokuda
fonksiyon korunmasi ve kaybedilen fonksiyonlarin geri kazanilmasimna yonelik
mekanizmalar aktive olmaktadir. Deride yaralanma ile; inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu, hiicre proliferasyonu ile yeni doku olusumu, matriks ve dokusunun

yeniden sekillenmesini igeren siirekli bir olay dizisi baglar (Theoret 2005).

Yara iyilesmesi, kisaca hiicre kiiltiirii tabakasinda bir "yara" olusturmayi, yarayi
kapatmak icin hiicre gocii sirasinda baslangicta ve diizenli araliklarla goriintiileri
yakalamay1 ve hiicrelerin go¢ hizin1 6lgmek i¢in goriintiileri karsilastirmay1 igerir

(Rodrigues ve ark., 2019).

1.10. Caco2 Hiicre Hatt1

Ince bagirsaklar, birbirinden farkli gérevleri olan 6zellesmis ve farklilasmis
enterosit, goblet, paneth ve endokrin hiicrelerden olugmaktadir. Tim barsak

villuslarini kapsayan enterosit hiicrelerinin asil gdrevi ise besin maddelerini absorbe
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etmektir (Shirazi-Beechey, 1995). Bu hiicreler, postprandiyal fazda besinlerle temas
eden ilk hiicre grubudur ve bagirsaktaki tiim hiicre popiilasyonunun yaklagik %90'm1
olusturmaktadir (Shirazi-Beechey ve ark., 2011). Enterositler glukoz emiliminden
sorumlu hiicre grubudur. Enterosit hiicrelerinin besin dgelerinin emiliminde gérev
almalarini saglayan temel mekanizma bu hiicrelerin polarize olmasidir. Enterositlerin
bu ozellikleri kontrollii bir sekilde glukoz aliminda aktif rol oynamalarini saglar.
Enterositlerin apikal tarafi, reseptor ve tagima proteinleri araciligi ile belirli diyet
bilesenlerini tantyabilmektedir (Vereecke ve ark., 2011). Insan kolon karsinoma hiicre
hatt1 (Caco2), standart hiicre kiiltiiri ortaminda inkiibe edildiginde polarize bir yap1
gostererek olgun enterosit hiicrelerine benzer fonksiyon gostermektedir. Bu
ozelliginden dolay1 ilag ve besin Ogesi emiliminde altin standart olarak kabul

edilmektedir (Panse ve ark., 2022).

Son yillarda, Caco2 hiicre hatt1 iizerinde hiicresel gegirgenlik ¢alismalar1 yaygin
bir sekilde yapilmaktadir. Diger hiicre modellerine kiyasla, Caco2 hiicre hatt1 araciligi
ile maddenin gecirgenligi insanlarda oral absorpsiyon ile tam olarak iliskili
bulunmustur. Benzer biyolojik aktiviteleri ve insan bagirsagina benzetilen mikrovilus
yapist nedeni ile Caco2 hiicre modeli ila¢ tasima ve besin Ogelerinin emilim
mekanizmasini incelemek i¢in kullanilmaktadir (Iftikhar ve ark., 2020; Keemink ve

ark., 2018).

Polarize olmus Caco?2 hiicre hatti, insan kolon kanser hiicre hatt1 (HT29) gibi diger
hiicre hatti modellerine kiyasla in vivo kosullara daha uygun oldugu bulunmakla
birlikte, insan epitel dokusuna kiyasla daha diisiik bir gecirgenlige sahip oldugu
belirtilmektedir. Ancak, Caco-2 hiicre hatti, besin dgeleri ve ilaclarin absorpsiyon ve
metabolizma prosediirlerinin incelenmesinde kullanimi1 da kabul goérmektedir

(Kamiloglu ve ark., 2015).
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Sonug olarak, laktoferrinin antioksidan enzim aktiviteleri, yara iyilesmesi ve
glukoz transportu iizerine yapilan c¢alismalar kisithdir. Bu bilgiler 1s1ginda bu
calismanin amaci laktoferrinin Caco2 hiicre hattinda SOD, GST ve GPx
antioksidanlarin enzim aktiviteleri, yara iyilesmesi ve glukoz transportu iizerine

etkilerinin incelenmesidir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Arastirma Yeri ve Zamani

Bu c¢alisma farkli dozlarda laktoferrinin bazi antioksidan enzimlerin
aktiviteleri, yara iyilesmesi ve glukoz transportu iizerine etkilerinin saptanmasi
amaciyla Haziran 2022-Nisan 2023 tarihleri arasinda yiiriitiilmiistiir. Gerekli izinlerin
almmasini takiben arastirmanin laboratuvar analizleri Atilim Universitesi Miihendislik
Fakiiltesi Kimya Miihendisligi Bolimii Biyokimya Arastirma Laboratuvari’nda
gerceklestirilmistir (Ek 1. Laboratuvar Calisma Izni). Calisma plan1 Sekil 2.1°de

calisma akisi ile 6zetlenmistir.

— —~ v
) Hicre
Insan kolon Hicre homojenatmm
karsinoma hiicre canliligimin olusturulmas:
hatti temini ve belirlenmesi icin
idamesi MTT testi

LF dozlarinin LF dozlarmm SOD, GST, GPx
yara iyilesmesi glukoz enzim
izerine transportu aktivitelerinin
etkilerinin {izerine belirlenmesi
belirlenmesi etkilerinin
belirlenmesi

Sekil 2.1. Caligsma akis1
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2.2.Kullamilan Ekipman ve Kimyasallar

Calisma kapsaminda kullanilan ekipmanlar ve kullanom gerekgeleri Cizelge

2.1.’de listelenmistir.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan ekipmanlar

Ad- Model

Kullanim gerekcesi

Laminer Flow Kabin (Thermo MSC-
Advantage CII)

Hiicre kiiltiirii i¢in steril ortamin
saglanmast

CO> inkiibator (Thermo Fisher Water
Jacketed 3010)

Hiicrelerin inkiibasyonu

Ters-faz Mikroskop (Olympus Ckx31)

Hiicrelerin sayilmasi ve ¢ogalmalarinin
incelenmesi

Santrifiij (ThermoMega Fuge 16R)

Hiicre pelletinin elde edilmesi

Derin Dondurucu -80 °C (Sanyo)

Hiicrelerin dondurulmasi

Derin Dondurucu (-20 °C) ve sogutucu
(+4 °C) (Beko, Argelik)

Kimyasallarin ve soliisyonlarin
saklanmast

Sonikatdr (Sonic Ruptor 400)

Hiicre homojenatlarinin olusturulmasi

Spektrofotometre (PG Instruments, T80
UV/VIS Spectrophotometer)

96 kuyucuklu plakalarin absorbanslarinin
okunmasi

Coklu mikroplaka okuyucu (Molecular
Devices, Spectramax M2)

96 kuyucuklu plakalarin absorbanslarinin
okunmasi

Otoklav (Heraus RB500)

Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu

Thoma Lami (Hemositometri)

Hiicrelerin sayilmast

Sicak Su Banyosu (Thermo Precision
SWB 15)

Kullanilan kimyasallarin uygulamalar
icin uygun sicakliklara getirilmesi

Pipetleme Cihazi (Eppendorf, Gilson)

Pipetleme uygulamasi

Hassas terazi (RADWAG AS220C/2)

Kullanilan kimyasallarin tartilmasi

Vorteks (Biosan Biovorteks V1)

Karisimlarin sekilde

karigmasi

homojen  bir

Cizelge 2.2°de calisma kapsaminda kullanilan kimyasallarin adi1 ve kullanim

amaglar listelenmistir.
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Cizelge 2.2. Calismada kullanilan kimyasal ve biyolojik sarflar disinda kullanilan

temel malzemeler

Ad- Model

Uriin Bilgileri

Kullanim gerekgesi

Dulbecco’s modification of
Eagle’s Medium (DMEM)

Gibco 11965092

Hiicre besiyeri hazirlanmasi

Industry, 03-020-
1A

High glucose w/stable

Glutamine w/Sodium

Pyruvate

Fetal Bovine Serum (FBS) Sigma F7524 Hiicre besiyeri hazirlanmasi
Tripsin-EDTA (0.25%), fenol | Sigma T2601 Hiicreleri kiiltiir kab1
kirmizisi ylizeyinden kaldirilmasi
L-Glutamin Biological Hiicre besiyeri hazirlanmasi

Dimetil stilfoksit (DMSO)

Merck 116743

Hiicrelerin dondurulmasi ve
MTT analizinde

Fosfat tamponlu salin Biochrom L1815 | Hiicreleri yikamada
cozeltisi (PBS)

Penisilin/Streptomisin Sigma P4333 Besiyeri hazirlarken
(Pen/strep) kontaminasyon riskinin

elimine edilmesinde

Caco?2 hiicre hatt1

Tiirkiye Sap
Enstitiisii

Model hiicre hatt1

Laktoferrin (insan,
rekombinant)

Sigma L-1294

Deney protokoliine uygun
etkinligin arastirilmasi

Tripan mavisi

Merck 111732

Hiicrelerin sayilmasi

1,4-Dithiothreitol (DTT)

Merck 111474

Hiicre homojenat1 eldesi

MTT Sigma Aldrich Laktoferrinin yar1 maksimum
475989 inhibisyon

konsantrasyonunun
belirlenmesi

Bakar siilfat penta hidrat Carlo Erba Protein miktarinin tayini

(CuS04.5H,0) UN3077

Potasyum sodyum tartarat Merck 1,06392 Protein miktarinin tayini

(KNaC4H40)

Sodyum hidroksit (NaOH) Merck 1,06462 Protein miktarinin tayini

Sodyum karbonat (Na>xCO3)
(Merck 106392)

Merck 106392

Protein miktarinin tayini

bazli test kiti

Folin Ciocalteu reaktifi Sigma Aldrich Protein miktarinin tayini
F9252

S1g1r serum alblimini (BSA) | Sigma-A2153 Protein miktarinin tayini

2-deoksi-2-[(7-nitro-2,1,3- Cayman Glukoz transportunun tayini

benzoksadiazol-4-yl) amino]- | Chemicals

D-glukoz (2-NBDG) hiicre 600470)
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Cizelge 2.2. Devamm Calismada kullanilan kimyasal ve biyolojik sarflar disinda
kullanilan temel malzemeler

Ad- Model Uriin Bilgileri Kullanim gerekcgesi
1-kloro-2,4 dinitro benzen Sigma Aldrich GST enzim aktivitesinin
(CDNB) 237329 tayini
Rediikte glutatyon (GSH) Sigma Aldrich GST enzim aktivitesinin
G6013 tayini
Tert-butil hidroperoksit Across 10266090 | GST enzim aktivitesinin
(t-BUOOH) tayini
Glutatyon rediiktaz enzimi Sigma Aldrich GPx enzim aktivitesinin
(GR) G3664 tayini
Tris hidroklorid (Tris-HCI) Merck GPx enzim aktivitesinin
10812846001 tayini
Nitrotetrazolyum mavi klorid | Thermo SOD enzim aktivitesinin
(NBT) tayini
Ksantin oksidaz (XOD) Calbiochem SOD enzim aktivitesinin
tayini
Xanthine Sigma-Aldrich SOD enzim aktivitesinin
tayini
2.3.Deneyler

2.3.1. Kolon Karsinoma Hiicre Hatt1 Temini ve idamesi

Insan Kolon Karsinoma hiicre hatt1 (Caco2) hiicreleri, Tiirkiye Sap Enstitiisii’nden
30.06.2022 tarihinde temin edilmistir (Tarim ve Orman Bakanligi Tiirkiye Sap
Enstitiisii, Hiicre Kayit No:98052301) (Ek 2. Hiicre hatt1 satin alma faturasi). Bu
calismanin biitgesi Ankara Universitesi Uluslararasi1 Bilimsel Etkinlikleri Destekleme

(UBED) biriminin katkilarindan ve arastirmaci biit¢esinden karsilanmistir.
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2.3.2. Hiicre Hattinin Cozdiiriilmesi

Hiicre hattinin ¢dzdiiriilmesi i¢in derin dondurucudan (-80 °C) ¢ikartilan hiicreler
37 °C’de bulunan su banyosunda hizlica ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan hiicreler, icerisinde
besiyeri bulunan santrifiij tiiplerine alinmistir. Hiicreler 800 rpm’de 3 dakika santrifiij
edildikten sonra siipernatant dokiilmiis ve olusan hiicre ¢okeltisi besiyeri icerisinde
resiispanse edilerek biiyiime ortamma (T25/T75 hiicre kiiltiir kab1) alimmis, 37 'C

sicaklik ve %5 CO; igeren ortamda inkiibe edilmistir.

