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OZET

Anne siitli, yenidoganlar i¢in en Onemli besin kaynagi olmanin yaninda
sindirilebilir aminoasit kaynagi, immunolojik koruma ve gelisimsel fonksiyonlarin
desteklenmesini saglamaktadir. Anne siitiiniin yenidoganin gelismesindeki rolii, siitiin
farkl1 fraksiyonlarinda bulunan whey proteinleri ve kazeinlerden olusan skim milk
proteinleri ve MFGM proteinleri (milk fat globule membrane) tarafindan
saglanmaktadir. Insan siitiiniin farkli tiirlerin siitinden en bilyiik farklilig, whey
fraksiyonunun major protein kaynagi olmasidir. Bu nedenle, whey proteinlerinin
belirlenebilmesi igin yapilan caligmalar, siit biyogenezinin anlasilmasi ve siit protein
fonksiyonlarmin belirlenebilmesi i¢in 6nem arz etmektedir. Caligmada proteomik
yontemler kullanarak insan ve kegi kolostrumunun skim fraksiyonundaki ortak whey
proteinlerini  belirlemek ve kiyaslamak amaglanmis; insan siitiinlin  yerine
kullanilabilecek alternatiflerin protein igeriklerinin belirlenmesine katki saglamak
hedeflenmistir. Bu amagla, laktasyonun baslangicindaki (12-24 saat) saglikli insan (n=6)
ve kegi (n=6) kolostrum 6rnekleri toplanarak, 2-DIGE (two dimensional differential gel
electrophoresis) jel goriintiilerindeki insan ve keg¢i kolostrumuna ait cakisan spotlar
kesilip tripsin ile digest edilip MALDI-TOF/TOF (matrix assisted laser desorption
ionization) kiitle spektrometrisi yontemiyle tanimlama yapilmistir. Kiitle spektrometri
analizi sonuglarina gore, insan ve ke¢i kolostrumunun whey proteinlerini iceren
orneginin bulundugu master jelde ¢akisan 422 spot bulunmustur. Bu spotlarda hem insan
hem de ke¢i ornekleri igin 270 adet farkli protein saptanmistir. Bu proteinlerden;
immiinoglobulin, kazein, alblimin, laktoferrin, laktotransferrin, laktoglobulin ve
laktaloumin kokenli proteinler spotlarda en fazla goriinen (HAP) major proteinlerdir.
Ayrica al-antitripsin, integrin, kathelisidin, galaktin-3-binding protein, laktadherin,
tenascin ve apoliprotein J gibi mindr proteinlerde (LAP) tespit edilmistir. Calismada
elde edilen sonuglar, ke¢i ile insan kolostrumunda bulunan ortak proteinlerin

profillerinin belirlenmesi i¢in oncii nitelik tagimasina ragmen; 6zellikle insan siitiine



alternatif formiillerin gelistirilmesi goz Oniine alindiginda, insan ve keci kolostrumuna
ait proteomik profillerinin detaylica incelenmesi ve ortak olmayan proteinlerin profil

farkliliklarinin belirlenmesi gerekmektedir.

Anahtar Sozciikler: 2-DIGE, insan kolostrumu, ke¢i kolostrumu, MALDI-TOF/TOF,

whey proteinleri



SUMMARY

Detection of Whey Fraction Common Proteins of Human and Goat Colostrum by
MALDI-TOF/TOF

Human milk is an important source for the breastfed infants as it provides a
digestible source of amino acids to infants and also has an immunological protection and
assist in developmental functions as well. Therefore, the role of human milk in infant
development is well established due to the presence of proteins that are found in
differrent fractions of human milk, which are milk fat globule membrane (MFGM)
proteins and skimmed colostrum proteins composed of whey proteins and caseins. One
of the main difference observed in human milk when compared with other species’ milk
is that the whey fraction of the skim milk is the major protein source. Therefore, it is
important to determine the proteomic profile of the whey fraction in order to better
understand milk biogenesis and milk protein functions. The aim of this study is to
determine shared whey proteins in the skim fraction of human and goat colostrums via
proteomic analysis in the field of contributing towards determining the protein contents
of a human milk substitute. In order to assess the proteomic differences and/or
similarities between human and goat colostrum, the samples from healthy mothers (n=6)
and healthy goats (n=6), collected at early stages of lactation (i.e. 12-24 hours
postpartum) were analyzed using DIGE electrophoresis. Master images constructed from
both sample groups were compared to differentially expressed proteins, which were then
be excised from the gels, trypsin digested and run on MALDI-TOF/TOF mass
spectrometer for identification. According to the data obtained from MALDI-TOF/TOF
mass spectrometry analysis, 422 overlapped spots were found on the selected master gel
of human colostrum and goat colostrum. According to the mass spectrometry data, 270
different proteins were detected in both human and goat colostrum samples. As for the
overlapped spots; immunoglobulin, casein, lactoferrin, lactoglobulin, albumin
lactotransferrin and lactaloumin originated proteins were mostly identified high

abundant proteins. In addition, low abundant proteins such as al-antitrypsin, integrin,



cathelicidin, galectin-3-binding protein, lactadherin, tenascin ve apoliprotein J were also
identified. The results obtained from this study represent an important concept as goat’s
kolostrum might be considered as an alternative substitute of human milk in the future.
Although further studies are required to establish the proteomic profile differences seen
in human and goat colostrums, this preliminary study underlies the importance of

manufacturing high quality dairy products or infants formulas.