2.3.3. Besiyeri Hazirlanmasi ve Hiicre Hatt1 Ekimi

Hiicre hatti besiyerinin hazirlanmasinda Dulbecco’nun modifiye eagle besiyeri
(DMEM) (Sigma D6429) igerisine %10 Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma F7524),
%1 L-glutamine (Biological Industry, 03-020-1A), 100 pg/mL penisilin/streptomisin
(pen/strep) (Sigma P4333) ilave edilmistir.

Hiicre kiiltiirii uygulamalar1 aseptik kosullar altinda yiiriitiilmiistiir. Caco2 hiicre
hatt1, steril sartlar korunarak, 37 C ve %5 CO, saglanarak inkiibe edilmistir.
Hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in 10° hiicre/cm? yogunlukta ekimleri gerceklestirilmis ve her
2-3 giinde bir besiyeri degistirilmistir. Hiicre yogunlugu %80°e ulastiginda ise hiicreler

pasajlanmuigtir.
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2.3.4. Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

Hiicrelerin pasajlanmasi sirasinda hiicreler once iki defa fosfat tamponlu salin
cozeltisi (PBS, Biochrom L1815) ile yikanmis o6lii hiicreler ortamdan
uzaklastirilmustir. Hiicreler 37 "C’de 3-5 dk tripsin/EDTA (Sigma T2601) ile muamele
edildikten sonra ortama fetal bovine serum (FBS) (Sigma F7524) igeren besiyeri
eklenerek tripsin deaktive edilmistir. Eklenen bu ortam santrifiij tlipiine aktarilarak 24
°C, 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemini takiben elde edilen
hiicre ¢oOkeltisi hazirlanan besiyeri icine alinarak yeniden hiicre siispansiyonu
(restispansiyon) elde edilmistir. Hiicrelerin sayimi i¢in Thoma lamina bu
siispansiyondan bir miktar alimmistir. Pasajlanan hiicreler ise pasaj numarasi,
pasajlanma tarihi ve hiicre sayis1 (yogunluk olarak) belirlenmis ve bu bilgilerle

etiketlenerek muhafaza edilmistir.

2.3.5. Hiicre Hattinin Sayilmasi

Hiicrelerin sayilmasi sirasinda Thoma lami1 kullanilmis ve bu islemde kullanilan
malzemeler kullanim 6ncesi ve sonrasi distile su ve alkol ile temizlenmistir. Santrifiij
sonrast elde edilen hiicre ¢okeltisi tlizerine yaklasik 2,5 mL besiyeri ilave edilerek
hiicreler resiispanse edilmistir. Tripan mavisi (Merck 111732) ve hiicre siispansiyonu
hacimce esit olarak 1:1 oraninda karistirilarak, steril santrifiij tiiptine aktarilmistir.
Elde edilen tripan mavisi-hiicre siispansiyonu ise mikropipet yardimiyla Thoma
laminda yer alan lam ve lamelin birlestigi ortadaki kapiller bosluklara aktarilmistir.
Thoma laminin yiizeyinde, merkezi karelerde bulunan hiicreler mikroskop altinda
sayilmistir. Sayilan hiicreler asagida belirtilen formiile gore hesaplanarak hiicre

hattinin 1 mL’sinde bulunan hiicre sayis1 saptanmistir (Isgor ve ark., 2011).

(Canl1 hiicre — 6l hiicre)

Hiicre sayis1 = x seyreltme faktorii x 10*

Sayilan kare sayisi
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2.3.6. Hiicre Hattimin Laktoferrin ile Inkiibasyonu ve Hiicre

Homojenatlariin Olusturulmasi

Bu c¢alismada kullanilan laktoferrin; insan laktoferrininden rekombinant yontemle
elde edilmis olup, piyasadan temin edilmistir (Sigma L1294). Deneyden once,
laktoferrin (Sigma L.1294), fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi (PBS, Biochrom L1815)
igerisinde 1 mg/mL olacak sekilde ¢ozdiiriilmiis ve 0.22 um sterilizasyon filtresi ile
filtre edilmistir (Millex-GP-SLGP033RS). Bdylece stok c¢ozelti elde edilmistir.
Filtrasyon islemini takiben stok ¢ozeltinin protein konsantrasyonu Lowry metoduna

gore tayin edilmis ve herhangi bir protein kayb1 goriilmemistir.

Se¢ilen antioksidan enzimlerin aktivitelerinin belirlenmesi i¢in hiicre homojenati
hazirlanmistir. Derin dondurucudan (-80 “C) ¢ikarilan hiicreler dncelikle sicaklig1 37
°C olan su banyosunda hizlica ¢dzdiiriildiikten sonra hiicre ¢okeltisi fosfat tamponlu
salin ¢ozeltisi (PBS, Biochrom L1815) ile iki defa yikanmustir. Hiicreler, oda
sicakliginda 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve falkon tiipline aktarilmistir.
Santrifiij sonrasi elde edilen hiicreler, parcalayici sonikator kullanarak, buz igerisinde,
tic dongii ve toplam bir dakika olacak sekilde homojenize edilmistir. Elde edilen
homojenatlarin +4 °C de, 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra
homojenatlara hacimce %1 oraninda 1,4-Dithiothreitol (DTT, Merck 111474) ¢ozeltisi

eklenmis ve analizlere kadar dondurucuda (-20 °C) muhafaza edilmistir.

2.3.7. Hiicre Hattinin Dondurulmasi

Dondurulmak istenen hiicreler Tripsin/EDTA (Sigma T2601) ile yilizeyden
kaldirilmis ve olusan hiicre siispansiyonu 4000 rpm’de 6 dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonras1 siipernatant ortamdan uzaklastirilmistir. Elde edilen hiicre ¢okeltisi
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tizerine dimetil siilfoksit (DMSO) (Merck 116743) igeren besiyeri eklenerek
reslispanse edilmis ve steril, vidali kapakli mikrotiiplere (dondurucu tiiplerine)
aktarilmistir. Dondurulacak olan hiicre tiipleri {izerine hiicre hatt1 ismi, pasaj numarasi,
tarihi not edilmistir. Hiicrelerin kademeli olarak dondurulmasi amaci ile hiicre
dondurma tiipleri énce -20 ‘C’de 1 saat, sonra -80 'C derin dondurucuda tekrar
kullanilincaya kadar muhafaza edilmistir. Cok uzun siireli depolamalar igin

dondurulan hiicreler sivi nitrojen tankina aktarilmakta ve burada saklanmaktadir.

2.3.8. Hiicre Homojenatlarinda Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Hiicre homojenatlarinin icerdigi protein miktarini saptamak i¢in Lowry metodu
kullanilmistir (Lowry ve ark., 1951). Bu yontem kisaca alkali ortamda +2 degerlikli
bakirin, protein yapisinda bulunan peptit baglariyla birleserek +1 degerlikli bakira
indirgenmesi ve bunun sonucunda biiiret kompleksi olusturmasi prensibine dayanr.
Sonrasinda eklenen, Folin-Ciocolteu’nun fenol reaktifi ilavesi sonucunda fosfo
tungstik ve fosfo molibdik asitlerin indirgenmesiyle molibdenyum mavisi ve tungsten
mavisi renkleri meydana gelir. Olusan renkli kompleksin 700 nm’deki optik dansitesi,

spektrofotometrede Sl¢iilerek protein konsantrasyonlar1 saptanmaktadir.

Hiicre homojenatlarinda protein konsantrasyonunun belirlenmesinde kullanilan
kimyasallar Cizelge 2.3’te verilmistir. Deneyin gergeklestirilmesi i¢in reaksiyon
karisimi ve folin reaktifi karisimi hazirlanmistir. Reaksiyon karigimi igin %2°1ik bakir
stilfat penta hidrat (CuSO4.5H20) (Carlo Erba UN3077), %2’lik potasyum sodyum
tartarat (KNaC4H40) (Merck 1,06392) ve 0.1 normalite (N) sodyum hidroksit (NaOH)
(Merck 1,06462) icerisinde ¢oziilmiis %2’lik sodyum karbonat (Na2COs3) (Merck
106392) ¢ozeltisi sirastyla 1:1:100 oraninda karigtirllmistir. Folin reaktifi karigimi i¢in
Folin Ciocalteu reaktifi (Sigma Aldrich F9252) ve distile su esit oranda karistirilmistir.

Protein standardi olarak sigir serum albiimini (BSA, Sigma-A2153) kullanilmistir.
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Hazirlanan deney tiipleri ve standart tliplerin her birisine ilk olarak hiicre
homojenatlari ve protein standardindan 0,1 mL, daha sonra deney tiiplerine hazirlanan
reaksiyon karistimindan 2,5 mL eklenmistir. Tiipler vortekslenmis ve 25 °C’de 10
dakika bekletildikten sonra tiiplere hazirlanan folin reaktifi karistmindan 0,25 mL
eklenmistir. Oda sicakliginda (25 °C) 30 dakikalik inkiibasyonun ardindan, hiicre
homojenatlar1 ve protein standartlarinin absorbanslar1 spektrofotometrede (PG
Instruments, T80 UV/VIS Spectrophotometer, UK) 700 nm’de kore kars1 okunmustur.
Protein diizeyleri, standart ile ¢izilen absorbans-konsantrasyon grafigi iizerinden
belirlenmistir. Hiicre homojenatlarinin protein konsantrasyonlart 1 mg/mL olacak
sekilde seyreltme yapilmig, bu standardize edilmis protein konsantrasyonuna gore

enzim aktiviteleri saptanmistir.

Cizelge 2.3. Protein miktar1 saptanmasinda kullanilan kimyasallar

Kimyasal Her tiipe eklenen
miktar
Reaksiyon karisimi (%2’lik Bakir Siilfat Penta Hidrat 2,5 mL
(CuS0O4.5H20), %2’lik Potasyum Sodyum Tartarat
(KNaC4H40), %2’lik Sodyum Karbonat (Na2CO3) %?2)

Folin reaktifi karistmi (Folin Ciocalteu/Distile Su) 0,25 mL
Protein standartlar1 (BSA) 0,1 mL
Caco?2 hiicre homojenati 0,1 mL

2.4. Yar1 Maksimum Inhibisyon Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Laktoferrinin Caco2 hiicre hattinda yar1 maksimum inhibisyon konsantrasyonunun
belirlenmesi i¢in 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolyum Bromiir (MTT)
analizi gergeklestirilmistir. Bu analiz, etkisi arastirilan deneysel materyalin canli
hiicrelerin mitokondrisi ve hiicre plazma enzimleri tarafindan suda c¢oziinmeyen
formazan kristallerine  doniligiimiiniin  spektrofotometrik  olarak  dlgilimiine

dayanmaktadir (Mosmann, 1983).
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En az %80 yogunluga ulasan Caco?2 hiicreleri 96 kuyulu plakaya her bir kuyuda
1.5x10% hiicre olacak sekilde ekilmistir. Belirlenen farkl1 laktoferrin konsantrasyonlart
seri diliisyon ile, yani 0-500 pg/mL araliginda 1:2 oraninda seyreltilerek hazirlanmis
6 doz ile olusturulmustur. Her bir laktoferrin dozu triplike olarak 96 kuyulu plakaya
eklenmistir. Hiicreler 24, 48 ve 72 saat olmak tizere 3 farkl siire ile laktoferrin dozlar
ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri ortamdan uzaklastirilmis ve
400 pl fetal bovine serum igermeyen besiyeri ile 40 pl MTT soliisyonu (Sigma Aldrich
475989) eklenmistir. Dort saatlik inkiibasyonun ardindan MTT soliisyonu ortamdan
uzaklastirilmis ve olusan formazan kristalleri 200 uL. DMSO (Merck 116743) ile
¢cozllmiistliir. Absorbans, 570 nm dalga boyunda spektrofotometre araciligryla
Olclilmiistiir. Canlilik yiizdesi, her numunenin absorbans degerlerinin negatif

kontroliin absorbans degerlerine bdliinmesi ile hesaplanmustir.

2.5.Yara lyilesmesi Deneyi

Yara iyilesmesi deneyi, hiicre gocii (migrasyon) ve etkilesiminin analiz edildigi bir
testtir (Rodrigues ve ark., 2019). insan kolon karsinoma hiicreleri (Caco2) en az %80
yogunluga ulastiginda, 6 kuyulu plakaya kuyu basina 5x10° hiicre olacak sekilde
ekilmistir. Kuyularin alt kisimlar1 isaretlenmis ve steril bir mikropipet ucu ile
plakalarin her kuyusunda ¢izik yarasi olusturulmustur. Daha sonra 6lii hiicrelerin
ortamdan uzaklastirilmasi icin hiicreler iki kez PBS (Biochrom L1815) ile yikanmis
ve kuyulara farkli dozlarda laktoferrin (0-250 pg/mL, 1:2 seyreltilmis, 5 doz) iceren
DMEM eklenmistir. Hiicreler, farkli saat araliklarinda (24, 48, 72 ve 96 saat) tam
olarak ayni noktada (diiz ¢izgi ile isaretlenmis) fotograflanmistir. Yara alanlarinin
saptanmasinda agik kaynak kodlu bir program olan Fiji programindan yararlanilmigtir
(Schindelin ve ark., 2012). Bu program {izerinde, arastirmacilar tarafindan
gelistirilmis, acik kaynak kodlu bir eklenti aracilig1 ile yara alanlar1 belirlenmis ve

hiicre gdc¢ii orani, her grupta 0. saatteki yara alani ile farkl1 zaman noktalarindaki yara
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alanlar1 karsilastirilarak hesaplanmistir. Iyilesme yiizdelerinin hesaplanmasinda

asagida belirtilen formiil kullanilmistir (Suarez-Arnedo ve ark., 2020).

. . (TOyara alan1 — Tzaman yara alani)
%Yara lyilesmesi = x 100
TO yara alani

2.6.Glukoz Transportunun (Tasinmasinin) Belirlenmesi

Insan kolon karsinoma hiicrelerinde (Caco2) farkli laktoferrin dozlarma bagh
olarak glukoz transportunu takip edebilmek i¢in floresan bazli 2-deoksi-2-[(7-nitro-
2,1,3- benzoksadiazol-4-yl) amino]-D-glukoz (2-NBDG) hiicre bazl1 test kiti (Cayman
Chemicals 600470) kullanilmistir. Bu yontem kisaca, floresan olarak isaretlenmis
deoksi glukoz analogu olan 2-NBDG’nin inkiibasyonu sonucunda hiicre igerisine

alinan glukozun saptanmasi temeline dayanmaktadir (Zou ve ark., 2005).

Glukoz transportu deneyi iireticinin talimatlart dogrultusunda gergeklestirilmistir.
Bu deney icin 96 kuyucuklu plakalara her bir laktoferrin dozu i¢in triplike olacak
sekilde 1,5x10° hiicre ekilmis ve gece boyu hiicrelerin plaka yiizeyine tutunmasi (epitel
hiicre adhezyonu) beklenmistir. Ertesi giin, hiicreler 5 farkli laktoferrin dozu (0-250
pg/mL, 1:2 seyreltilmis 5 doz) ile glukoz igermeyen besiyeri ortaminda inkiibe
edilmistir. Glukoz transportunun zamana bagl degisimini gézlemlemek i¢in {iretici
talimatina gore inkiibasyon stiresi optimizasyonu yapilmis ve hiicreler floresan isaretli
2-NBDG ile 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi mikroplaka oda
sicakliginda 400 x g hizda 5 dakika santrifiij edilmis ve ardindan siipernatant aspire
edilmistir. Bu islemi takiben hiicreler kit i¢eriginde yer alan tampon ¢ozeltisi ile 2 defa

yikanmig ve ardindan 485/535 nm’de absorbanslar1 kaydedilmistir.
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2.7. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Saptanmasi

Insan kolon karsinoma hiicre hattinda laktoferrinin yar1 maksimum inhibisyon
konsantrasyonlarinin (IC50) belirlenmesinin ardindan hiicrelerin enzim aktivitelerinin
calisilacagi en uygun laktoferrin doz araligi da elde edilen IC50 verileri yardimi ile
belirlenmistir. Laktoferrinin bazi antioksidan enzim aktivitelerine olan etkisini
belirlemek amaciyla, oncelikli olarak inkiibasyon siiresinin tespiti gergeklestirilmistir.
Bu asamada, 24, 48 ve 72 saat siiresince Caco?2 hiicre hatt1 belirli laktoferrin dozlar1
ile inkiibe edilmis, hiicre canliliginin (mitokondriyal metabolizmanin) yiiksek oldugu
inkiibasyon siiresi belirlenmistir. Her bir laktoferrin dozunun etkisinin belirlenebilmesi
amaciyla es zamanli olarak iki seri Caco2 hiicre hatt1 ile calisilmistir. Inkiibasyon
stiresinin sonunda hiicre homojenatlart olusturulmustur. Her bir hiicre homojenatinda
protein konsantrasyonu belirlenmis ve enzim aktiviteleri belirlenmeden &nce

homojenatlar protein son konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde seyreltilmistir.

2.7.1. Glutatyon-S-Transferaz (GST) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutatyon-S-Transferaz enzim aktivitesinin Ol¢iimii daha Once gelistirilen
yontemin optimizasyonu ve mikroplakaya adaptasyonu ile olusturulan prosediir takip
edilerek gergeklestirilmistir (Isgor ve ark., 2011). Bu yontem rediikte glutatyon (GSH)
ile 1-kloro-,4-dinitrobenzen (CDNB) arasindaki konjugasyon yanitinin 340 nm'de
goriilen absorbans artisiyla orantili olarak Olglilmesi ile belirlenmektedir. Enzim
kaynagi olarak 0-250 pg/mL araliginda 1:2 oraninda seyreltme ile hazirlanmis
laktoferrin ile muamele edilen Caco2 hiicre homojenatlar1 kullanilmistir. Laktoferrin
dozlar1 0 ug/mL (kontrol), 31,25 pg/mL, 62,5 pg/mL, 125 pg/mL ve 250 ug/mL olarak

belirlenmistir.
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Deneyin gerceklestirilmesinde, Cizelge 2.4.’te verilmis olan reaksiyon karigimi
olusturulmustur. Olusturulan bu karisimdan, 96 kuyulu plakanin her bir kuyusuna 200
uL eklenmistir. Enzim kaynagi olarak, farkli dozlarda (kontrol dahil) laktoferrinle

muamele edilmis Caco2 hiicre homojenatindan 20 puL eklenmistir.

Enzim kinetigi, reaksiyon siiresi toplamda 5 dakika olacak sekilde her 20 saniyede
bir 340 nm’de ¢oklu mikroplaka okuyucuda (Molecular Devices, Spectramax M2)
absorbans degerleri kaydedilerek elde edilmistir. Her bir laktoferrin dozu, 2 farkh
hiicre homojenatinda triplike olacak sekilde saptanmistir. Enzim kinetiginin
hesaplanmasinda, GraphPad Prism programi aracilifiyla egimler hesaplanmis ve
sonuglar normalize edilerek kontrole (0 pg/mL) kiyasla Glutatyon-S-Transferaz enzim

aktivitesi hesap edilmistir.

Cizelge 2.4. GST aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan reaktifler

Kimyasal Her kuyucuga
eklenen miktar

Sitozol (Caco2 hiicre homojenati) 20 uL

Reaksiyon karisimi (1g/mL CDNB 450 pL, 200mM GSH 200 puL

150 pL, 7mL Potasyum-fosfat Tampon Cdzeltisi)

2.7.2. Glutatyon Peroksidaz (GPX) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi, literatiirde mevcut olan ydntemin
optimizasyonu ve mikroplakaya adaptasyonuyla olusturulan prosediir takip edilerek
gergeklestirilmistir (Isgor ve ark., 2011). Bu yontem kisaca, glutatyon peroksidaz
enziminin aktivitesi sonucunda NADPH absorbansindaki azalmanin 340 nm’deki
absorbansinin dl¢iilmesi ilkesine dayanmaktadir. Enzim kaynag: olarak 0-250 pg/mL

araliginda 1:2 oraninda seyreltme ile hazirlanmig laktoferrin ile muamele edilen Caco2
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hiicre homojenatlar1 kullanilmistir. Laktoferrin dozlar1 0 (kontrol), 31,25 ug/mL, 62,5
pg/mL, 125 pg/mL ve 250 pg/mL olarak belirlenmistir.

Deneyin gergeklestirilmesinde, Cizelge 2.5’te gosterildigi gibi mikroplakanin her
bir kuyusuna enzim kaynagi olarak farkli doz laktoferrin ile muamele edilmis Caco2
hiicre homojenatindan 50 pL, reaksiyon karisimindan 30 puL ve substrat karisimindan
120 pL eklenmistir. Bes dakikalik inkiibasyon siiresi sonrasinda ¢oklu mikroplaka
okuyucuda absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Enzim kinetigi, toplamda 5 dakikada, her
20 saniyede bir 340 nm’deki absorbans degisiminin takibiyle ¢alisilmistir. Her bir
laktoferrin dozu, 2 farkli hiicre homojenatinda triplike olacak sekilde okutulmustur.
Enzim kinetiginin hesaplanmasinda, GraphPad Prism programi araciligiyla egimler

hesaplanmis ve sonuglar normalize edilerek kontrole kiyasla hesap edilmistir.

Cizelge 2.5. GPx aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan reaktifler

Kimyasal Her kuyucuga
eklenen miktar

Sitozol (Caco?2 hiicre homojenati) 50 uL

Reaksiyon karisimi (20 uL 20 GSH, 5 pL 20 U/mL GR, 30 uL

S5uL 10 mM NADPH, 75 pL 200 mM pH 10 sodyum
karbonat tamponu)
Substrat ¢cozeltisi 120 pL
(2 uL 30 mM t-BUOOH, 118 pL 50Mm Tris-HCl
cozeltisi, pH 8)

2.7.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi, daha Once gelistirilen yOntemin
optimizasyonu ve mikroplakaya adaptasyonuyla olusturulan prosediir takip edilerek
gergeklestirilmistir (Isgor ve ark., 2011). Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), oksijen

(O2) ve peroksite doniisiimii siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi katalizliginde

45



gerceklesir. Bu mekanizmada SOD ile olusan peroksitler daha sonra suya
dondistiiriiliirler. Bu yontemde SOD aktivitesinin 6l¢timii i¢in ksantin/ksantin oksidaz
(XOD) sistemi kullanilarak ROS iiretilmistir. Ksantin oksidaz katalizliginde ksantin,
tirik asit ve hidrojen perokside parcalanir. Bu reaksiyon sonucu olusan siiperoksit
iyonlar1 da NBT'nin (Nitrotetrazolyum mavi klorid) NBT-diformazan'a doniistimiinii
katalize eder. Olusan NBT-diformazan ise 550-560 nm dalgaboyu araliginda
maksimum absorpsiyon yapar. SOD enzim aktivitesi ise olusan NBT-diformazanin

550 nm'de absorbansi dl¢iilerek elde edilmistir.

Deneyin gergeklestirilmesinde, Cizelge 2.6.’da gosterildigi gibi reaksiyon karigimi
olusturulmustur. Olusturulan bu reaksiyon karisimindan 96 kuyulu plakanin her bir
kuyusuna 228 pL eklenmistir. Enzim kaynagi olarak, 0-250 pg/mL araliginda 1:2
oraninda seyreltme ile hazirlanmis laktoferrin ile muamele edilmis Caco2 hiicre
homojenatindan 40 pL eklenmistir. Karanlik ortamda 5 dakikalik inkiibasyondan sonra

10 pL ksantin oksidaz (XOD) eklenerek ROS iiretimi baslatilmistir.

Enzim kinetigi, reaksiyon stiresi toplamda 5 dakika olacak sekilde her 20 saniyede
bir 550 nm’de ¢oklu mikroplaka okuyucuda absorbans degerleri oOlgiilerek elde
edilmistir. Her bir laktoferrin dozu, 2 farkli hiicre lizatinda triplike olacak sekilde
Ol¢iilmiistiir. Enzim kineti§inin hesaplanmasinda, GraphPad Prism programi
aracilifiyla egimler hesaplanmis ve sonuglar normalize edilerek kontrole kiyasla

aktivite hesaplamalar1 yapilmistir.

Cizelge 2.6. SOD aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan reaktifler

Kimyasal Her kuyucuga
eklenen miktar

Sitozol (Caco?2 hiicre homojenati) 40 puL

Reaksiyon karigimi (150 pl 0.3 mM Ksantin, 3 pl 25 mM 228 uL

NBT, 75 ul 200 mM ph 10.1 sodyum karbonat)

XOD (60 U/mL) 10 uL.
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2.8.Verilerin Istatiksel Olarak Degerlendirilmesi

Istatiksel analizler ve verilerin gorsellestirilmesi igcin Graphpad Prism programi
kullanilmustir. Istatistiksel analizler yapilmadan &nce verilerin normal dagilima
uygunlugu gorsel (histogram) ve ¢arpiklik-basiklik degerlerine gore kontrol edilmistir.
Buna gore verilerin normal dagilima uygun oldugu belirlenmis ve parametrik testler
yapilmistir. Laktoferrin dozlarina bagli olarak enzim aktiviteleri ve glukoz
transportunun saptanmasinda doz ve enzim aktivitesi siirekli degisken olarak ele
alinmig ve basit dogrusal regresyon analizi yapilarak trend ic¢in p degerleri
saptanmugtir. Farkli laktoferrin dozlarimin enzim aktiviteleri ve glukoz transportu
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamliliginin test edilmesinde tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) kullanilmistir. Gruplar arasindaki ikili karsilagtirmalar yapilirken
posthoc testlerinden Bonferroni diizeltmesi uygulanmustir. Istatistiksel anlamlilik

diizeyi olarak p degerinin 0.05 ve/veya altinda olmasi kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

Bu calismanin amaci farkli laktoferrin dozlarinin Caco2 hiicre hattinda bazi
antioksidan enzim aktiviteleri, yara iyilesmesi ve glukoz transportu iizerine etkilerini
saptamaktir. Calisma kapsaminda temin edilen Caco2 hiicrelerin kiiltiir ortaminda
pasajlanmadan 6nceki halleri ve pasajlandiktan sonraki hallerinin mikroskop altindaki
goriintiileri Sekil 3.1°de verilmistir. Hiicreler, kiiltiir ortaminda %80 yogunluga

ulastiklarinda, pasajlanarak yeni hazirlanmis bir hiicre kiiltiirii kabina aktarilmistir.

Sekil 3.1. Caco?2 hiicre hatt1 a) Konfluent hiicre hatti, b) Pasajlanmis hiicre hatti

3.1. Hiicre Canlilhiginin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda laktoferrinin Caco?2 hiicrelerinde IC50 belirlenmesi igin
3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolyum Bromiir (MTT) testi uygulanmastir.
Hiicrelerin belirlenen laktoferrin dozlar ile Caco2 hiicre hatt1 24, 48 ve 72 saat olmak
iizere 3 farkli zaman diliminde inkiibe edilmistir. Bu analiz kapsaminda laktoferrinin

6 farkli dozu (0-31,25-62,5-125-250 ve 500 pg/mL) ile Caco2 hiicre hattinin 24, 48 ve
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72 saat inkiibasyonu sonucunda elde edilen verilerden hiicre canlilik grafigi
olusturulmus ve Sekil 3.2°de verilmistir. Laktoferrinin 24 saat inkiibasyon ile Caco2
hiicrelerinde yeterince metabolize edilemedigi, 72 saatlik inkiibasyon sonucunda hiicre
canliliklarinin beklenenden daha diisiik oldugu saptanmistir. Buna gore, Caco2 hiicre
hatt1 ile farkli laktoferrin dozlarinin 48 saatlik inkiibasyonunun, antioksidan enzim
aktivitelerinin belirlenmesinin daha net sonu¢ vermesi agisindan uygun oldugu

sonucuna vartlmistir (Sekil 3.2.).

150=
100
=~
=
]
8 .
2 o @ 24 saat
50 =
4 48 saat
-k 72 saat

Log [LF, pg/mL]

Sekil 3.2. Caco?2 hiicre hattinin farkli LF dozlar ile 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonu
sonucu hiicre canlilig

Veriler her bir doza maruz kalan 2 farkli hiicre hattinin triplike Olglimlerinin ortalamasini
gostermektedir. Elde edilen absorbans degerleri, en yiiksek ve en diisiik absorbans degerine gore
normalize edilmistir. Yiizde hiicre canliligin hesaplanmasinda normalize yanita karsilik gelen

log(laktoferrin) dozu saptanmistir. Tiim degerler ise kontrol (0 pg/mL) grubuna gdre normalize
edilmistir.

Yapilan MTT analizi sonucunda laktoferrin dozlari ile hiicrelerin ylizde
canliliklart Cizelge 3.1°de verilmistir. Buna gore, Caco2 hiicre hattinin 24 saat
laktoferrin ile inkiibasyonu sonucu IC50 degeri 249,7 ng/mL (%95 giiven araligi (GA)
227,8-275,5 ng/mL) olarak bulunmustur (R?=0.9952). Kirk sekiz saat laktoferrin
inkiibasyonu sonucu IC50 degeri 74,91 pg/mL (%95 GA 56,50-98,04 ng/mL) olarak
belirlenmistir (R>=0.9921). Caco2 hiicre hattinin 72 saat boyunca laktoferrin ile
inkiibasyonu sonucu IC50 degeri 0,68 pg/mL (%95 GA 0,20-1,53 pg/mL) olarak
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bulunmustur (R>=0.9911). Buna gére laktoferrinin antioksidan enzim aktiviteleri ve
glukoz alimi {izerine etkisinin belirlenmesinde 0 pg/mL (kontrol), 31,25 pg/mL, 62,5
pug/mL 125 pg/mL ve 250 ug/mL olmak iizere 5 farkli doz belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Caco?2 hiicre hattinin farkli LF dozlari ile 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonu
sonucu hiicre canlilig

Inkiibasyon Siiresi
Laktoferrin Dozu 24 saat 48 saat 72 saat
% Canhhk % Canhhk % Canhhk
0 pg/mL (kontrol) 99,90 77,22 44,97
31,25 pg/mL 85,69 61,58 26,96
62,5 ng/mL 73,94 54,21 24,87
125 pg/mL 64,31 48,05 20,10
250 pg/mL 52,03 39,19 15,83
500 pg/mL 34,53 27,16 2,09

3.2.  Yara lyilesmesi Deneyi

Laktoferrinin yara iyilesmesi iizerine zamana bagh etkisi Sekil 3.3 ve Sekil
3.4’te verilmistir. Belirlenen 5 farkli doz laktoferrinin, 24-96 saat aralifinda, Caco2
hiicre hattinda yara iyilesmesi iizerine etkileri belirlenmistir. Baslangicta olusturulan
yara alaninin biitiin dozlarda benzer oldugu ve yara alanlar1 arasinda istatistiksel olarak
farklilik bulunmadig1 saptanmistir (p>0.05). Elde edilen sonuglara gore, laktoferrinin

doza bagli olarak yara iyilesmesini hizlandirdigi bulunmustur (p<0.05).
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0 saat

24 saat

48 saat

72 saat

96 saat

Kontrol

(0 pg/mL)

Doz 1
(31,25 pg/mL)

Doz 2
(62,50 pg/mL)

Sekil 3.3. Farkli LF dozlarmin Caco?2 hiicre hattinda yara iyilesmesi deneyi iizerine zamana bagl etkileri
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0 saat

72 saat

Doz 3
(125 pg/mL)

Doz 4
(250 pg/mL)

Sekil 3.3. Devami Farkli LF dozlarinin Caco2 hiicre hattinda yara iyilesmesi deneyi iizerine zamana bagl etkileri
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Sekil 3.4’te 5 farkli doz laktoferrinin 24 saat araliklarla Ol¢iilmiis olan yara
lyilesme ylizdeleri verilmistir. Buna gore, biitiin dozlarda, zamana bagli olarak yara
tyilesmesinin arttig1 ve 96. saat sonrasinda yara iyilesmesinin %90’larin iizerine ¢iktig1
belirlenmistir. Kontrole kiyasla en hizli yara iyilesmesinin 125 ve 250 pg/mL LF
dozlarinda oldugu saptanmistir. Bu dozlarda 24 saat igerisinde yara iyilesmesinin
%60’tan fazla oldugu, 62,5 pg/mL, 125 pg/mL ve 250 pg/mL dozlarimin kontrole
kiyasla 72. saatte %90’larin listiinde yara iyilesmesi sagladigi belirlenmistir (Sekil

3.4).
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Sekil 3.4. a) Farkli LF dozlarinin Caco?2 hiicre hattinda zamana bagli yara iyilesme
ylizdeleri. b) Laktoferrinin 4 farkli dozunun Caco?2 hiicrelerinde yara iyilesmesine 24

saat araliklarla Slgiilen etkisinin zamana kars1 yiizde iyilesme olarak grafiksel ifadesi.
*Dozlar mg/L ve zaman degisimi saat olarak gosterilmistir.
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3.3.Antioksidan Enzim AKktiviteleri

Laktoferrinin antioksidan enzimler, GST, GPX ve SOD iizerine etkisi Caco2
hiicrelerinin LF dozlariyla inkiibasyonun ardindan elde edilen hiicre homojenatlarinda
gerceklestirilen dl¢limlerle belirlenmistir. Veriler 2 farkli hiicre homojenatindan elde
edilen Orneklerin triplike olarak c¢alisilmasi ile 6 bagimsiz Slgiimiin ortalamasini
gostermektedir. Zamana kars1 absorbans grafiginden elde edilen egimlere bagli basit
dogrusal regresyon analizi yapilmistir. Kontrol grubuna kiyasla enzimin aktivitesi

hesaplanmastir.

3.3.1. Glutatyon-S-Transferaz (GST) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Laktoferrin dozlarina bagl olarak GST enziminin zamana bagli absorbans grafigi
Sekil 3.5.te verilmistir. Doza bagli olarak laktoferrinin Caco2 hiicre hattinda GST

enzim aktivitesinde normalize edilmis absorbans degerlerini artirdig1 belirlenmistir.
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Sekil 3.5. Farkli laktoferrin dozlarina bagh olarak Glutatyon-S-Transferaz enziminin
zamana bagli enzim aktivitesi

Farkl1 laktoferrin dozlarinin GST enzim aktiviteleri iizerine etkileri Sekil 3.6 ve
Sekil 3.7°de gosterilmistir. Buna gore laktoferrinin doza bagl olarak GST enzim
aktivitesini artirdig1 saptanmistir Yapilan egilim analizi sonucunda, laktoferrinin doza
bagli olarak Caco2 hiicrelerinde GST enzim aktivitesini artirdigi bulunmustur (egilim

icin p <0.001, R?=0,8129) (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Caco2 hiicre hattinin farkli LF dozlar ile inkiibasyonu sonucu goriilen GST
enzim aktivitesi

Farkli laktoferrin dozlarinin GST enzim aktivitesindeki artis istatistiksel olarak
anlamli  bulunmustur. Kontrol grubuna (0 pg/mL) kiyasla yapilan ikili
karsilastirmalarda laktoferrinin GST enzim aktivitesinde biitiin dozlarda istatistiksel
olarak anlamli bir artig gosterdigi saptanmistir (p<0,001). Gruplar arasinda GST
aktivitesindeki en yiiksek artig 125 pg/mL laktoferrin uygulamasinda saptanmis olup,
GST enzim aktivitesinin yaklasik %53 oraninda arttig1 goriilmiistiir (p<<0.001). Benzer
sekilde, 250 pg/mL laktoferrin uygulamasimnin da GST enzim aktivitesini %50
oraninda artirdig1r belirlenmis olup (p<0.001), 62,5 pg/mL ve 31,25 pg/mL LF
uygulamasinin da GST enzim aktivitesini sirast ile %10 ve %12 oraninda artirdig1 ve

bu artisin da istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05) (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Farkli LF dozlarinin Caco2 hiicre hattinda GST enzim aktivitesi lizerine

etkisi

*p<0.05, ** p<0.001, LF=laktoferrin, %aktivasyon=kontrole kiyasla yiizde aktivasyon, pg/mL=
mikrogram/mililitre, Sekilde yer alan her bir siitun, 2 farkli hiicre homojenatindan elde edilen 6rneklerin
triplike olarak calisilmasi ile 6 bagimsiz dl¢limiin ortalama degerlerini temsil etmektedir. Gruplar
arasindaki farklar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi ile belirlenmistir. ikili karsilastirmalar igin
posthoc testlerinden Bonferroni testi yapilmistir.
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3.3.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Farkli laktoferrin dozlarina bagl olarak glutatyon peroksidaz enziminin zamana
bagli absorbans grafigi Sekil 3.8.’de verilmistir. Doza bagli olarak laktoferrinin Caco2
hiicre hattinda GPx enzim aktivitesinde normalize edilmis absorbans degerlerini

artirdig belirlenmistir.
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Sekil 3.8. Farkli laktoferrin dozlarina bagli olarak glutatyon peroksidaz enziminin
zamana bagli enzim aktivitesi

Farkl1 laktoferrin dozlarinin GPx enzim aktiviteleri tlizerine etkileri Sekil 3.9 ve
Sekil 3.10’da gosterilmistir. Buna gore laktoferrinin doza bagli olarak GPx enzim
aktivitesini artirdigi saptanmistir (Sekil 3.10). Yapilan analiz sonucunda, laktoferrinin
doza bagli olarak Caco2 hiicrelerinde GST enzim aktivitesini artirdigi bulunmustur

(egilim icin p <0.001, R2=0,5323) (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Caco? hiicre hattinin farkli LF dozlari ile inkiibasyonu sonucu goriilen GPx
enzim aktivitesi

Farkli laktoferrin dozlarinin GPx enzim aktivitesindeki artis istatistiksel olarak
anlamli  bulunmustur. Kontrol grubuna (0 pg/mL) kiyasla yapilan ikili
karsilastirmalarda laktoferrinin GPx enzim aktivitesinde biitiin dozlarda istatistiksel
olarak anlamli bir artis gosterdigi saptanmistir (p<<0,001). Gruplar arasinda en yiiksek
glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinin, 125 pg/mL laktoferrin uygulamasi ile
saptanmis olup, GPx aktivitesinin %85 oraninda arttig1 belirlenmistir (p<0.001).
Benzer sekilde, 62,5 pg/mL ve 250 pg/mL laktoferrin uygulamalarinin da GPx enzim
aktivitelerini %40 oraninda artirdig1 saptanmistir (p<<0.05). Son olarak, 31,25 pg/mL
LF uygulamasinin da GPx enzim aktivitesini %13 oraninda artirdig1 ve bu artisin

istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05) (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Farkl1 LF dozlarinin Caco2 hiicre hattinda GPx enzim aktivitesi lizerine

etkisi

*p<0.05, ** p<0.001, LF=laktoferrin, % aktivasyon=kontrole kiyasla yiizde aktivasyon, pg/mL=
mikrogram/mililitre, Sekilde yer alan her bir siitun, 2 farkli hiicre homojenatindan elde edilen drneklerin
triplike olarak calisilmasi ile 6 bagimsiz 6l¢iimiin ortalama degerlerini temsil etmektedir. Gruplar
arasindaki farklar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi ile belirlenmistir. Ikili karsilastirmalar igin
posthoc testlerinden Bonferroni testi yapilmistir.

3.3.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Farkli laktoferrin dozlarina bagli olarak siiperoksit dismutaz enziminin zamana
bagli absorbans grafigi Sekil 3.11°de verilmistir. Doza bagl olarak laktoferrinin Caco2
hiicre hattinda SOD enzim aktivitesinde normalize edilmis absorbans degerlerini

artirdig1 belirlenmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Farkli laktoferrin dozlarina bagl olarak siiperoksit dismutaz enziminin
zamana bagli enzim aktivitesi

Farkl1 laktoferrin dozlarinin SOD enzim aktiviteleri iizerine etkileri Sekil 3.12 ve
Sekil 3.13’te gosterilmistir. Laktoferrinin doza bagl olarak SOD enzim aktivitesini
artirdig1 saptanmistir. Yapilan trend analizi sonucunda, laktoferrinin doza bagli olarak
Caco2 hiicrelerinde SOD enzim aktivitesini artirdi§i bulunmustur (egilim i¢in p

<0.001, R?=0,2390) (Sekil 3.11).
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Sekil 3.12. Caco2 hiicre hattinin farkli LF dozlar ile inkiibasyonu sonucu goriilen
SOD enzim aktivitesi

Farkli laktoferrin dozlarinin SOD enzim aktivitesindeki artig istatistiksel olarak
anlamli  bulunmustur. Kontrol grubuna (0 pg/mL) kiyasla yapilan posthoc
analizlerinde laktoferrinin SOD enzim aktivitesinde biitiin dozlarda istatistiksel olarak
anlamli bir artis gosterdigi saptanmustir. Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesinin, 125
pg/mL laktoferrin uygulamasi ile en yiiksek aktiviteye ulastig1 saptanmis olup, SOD
aktivitesinin %155 oraninda arttig1r belirlenmistir (p<0.001). Ayrica, 62,5 pg/mL
laktoferrin uygulamasinin da SOD aktivitesini %77 oraninda artirdig1 belirlenmistir
(p<0.001). Benzer sekilde, 31,25 pg/mL ve 250 pg/mL laktoferrin uygulamalarinin
da SOD enzim aktivitelerini sirasi ile %39 ve %34 oraninda artirdigr bulunmustur

(p<0.05) (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. Farkli LF dozlarinin Caco2 hiicre hattinda SOD enzim aktivitesi lizerine

etkisi

*p<0.05, ** p<0.001, LF=laktoferrin, % aktivasyon=kontrole kiyasla yiizde aktivasyon, pg/mL=
mikrogram/mililitre, Sekilde yer alan her bir siitun, 2 farkli hiicre homojenatindan elde edilen 6rneklerin
triplike olarak calisilmasi ile 6 bagimsiz 6l¢iimiin ortalama degerlerini temsil etmektedir. Gruplar
arasindaki farklar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi ile belirlenmistir. Ikili karsilastirmalar igin
posthoc testlerinden Bonferroni testi yapilmistir.

Laktoferrinin 5 farkli dozda uygulamasinin antioksidan enzim aktiviteleri tizerine
etkileri ve %95 giiven araligi Cizelge 3.2°de verilmistir. Laktoferrinin uygulanan
biitlin dozlarda antioksidan enzim aktivitelerini anlamli bir sekilde artirdig1
saptanirken; 125 pg/mL LF uygulamasinin Caco?2 hiicrelerinde SOD, GPx ve GST
enzimlerin aktivitelerini kontrol grubuna kiyasla (0 pg/mL) en yliksek oranda artirdigi

belirlenmistir (Cizelge 3.2).
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LF dozlar GST GPx SOD
Rolatif aktivite | Rolatif aktivite | Rolatif aktivite
(%95 GA) (%95 GA) (%95 GA)
0 ng/mL (kontrol) | 1,00 + 0,02? 1,00 £ 0,05° 1,00 + 0,05
(0,95-1,05) (0,94-1,06) (0,94-1,05)
31,25 pug/mL 1,10 £0,01° 1,13 £0,04° 1,39 £ 0,04°
(1,06-1,13) (1,08-1,17) (1,36-1,43)
62,5 pg/mL 1,12£0,03° 1,40 +£0,06° 1,77 £ 0,07¢
(1,06-1,19) (1,33-1,46) (1,70-1,84)
125 pg/mL 1,53 +0,02¢ 1,85 +0,049 2,55+ 0,054
(1,47-1,58) (1,81-1,88) (2,50-2,61)
250 pg/mL 1,50 +0,02¢ 1,40 +0,02¢ 1,34 +0,05°
(1,45-1,55) (1,37-1,43) (1,29-1,39)

Cizelge 3.2. Laktoferrinin farkli dozlarda uygulamasinin antioksidan enzim
aktiviteleri lizerine etkisi

LF=Laktoferrin, GST=Glutatyon-S-Transferaz, GPx= glutatyon peroksidaz, SOD=Siiperoksit
dismutaz, ng/mL= mikrogram/mililitre, %95 GA= yiizde 95 giiven aralig1.

Veriler 6 farkli bagimsiz 6l¢timiin ortalama+standart sapmast (yiizde 95 giiven aralig1) gostermektedir.
Gruplar arasindaki farklar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi ile belirlenmistir. Ikili
karsilagtirmalar icin posthoc testlerinden Bonferroni testi yapilmistir. Ayni siitunda farkli harfler ile
gosterilen degerler arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir.
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3.4.Glukoz Transportunun Belirlenmesi

Glukoz transportunu takip etmek i¢in florometrik 2-NBDG yontemi kullanilmastir.
Laktoferrin uygulanan doza gore hiicre i¢ine glukoz analogu olan 2-NBDG’nin
gecisini gosteren % glukoz transportu Sekil 3.14°te gdosterilmistir. Buna gore
laktoferrinin kontrol grubuna kiyasla hiicre i¢ine glukoz gecisini doza bagli olarak

azalttig1 saptanmistir (egilim i¢in p <0.001, R?=0,1664).
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Sekil 3.14. LF konsantrasyonuna gore % glukoz transportu

Veriler 2 farkli hiicre homojenatinin triplike 6l¢timlerinin ortalamasini gostermektedir. Degerler kontrol
(0 pg/mL) grubuna gore normalize edilmistir.

Laktoferrin dozlaria bagli olarak hiicre i¢ine % glukoz transport diizeyleri Sekil
3.15’te gosterilmistir. Laktoferrinin uygulanan her dozda hiicre i¢ine glukoz gecisini
azaltt181 belirlenmistir. Ozellikle, 62,5 ng/mL ve 125 pg/mL laktoferrin uygulamasinin
glukoz transportunu sirast ile yaklasik %14 ve %8 oranlarinda inhibe ettigi

belirlenmistir (p<0.001). Benzer sekilde, 250 pg/mL ve 31,25 pg/mL laktoferrin
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uygulamalarinin da glukoz transportunu sirasi ile %5 ve %6 oranlarinda inhibe ettigi

saptanmugstir (p<0.05).
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Sekil 3.15. LF konsantrasyonuna gore % glukoz transportu

67



4. TARTISMA

Yapilan bu caligmada farkli dozlarda laktoferrin uygulamasinin Caco2 hiicre
hattinda hiicre canlilig1, bazi antioksidan enzimlerin aktiviteleri, glukoz transportu ve

yara iyilesmesi lizerine etkileri aragtirilmistir.

Biyoaktif peptit olan laktoferrin, saglik iizerine gosterdigi olumlu etkiler nedeni ile
on plana c¢ikmaktadir. Laktoferrin ve laktoferrinin sindirimi ile meydana gelen
laktoferrisin gibi peptitlerin antiinflamatuvar, antimikrobiyal, antioksidan, antikanser

etkileri 6n plana ¢ikmaktadir (Martini ve ark., 2023; Wada ve ark., 2020).

Giliniimtizde, tip 2 diyabet, obezite, kalp hastaliklar1 gibi kronik hastaliklarin
prevalansi dramatik bir sekilde artis gostermektedir (Bhupathiraju ve ark., 2016). Bu
durum toplumlarda yagam kalitesini etkilemekte, mortalite ve morbidite iizerinde etkili
olmaktadir. Bu nedenle, kronik hastaliklarin Onlenmesi, tedavisi ve hastaliin
prognozunda yeni yaklagimlar benimsenmektedir (Bloomgarden 2008). Biyoaktif
peptitler, ozellikle son yillarda dikkat ¢cekmekte ve normal viicut fizyolojisinde
oynadiklari roller nedeni ile 6n plana ¢ikmaktadir. Laktoferrin, diyette hayvan siitleri
ve Ozellikle kolostrumun yanisira nétrofiller, tiikiiriik, gézyasi, mide mukozasi, dalak,
lenf diigiimleri, beyaz kan hiicreleri gibi viicut sivilarinda da bulunmaktadir (Franco

ve ark., 2018; Kruzel ve ark., 2017).

Hiicre kiiltiirii calismalari, spesifik olarak incelenen bir hiicre hattinin, ¢ok hiicreli
organizmalardan elde edilerek, laboratuvar kosullarinda, uygun ortam sartlari
saglanarak yasatilmasim1i kapsamaktadir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 as1 ve ilag
gelistirilmesinde ya da besin 6gelerinin etkisinin arastirilmasinda siklikla kullanilan in
vitro bir yontemdir (Gilbert ve ark., 2016). In vitro yéntemlerde, deneysel olarak etkisi

arastiritlmak istenilen bir besin dgesi veya ilag¢ gibi kimyasal etkene maruz birakilan
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hiicrelerin  hiicre canliliginin  belirlenmesi, bu c¢alismalarin ilk asamasini
olusturmaktadir. Etkisi arastirilmak istenilen kimyasal, sitotoksisite gostererek hiicre
hatti iizerinde incelenen maddenin dozuna ve maruziyet siiresine bagli olarak hiicrelere
degisik derecelerde etki gostererek apoptoz, otofaji veya nekroz gibi hiicrelere zarar

veren sonuglara yol acabilmektedir (Tokur ve ark., 2017).

Hiicre canliliginin belirlenmesinde kullanilan birgok farkli yontem bulunmaktadir.
Bu yontemler, arastirilan deney materyali ve hiicre hatlarina bagli olarak degiskenlik
gostermektedir (Crouch ve ark., 1993; Fan ve ark., 2007). Kolorimetrik bir metot olan
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT) testi, glinlimiizde en
yaygin kullanilan ve hiicre canlilig1 testleri igerisinde altin standart olarak kabul edilen

bir testtir (Mosmann, 1983).

Hiicre canliligimin belirlenmesinde hiicre hatti ve deneysel etkene gore farklhi
inkiibasyon stireleri de uygulanmaktadir. Bu ¢aligma kapsaminda, belirlenen 6 farkli
doz (0-31,25-62,5-125-250 ve 500 pg/mL) laktoferrin ile Caco2 hiicre hatt1 3 farkli
stire (24-48-72 saat) boyunca inkiibe edilmistir.

Bu calismada, Caco2 hiicreleri 24 saat laktoferrin ile inkiibe edildiginde hiicre
canlilig1 doza bagh olarak (500 pg/mL; 250 pg/mL; 125 pg/mL; 62,5 ng/mL; 31,25
ug/mL; 0 ug/mL) sirast ile %34,53; %52,03; %64,31; %73,94; %85,69; %99,90 olarak
belirlenmistir. Ayn1 dozlarda 48 saat inkiibasyonda hiicre canlilig1 doza bagl olarak
azalan doz sirasina gore %27,16; %39,19; %48,05; %54,21; %61,58; %77,22 olarak
saptanmigtir. Caco2 hiicrelerinin 72 saat inkiibasyonu sonrasinda ise azalan doz
sirasina gore ve doza bagli olarak hiicre canlilig1 %2,09; %15,83; %20,10; %24,87,
%26,96; %44,97 olarak bulunmustur. Laktoferrinin doza ve inkiibasyon siiresine bagh
olarak Caco2 hiicre hattinda beklendigi lizere hiicre canliligini azalttig1 belirlenmistir.
Elde edilen sonuglara gore laktoferrinin hiicrelerin %50'sinde biiylimeyi inhibe eden

dozu, yani yar1t maksimal inhibisyon konsantrasyonlar1 (IC50) saptanmistir. Buna
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gore, Caco2 hiicre hattinda 24 saat inkiibasyonu sonucu laktoferrinin IC50 degeri
249,7 ng/mL (%95 GA 227,8-275,5 pg/mL) iken; 48 saat inkiibasyon sonucu IC50
degeri 74,91 pg/mL (%95 GA 56,50-98,04 ng/mL) ve 72 saat inkiibasyon sonucu IC50
degeri 0,68 pg/mL (%95 GA 0,20-1,53 pg/mL) olarak hesaplanmistir.

Yapilan bir ¢aligmada, laktoferrinin kolon kanseri hiicre hatt1 (Caco2) 24 saatlik
inkiibasyonu sonunda IC50 degerinin 11,86 mg/mL oldugu belirtilmistir.
Laktoferrinin 10 mg/mL dozunda 48 saatlik inkiibasyonu sonucu Caco2 hiicre canlilig1
%41,2 olarak saptanmistir (Ma ve ark., 2013). Anne siitiinden elde edilen laktoferrin
ve inek siitiinden elde edilen laktoferrinin osteoblast 6ncii hiicrelerinde (MC3T3) 100
pg/mL 72 saat siireyle inkiibasyon sonucu hiicre canlilig1 sirasi ile %42,5 ve %36,7
olarak belirlenmistir (Zhang ve ark., 2018). Deve siitiinden elde edilen laktoferrinin
kolon kanseri hiicre hatti (HCT-116) ile 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda 3 mg/mL
dozunda, %56 oraninda inhibe ettigi gosterilmistir (Habib ve ark., 2013). Yapilan bir
bagka calismada da deve siitiinden saflastirilan laktoferrinin Caco2 hiicre hattinda 24
saatlik inkiibasyon sonucu IC50 degeri 723 pg/mL olarak saptanmis; 48 saatlik
inkiibasyon sonucu IC50 degeri 1020 pg/mL olarak bulunmustur (Semen, 2019).
Laktoferrinin, iki farkli tiir meme kanseri hiicre hattinda (HS578T ve T47D) 48 saat
siire ile 12.5 pM dozda inkiibasyonunun kanser hiicrelerinin proliferasyonunu sirasi

ile %47 ve %54 oraninda azalttig1 rapor edilmistir (Duarte ve ark., 2011).

Laktoferrinin demir doygunlugu da hiicre hattinda IC50 dozunu etkileyen diger
onemli bir faktordiir (Rocha ve ark., 2022). Yapilan bir calismada inek siitiinden elde
edilen apo-LF ve holo-LF’in doza bagli olarak prostat kanseri hiicre hatt1 (DU-145)
tizerinde sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Apolaktoferrinin 16 mg/mL dozunda
24 ve 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda DU-145 hiicrelerinde sirasi ile %60 ve
%A40’l1ik bir azalma gosterdigi saptanmistir. Hololaktoferrinin ise 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda DU-145 hiicrelerinde sirasi ile %50 ve %90 oraninda

sitotoksisite gosterdigi belirtilmistir (Rocha ve ark., 2022).
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Yapilan benzer ¢alismalar ile karsilastirildiginda, laktoferrinin doza bagli olarak
sitotoksik etki gosterdigi ve hiicre hattinda biiyiimeyi inhibe ettigi belirlenmistir.
Ancak, laktoferrinin IC50 dozunun kullanilan laktoferrinin kaynagi, uygulanan hiicre
hatt1 ve inkiibasyon siiresine bagl olarak degistigi belirtilmektedir. Bu ¢alismada da
literatiire benzer sekilde laktoferrinin Caco2 hiicre hattinda sitotoksik etki gosterdigi

PR

ve bu durumun doza ve inkiibasyon siiresine bagl olarak degistigi saptanmuistir.

Yara iyilesmesi, birbirini takip eden hemostaz/inflamasyon fazi, proliferasyon fazi
ve yeniden sekillenme fazi olmak {izere ¢ok yonlii bir siirectir. Yara iyilesmesi,
hemostaz fazi ile birlikte goriilen inflamasyon ile karakterizedir. Inflamasyon
siirecinde, plateletlerden sitokin salintmi goriilmekte ve yara bolgesinde notrofil ve
makrofajlarin diizeyi artmaktadir. Inflamasyon fazimin ardindan kolajen matrisinin
olusturulmasi icin fibroblastlar, graniilasyon dokunun olusmasini saglamak i¢in yara
bolgesine goc¢ etmektedir. Bunun ardindan yara bolgesinin yeniden sekillenmesi
saglanarak yaranin iyilesmesi tamamlanmaktadir (Conneely, 2001; Takayama ve ark.,

2012).

Bu calismada, laktoferrinin, kontrole kiyasla yara iyilesmesini doza bagl olarak
hizlandirdig1 saptanmistir. Kontrole kiyasla 62,5 pg/mL, 125 pg/mL ve 250 pg/mL LF
dozlarinda yara iyilesmesinin daha hizli oldugu belirlenmistir. Bu dozlarda 72. saat
sonucunda yara iyilesmesi sirasi ile %92,5, %96,5 ve %98,8 olarak bulunmustur.
Literatiirde yapilan benzer ¢alismalarda, laktoferrinin yara iyilesmesi lizerine olumlu
etkileri belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada 300 pg/mL laktoferrinin, insan gingival
fibroblast hiicre hattinda (hGF) ekstraseliiler sinyale bagli kinaz 1/2 (ERK1/2)
fosforilasyonunun aktivasyonunu artirarak hiicrelerin proliferasyonunu destekledigi
ve yara iyilesmesini hizlandirdigi rapor edilmistir (Suzuki 2019). Wang ve ark., (2022)
tarafindan yapilan bir calismada ratlarda tam kat deri defekti iizerine etkilerini
belirlemek icin laktoferrin/lityum magnezyum silikat hidrojel gelistirilmistir.
Sentezlenen bu maddenin giiglii bir antibakteriyel etki gdstermesinin yaninda 14 giin

icerisinde %99,1 oraninda yara iyilesmesini uyardigi belirlenmistir.
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Laktoferrinin yara iyilesmesindeki rolii net olarak bilinmemekle birlikte, yara
iyilesmesinin her agamasinda etkisi olabilecegi belirtilmektedir. Demir baglayici
0zelligi sayesinde laktoferrin, yara iyilesmesi siirecinde epitel hiicrelerden viicut
sivilarina salgilanarak inflamasyon fazinda yara iyilesmesini desteklemektedir.
Ayrica, laktoferrin bu siiregte antiinflamatuvar 6zelligi sayesinde immiin sistemin asir1
reaksiyonunu da Onleyerek kronik yara olusumunu onlemektedir (Conneely, 2001).
Yapilan bir ¢alismada ise laktoferrinin fibroblast ve keratinositlerin 6zellikle yara
bolgesine gogiinii uyararak yara bolgesinin yeniden sekillenmesinde gorev alabilecegi
belirlenmistir. Buna ek olarak, laktoferrinin kolajen ve hiyaliiron gibi hiicre dig1 matris

bilesenlerinin sentezini artirdig1 gosterilmistir (Takayama ve ark., 2012).

Yapilan bir ¢caligmada yiiksek yagl diyetle beslenen farelerde olusturulan tam kat
deri defektlerinde inek siitiinden elde edilen laktoferrinin yara iyilesmesi {izerine
etkileri incelenmistir. Tam kat deri defektleri olusturulmus ve olusan yaralarin
blyiikliikleri 1 ve 21. giinde karsilastirilmistir. Buna gore inek siitiinden elde edilen
laktoferrinin, yiiksek yagli diyetle beslenen farelere kiyasla yara iyilesmesini
hizlandirdig1 belirlenmistir. Laktoferrinin 6zellikle mukozal epitel hiicrelerde
inflamatuvar sitokin tepkilerini modiile ederek yara iyilesmesini destekledigi

sonucuna ulagilmistir (Yildirim, 2022).

Sonug olarak, laktoferrinin yara iyilesmesinde doza bagli olarak etkin olabilecegi
saptanmistir. Ancak bu konuda daha kapsamli mekanistik caligmalarin yapilmasi

onerilmektedir.

Yapilan ¢alismalar laktoferrinin, glukoz homeostazi {izerinde etkili olabilecegini
gostermektedir (Maekawa ve ark., 2017; Moreno-Navarrete ve ark., 2009). Ancak, bu
konuda yapilan calismalar olduk¢a kisithidir. Postprandiyal fazda glukoz, enterosit
hiicrelerinden SGLT1 araciligtyla alinmakta sonrasinda GLUT2 araciligiyla dolagima

katilmaktadir. Glukozun ince bagirsakta emilmesi fizyolojik olarak kan glukoz
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seviyelerinin diizenlenmesine katkida bulunur. Bu nedenle tip 2 diyabet, obezite gibi
kronik hastaliklarin akut ve kronik komplikasyonlarinin olugsmasinda rol oynayan
hiperglisemi tedavisi i¢in énemli bir hedef olarak diisiiniilmektedir. Enterositlerde
glukoz transportunun molekiiler ve hiicresel mekanizmalarinin anlasilmasinin, kronik
hastaliklarin tedavisinde farkli yontemlerinin gelistirilmesine yardimeci olacagi
diisiiniilmektedir (Gromova ve ark., 2021). Bu nedenle, glukozun enterositlerden
emilimini azaltan/engelleyen kimyasal ve dogal bilesenlere yonelik ¢alismalar

artmaktadir.

Bu calismada, laktoferrinin doza bagli olarak Caco2 hiicrelerinde kontrol grubuna
kiyasla glukoz transportunu Onemli Olgiide azalttigr belirlenmistir (Sekil 3.14).
Ozellikle, 62,5 pg/mL ve 125 pg/mL laktoferrin uygulamasinin glukoz transportunu
strast ile yaklasik %14 ve %8 oranlarinda inhibe ettigi belirlenmistir (p<0.001). Benzer
sekilde, 250 pg/mL ve 31,25 pg/mL laktoferrin uygulamalarinin da glukoz

transportunu sirast ile %5 ve %6 oranlarinda inhibe ettigi saptanmistir (p<0.05).

Laktoferrinin, glukoz metabolizmasi lizerine etkilerini inceleyen in vivo ve in vitro
az sayida calisma bulunmaktadir. Yapilan bir hayvan ¢alismasinda, inek siitiinden elde
edilen laktoferrinin, glukoz regiilasyonunu, 06zellikle ince bagirsaktan glukoz
emilimini etkileyip etkilemedigi arastirilmistir. Yapilan oral glukoz tolerans testi
(OGTT) sonucunda, bLF (100 mg/kg) verilen grupta 15 dakikalik pikten sonra 180
dakikada daha diisiik plazma glukoz diizeyi saptanmistir. Laktoferrinin akut olarak
inkretin bir hormon olan glukagon benzeri peptit-1 (GLP-1) salinimin1 hizlandirarak
plazma insiilin seviyelerini artirdifi ve hatta ince bagirsaktan glukoz emilimini
artirabilecegi sonucuna varilmistir (Maekawa ve ark., 2017). Yapilan bir bagka hayvan
calismasinda, 15 hafta yiiksek yagli diyetle beslendikten sonra streptozosin ile diyabet
geligtirilen farelere 12 hafta siire ile 9%0,5 ve %2 laktoferrin destegi verilmistir.
Calisma sonucunda, laktoferrinin aglik insiilin, kolesterol ve trigliserid diizeylerini
azalttigr ve karacigerde insiilin duyarliligini artirdigi saptanmigtir. Laktoferrinin,

insiilin sinyal yolaginda gorevli olan insiilin reseptorii, insiilin reseptorii-1 (IRS-1),
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glukoz transport protein 4 (GLUT4), protein kinaz B (AKT) ve fosfotidil inositol 3
kinaz (PI3K) proteinlerinin seviyesini artirdig1 gosterilmis, oksidatif stresi azaltarak,

pankreasta goriilen disfonksiyonu azalttig1 belirtilmistir (Du ve ark., 2022).

Insanlarda yapilan bir baska ¢alismada ise bozulmus glukoz toleransi olan
bireylerde laktoferrinin dolasimda azalmas: ile birlikte insiilin duyarliliginda azalma
ve hiperglisemi goriildiigii rapor edilmistir. Bunun nedeni olarak, endojen olarak
notrofillerden sentezlenen laktoferrinin, bozulmus glukoz toleransi olan bireylerde
azalmas1 gosterilmistir. Bu durum hiperglisemiye bagl olarak nétrofillerin azaldigini
ve bunun sonucunda da dolagimdaki laktoferrin diizeyinin az oldugunu gostermektedir

(Moreno-Navarrete ve ark., 2009).

Yapilan bu ¢alismada, laktoferrinin, hiicre i¢ine glukoz transportunu doza baglh
olarak azaltabildigi saptanmistir. Ancak bu konuda mekanistik olarak daha fazla
calismanin yapilmasi1 gerektigi ve laktoferrinin enterositlerde glukoz transportu
tizerine etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in SGLT1, GLUT2 proteinlerinin tayini
ve bu proteinlerin mRNA ekspresyonlarinin saptanmasi dnerilmektedir. Hiicre i¢i ve

hiicre dis1 glukoz miktarinin saptanmasi da 6nem kazanmaktadir.

Oksidatif stres, viicutta kararsiz yapili serbest radikallerin artisinin antioksidan
enzimler tarafindan elimine edilmediginde ortaya ¢ikan ve giiniimiizde obezite, tip 2
diyabet gibi bir¢ok kronik hastaligin etiyolojisinde yer alan bir komplikasyondur.
Viicudun dogal savunma sistemi olan antioksidan enzimler, fizyolojik ya da metabolik
stirecler sonunda meydana gelen serbest radikallerin elimine edilmesi ve

uzaklastirilmasinda rol oynamaktadir (Sharifi-Rad ve ark., 2020; Valko ve ark., 2007).

Son yillarda oksidatif hasarin olusumunun Onlenmesi veya olusan serbest

radikallerin uzaklastirilmasinda yeni tedavi yaklasimlari bulunmaktadir. Ozellikle
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antioksidan ozellikleri bilinen dogal ve sentetik bilesiklerin antioksidan sistem veya
serbest radikaller tlizerindeki etkileri siklikla arastirilmaktadir. Bu tarz, enzimatik
yapili olmayan ekzojen antioksidan bilesikler, dogrudan radikal siipiiriicli ya da dolayl
olarak antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak oksidatif stresin dnlenmesinde rol
oynayabilmektedir. Laktoferrinin, demir baglama kapasitesi 6zelligi nedeni ile
transferrine benzer bir yapiya sahip olmasimin yanisira diigiik pH kosullarinda bile
bagladigt demiri ortama birakmamast demir tarafindan indiiklenen lipit
peroksidasyonunu onleyerek antioksidan etki gostermektedir (Ponnampalam ve ark.,

2022).

Bu ¢alismanin sonucunda, laktoferrinin doza bagli olarak Caco2 hiicre hattinda
SOD, GST ve GPx antioksidan enzimlerinin aktivitelerini artirdigi saptanmustir.
Laktoferrinin 125 pg/mL dozunda uygulanmasi sonucunda SOD, GST ve GPx
enzimlerinin aktivitelerini siras1 ile 2,55 kat, 1,53 kat ve 1,85 kat artirdigi
belirlenmistir. Uygulanan diger dozlarda da laktoferrinin kontrol grubuna kiyasla

enzim aktivitelerini dnemli 6l¢iide artirdig1 belirlenmistir.

Laktoferrinin antioksidan enzim aktiviteleri iizerine yapilan in vivo ve in vitro
caligmalar bulunmaktadir. Yapilan bir ¢calismada, karbon tetra kloriir (CCI4) verilerek
karaciger harabiyeti olusturulan farelerde oral olarak 3 hafta siiresince 300 mg/viicut
agirhigr laktoferrin takviyesinin, SOD ve GPx enzim aktivitelerini 6nemli olgiide
artirdigr ve bununla birlikte CCI4 tarafindan indiiklenen yiiksek MDA seviyelerini
diisiirdiigii rapor edilmistir (Farid ve ark., 2021). Benzer sekilde, dietilnitrozamin
(DEN) verilerek karaciger kanser modeli olusturulan bir ¢alismada da 60 mg/kg
laktoferrin takviyesinin, karacigerde bulunan SOD, GPx ve CAT enzimlerinin
aktivitesindeki azalis1 Onledigi ve glutatyon diizeylerini anlamli 6l¢iide artirdig
bildirilmistir (Mohammed ve ark., 2019). Insan gingival fibroblast hiicre hatt: (hGF)
lizerinde yapilan bir baska calismaya gore, 1000 pg/mL LF’in H>O; tarafindan
indiiklenen oksidatif hasara karsi koruyucu oldugu, H20: radikali iizerinde radikal

siipiiriicii  etki  gosterdigi ve GPx4’lin gen ekspresyonunu artirarak lipit
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peroksidasyonunu onledigi gosterilmistir (Odatsu ve ark., 2021). Bagka bir in vitro
calismada kronik endometrit olan hastalardan izole edilen endometrial stromal
hiicrelerde (ESH), inek siitlinden izole edilerek 1 mg/mL dozunda eklenen
laktoferrinin timor nekrozis faktér-o (TNF-a) ve interlokin-1B (IL-1B) gibi
inflamatuvar sitokinlerin diizeyini azaltarak antiinflamatuvar etki gdsterdigi
belirlenmistir (Nakamura ve ark., 2022). Yapilan bir baska in vitro calismada,
laktoferrinin karaciger kanseri hiicre hattinda (HepG2) akrilamidin yol actig1 oksidatif
hasara kars1 koruyucu etki gosterdigi saptanmistir. Akrilamid eklenmesi ile birlikte
HepG2 hiicre hattinda artan malondialdehit ve azalan SOD, katalaz, glutatyon
rediiktaz diizeylerinin, 50 ve 100 pM laktoferrin eklenmesi ile antioksidan enzimlerin

diizeyleri anlamli 6l¢iide arttig1 belirlenmistir (Bodur ve ark., 2022).

Oztiirkler’in (2019), yaptig1 bir ¢alismada ratlarda laktoferrinin akut etkisini
saptamak i¢in tek doz 20 mg/kg laktoferrin verilmistir. Buna gore laktoferrinin, serum
total antioksidan kapasite diizeylerini ve antioksidan enzim olan paraoksonaz enzim
aktivitesini onemli Olclide artirdii ve total oksidan kapasite diizeylerini azalttigi
belirlenmistir. Yapilan bir bagka ¢alisma da 3 hafta boyunca giinliik 300 mg/kg
laktoferrin uygulamasinin ratlarda karacigerde lipit peroksidasyonuna bagl gelisen
malondialdehit seviyelerini anlamli sekilde diisiirdiigi ve SOD aktivitesini anlamli

Olctlide artirdig1 gosterilmistir (Farid ve ark., 2021).
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5. SONUC VE ONERILER

Insan kolon karsinoma hiicrelerinde farkli dozlarda laktoferrinin bazi antioksidan
enzim aktiviteleri, yara iyilesmesi ve glukoz transportu {izerine etkilerini arastirmak

amaciyla yiiriitiilen bu ¢aligmanin temel sonuglar1 agsagida 6zetlenmistir.

Laktoferrinin, Caco2 hiicre hattinda IC50 degeri MTT yontemiyle saptanmistir. Bu
kapsamda, laktoferrinin Caco2 hiicre hattinda 24 saatlik inkiibasyonu sonucu IC50
degeri 249,9 pg/mL olarak saptanmistir. Laktoferrinin 48 saatlik inkiibasyonu sonucu
Caco2 hiicre hattinda IC50 degeri 74,9 pg/mL olarak bulunmustur. Son olarak, 72

saatlik inkiibasyon sonucu laktoferrinin IC50 degeri 0,68 pug/mL olarak belirlenmistir.

Farkli dozlarda laktoferrinin Caco2 hiicre hatt1 {izerinde yara iyilesmesi iizerine
etkileri degerlendirilmistir. Laktoferrinin doza bagli olarak yara iyilesmesini
hizlandirdig1 belirlenmistir. Kontrol grubuna (0 pg/mL) kiyasla 62,5, 125 ve 250
pg/mL laktoferrin dozlarinin Caco?2 hiicre hattinda yara iyilesmesini istatistiksel olarak

anlaml bir sekilde hizlandirdig1 belirlenmistir (p<0.001).

Laktoferrinin Caco2 hiicre hattinda glukoz transportu lizerine etkisi florometrik bir
yontem 2-NBDG ile degerlendirilmistir. Buna gore laktoferrinin doza bagli olarak
hiicre i¢ine glukoz transportunu azalttigi belirlenmistir. Laktoferrinin 62,5 pg/mL ve
125 pg/mL dozlarda glukoz transportunu sirasi ile yaklasik %14 ve %8 oranlarinda
azalttig1 belirlenmistir (p<0.001). Benzer sekilde, 250 pg/mL ve 31,25 pg/mL
laktoferrin uygulamalarinin da glukoz transportunu sirasi ile %5 ve %6 oranlarinda

inhibe ettigi saptanmistir (p<0.05).
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Laktoferrinin  siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi Tlizerine etkileri
spektrofotometrik yontemle tayin edilmistir. Buna gore, farkli laktoferrin dozlarinin
SOD enzim aktivitesindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Siiperoksit
dismutaz enzim aktivitesi, 125 pg/mL laktoferrin uygulamasi ile %155 oraninda
artarken (p<0.001), 62,5 pg/mL laktoferrin uygulamasinin da SOD aktivitesini %77
oraninda artirdig1 belirlenmistir (p<0.001). Benzer sekilde, 31,25 pg/mL ve 250
pg/mL laktoferrin uygulamalarinin da SOD enzim aktivitelerini sirasi ile %39 ve %34

oraninda artirdig1 bulunmustur (p<0.05).

Laktoferrinin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi Tlzerine etkileri
spektrofotometrik yontemle tayin edilmistir. Buna gore, farkli laktoferrin dozlarinin
GPx enzim aktivitesindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesi, 125 pg/mL laktoferrin uygulamasi ile %85 oraninda
artmistir (p<0.001). Benzer sekilde, 250 pg/mL ve 62,5 ug/mL laktoferrin
uygulamalarinin da GPx enzim aktivitelerini %40 oraninda artirdig1 saptanmis
(p<0.05), 31,25 pg/mL LF uygulamasmin da GPx enzim aktivitesini %13 oraninda

artirdig1 ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05).

Laktoferrinin Glutatyon-S-Transferaz enzim aktivitesi iizerine etkileri
spektrofotometrik yontemle tayin edilmistir. Buna gore, farkli laktoferrin dozlarinin
GST enzim aktivitesindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Glutatyon-S-
Transferaz aktivitesindeki en yiiksek artis 125 pg/mL laktoferrin uygulamasinda
saptanmig olup, GST enzim aktivitesinin yaklagik %53 oraninda arttig1 goriilmiistiir
(p<0.001). Benzer sekilde, 250 pg/mL laktoferrin uygulamasmin da GST enzim
aktivitesini %50 oraninda artirdig1 belirlenmis (p<0.001), 62,5 pg/mL ve 31,25 pg/mL
LF uygulamasinin da GST enzim aktivitesini sirastyla %10 ve %12 oraninda artirdig1
ve bu artisin da istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05).
Laktoferrinin, antioksidan enzimlerin aktivitesini doygunluga ulastiran en etkin dozun

125 pg/mL oldugu belirlenmistir. Laktoferrinin 125 pg/mL doz inkiibasyonu
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sonucunda SOD, GPx, GST enzim aktiviteleri sirasiyla %155, %85 ve %53 oraninda

artirdig1 saptanmistir.

Sonug olarak, laktoferrin antiinflamatuvar, oksidatif strese karst koruyucu etki
gosteren ve glukoz transportunun regulasyonunda gorev alabilecek ¢ok islevli bir
proteindir. Yapilan bu ¢alisma bir hiicre hatt1 iizerinde yapildigi i¢in buradan hareketle
insan beslenmesi iizerine laktoferrin dozuna 6zel bir Oneri gelistirilmesi miimkiin
degildir. Bununla birlikte, insan beslenmesi diisiiniildiigiinde yalnizca ekzojen
laktoferrin takviyesinin yani sira endojen laktoferrin metabolizmasi iizerinde de
calisilmasi ve laktoferrinin kaynagi, emilimi, biyoyararlilig1 ve diger makro ve mikro
besin dgeleri ile etkilesimleri de g6z 6niinde bulundurulmalidir. Ancak bu ¢alisma
Ozellikle planlanacak insan ve hayvan calismalari i¢in bir baslangic noktasi

olusturmaktadir.

Yapilan bu ¢aligmada, laktoferrinin, hiicre i¢ine glukoz transportunu doza bagh
olarak azaltabildigi saptanmistir. Ancak bu konuda mekanistik olarak daha fazla
calismanin yapilmas:1 gerektigi ve laktoferrinin enterositlerde glukoz transportu
tizerine etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi i¢cin SGLT1, GLUT2 proteinlerinin tayini
ve bu proteinlerin mRNA ekspresyonlarinin saptanmasi onerilmektedir. Hiicre i¢i ve

hiicre dis1 glukoz miktarinin saptanmasi da 6nem kazanmaktadir.

Bu calisma sonuglarina gore, laktoferrinin doza bagl olarak Caco?2 hiicre hattinda
secilmis antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirdigi, glukoz transportunu azalttig
ve yara iyilesmesini hizlandirdig1 belirlenmistir. Bu bulgular 15181nda, insan ve hayvan
caligmalarinda endojen ve ekzojen laktoferrin metabolizmalarini da igeren ve doz,
uygulama siiresi ve farkli laktoferrin kaynaklarina iliskinin arastirildigi daha kapsamli

caligmalarin yapilmasi 6nerilmektedir.
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OZET

insan Kolon Karsinoma Hiicrelerinde (Caco2) Laktoferrinin Bazi Antioksidan
Enzim Aktiviteleri, Yara lyilesmesi ve Glukoz Transportu Uzerine Etkilerinin
Incelenmesi

Laktoferrin, diyette baglica siitte bulunan ve saglik iizerine olumlu etkileri olan bir
proteindir. Bu calisma farkli dozlarda laktoferrinin insan kolon karsinoma hiicre
hattinda (Caco2) bazi antioksidan enzim aktiviteleri, yara iyilesmesi ve glukoz
transportu lizerine etkilerinin incelenmesini amaglamaktadir.

Bu ¢alisma kapsaminda, laktoferrinin Caco?2 hiicrelerinde hiicre canlilig1 iizerine etkisi
kolorimetrik MTT testi ile belirlenmistir. Belirlenen laktoferrin dozlarinin hiicre ¢izik
testi ile yara iyilesmesi ve florometrik 2-NBDG yo6ntemi ile glukoz transportu lizerine
etkileri saptanmigtir. Farkli laktoferrin dozlarinin Caco?2 hiicre hattinda SOD, GST ve
GPx antioksidan enzimleri iizerine etkileri spektofotometrik yontemle 6l¢tilmiistiir.
Yapilan ¢alisma sonucunda, laktoferrinin 48 saatlik inkiibasyonu sonucu Caco?2 hiicre
hattinda IC50 degeri 74.9 ng/mL oldugu ve doza bagh olarak yara iyilesmesini
hizlandirdig1r bulunmustur. Laktoferrinin doza bagli olarak SOD, GST ve GPx
enzimlerinin aktivitelerini artirdigit ve 125 upg/mL laktoferrin dozunun enzim
aktiviteleri sirastyla %155, %53 ve %85 oraninda artirdigi saptanmistir (p<<0.001).
Buna ek olarak, laktoferrinin doza bagli olarak glukoz transportunu azalttig1 ve 62,5
pg/mL ve 125 pg/mL laktoferrin dozlarinin glukoz transportunu sirasiyla yaklagik
%14 ve %8 azalttig1 belirlenmistir (p<0.001).

Sonug olarak, laktoferrin, doza bagli olarak Caco2 hiicre hattinda antioksidan
enzimlerin aktivitelerini artirdigini, glukoz transportunu azalttigini ve yara
iyilesmesini hizlandirmaktadir. Bu bulgular 1s18inda, laktoferrinin farkli kaynaklari,
dozu ve uygulama siiresine iliskin daha kapsamli insan ve hayvan caligmalarinin

yapilmasi 6nerilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Laktoferrin, glukoz transportu, antioksidan, Caco2
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SUMMARY

Investigation of the Effects of Lactoferrin on Some Antioxidant Enzyme
Activities, Wound Healing and Glucose Transport in Human Colon Carcinoma
Cells (Caco2)

Lactoferrin is a protein found mainly in milk in the diet and has positive effects on
health. This study aims to investigate the effects of different doses of lactoferrin on
some antioxidant enzyme activities, wound healing and glucose transport in human
colon carcinoma cell line (Caco2).

In this study, the effect of lactoferrin on cell viability in Caco2 cells was determined
by colorimetric MTT test. The effects of determined lactoferrin doses on wound
healing by cell scratch test and glucose transport by fluorometric 2-NBDG method
were determined. The effects of different lactoferrin doses on SOD, GST and GPx
antioxidant enzymes in Caco2 cell line were measured by spectrophotometric method.
As a result of the study, it was found that after 48 hours of incubation of lactoferrin,
the IC50 value in the Caco2 cell line was 74.9 ng/mL and it accelerated wound healing
depending on the dose. It was determined that lactoferrin increased the activities of
SOD, GST and GPx enzymes depending on the dose and 125 ug/mL lactoferrin dose
increased the enzyme activities by 155%, 53% and 85%, respectively (p<0.001). In
addition, it was determined that lactoferrin dose-dependently decreased glucose
transport and 62.5 pg/mL and 125 pg/mL lactoferrin doses decreased glucose transport
by approximately 14% and 8%, respectively (p<0.001).

As a result, lactoferrin increases the activities of antioxidant enzymes, decreases
glucose transport and accelerates wound healing in Caco?2 cell line depending on the
dose. In the light of these findings, it is recommended that more comprehensive human
and animal studies be conducted on different sources, dosage and duration of

administration of lactoferrin.

Keywords: Lactoferrin, glucose transport, antioxidant, Caco2
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