Key Words: 2-DIGE, goat colostrum, human colostrum, MALDI-TOF/TOF, whey
proteins.



1. GIRIS VE AMAC

Anne siitii proteinleri mineraller, ¢6ziinmeyen vitaminler, lipit miselleri ve dogal
ya da edinilmis bagisiklik sistemi bilesenlerinin tasiyiciligini yaparak genis bir
yelpazede fonksiyon gostermektedir. Ayrica siitiin diger bilesenleriyle yenidoganin
bagirsak mikrobiyomunun olusturulmasina yardimci olmaktadir. Memelilerin siit

proteomu ilk siit olan kolostrumdan olgun siite dogru koklii bir degisime ugramaktadir.

Anne siitii ve kolostrumun icerdigi proteinler, gosterdigi antimikrobiyal etki ve
immunostimulatér 6zelligi ile yenidoganin gelisimi i¢in 6nemli biyolojik aktiviteleri
desteklemeleri ve yeterli miktarda esansiyel aminoasit saglamasi bakimindan
yenidoganlar i¢in Onerilen en Onemli besin kaynagidir. Anne siitiiniin yenidoganin
gelismesindeki roli, siitiin farkli fraksiyonlarinda yerlesmis olan proteinlerin araciligiyla
olmaktadir. Bu proteinler MFGM proteinleri ve whey proteinleri ile kazeinden olusan
skim milk proteinleridir. Insan kolostrumdaki whey proteinlerinin toplam protein

icerigine oran1 %80 oldugundan bu fraksiyonun aydinlatilmasi 6nem kazanmaktadir.

Yenidoganin anne siitii ile beslenemedigi, yetersiz beslendigi ya da annenin HIV
ve benzeri alerjenler icermesi durumlarinda anne siitli yerine gegebilecek, benzer besin
icerigini saglayabilecek, hipoalerjik ve lezzetli bir alternatif bulunmasi 6nem
icermektedir. Diinya genelinde en yaygin olarak tiiketilen siit olan inek siitii insanlarin
beslenmelerinde uzun siirelerdir yer almaktadir. Inek siitii ya da inek siitii bazli mama
kullanim1 sonucunda sik goriilen bebek rahatsizliklar: ve hatta ileri yaslarda da insan
saghigini etkileyebilecek yan etkilerle karsilagilmaktadir. Bunlarin basinda inek siitii
alerjisi gelmektedir. Inek siitiine bagli besin alerjiside ¢ocuklukta % 2-6 oraniyla en
yaygin olarak goriilen saglik problemidir. Inek siitii ile beslenen yenidoganlarda
immiinoglobulin E (IgE) deri, solunum, mide-bagirsak reaksiyonlari ve bazi durumlarda
anaflaktik soka kadar uzanan durumlarda major rol oynamaktadir. inek, kegi ve koyun
siiti total stit tiketiminin %87 sini olusturmaktadir. Ancak ke¢i ve inek siit
kompozisyonlar1 arasinda dikkat ¢ekici farklar bulunmaktadir. Kegi siitlinlin bilesimine

iliskin ozellikleri incelendiginde, keg¢i siitii proteinlerinin daha sindirebilir ve daha az



alerjenik oldugu, benzer sekilde lipitlerin daha sindirilebilir oldugu, cesitli metabolik
stireclerde ve hastaliklarla miicadelede enerji kaynagi olusturdugu belirtilmigtir. Mineral
bilesimi ile ilgili olarak, olgiilen temel elementler ve bunlarin gidasal kullaniminda kegi
siitiiniin inek siitinden daha kaliteli oldugu gdziikkmektedir. (2). Inek siitii alerjisi
gosteren yenidoganlara kegci siitii tedavisi uygulanarak iyilesme saglandig belirtilmistir.
(3-5). Kegi siitii, inek siitiine alerji gosteren insanlarda inek siitii yerine tavsiye
edilmektedir (6). Inek siitii alerjisi bulunan insanlarm %40-100 kadar1 kegi siitii ile
beslendiginde, iyilesme gdzlenmistir. Baz1 keci siitii proteinleri inek siitli proteinleriyle
immiinolojik olarak capraz reaksiyon verdigi halde, inek siitiinden kaynakli mide-
bagirsak alerjisi ve kronik enteropati sorunu yasayan yenidoganlara keg¢i siitii verilmesi
lyilesme sagladigi belirtilmistir. (6). Bu sebeplerle ke¢i siitiiniin essiz ve kompleks
protein iceriginin proteomik yaklasimla analiz edilmesi, ke¢i siitii ve insan siitii
benzerliklerinin ortaya ¢ikarilmast Onem kazanmaktadir. Bu alanda yapilacak
calismalarla anne siitiine alternatif olan ticari bebek mamalarinda inek siitiinden daha
uygun bir ham madde arayis1 saglanacaktir. Kapsamli insan siit protein profili
aragtirmalarinda, siit biyogenezinin ve fonksiyonlarinin anlagilmasmin yanisira daha

benzer protein icerikleri kullanilarak bebek formiillerinin gelistirilmesi planlanmaktadir.

Proteomik bilindigi gibi genom tarafindan eksprese edilen biitiin proteinlerin
bilimsel analizidir ve gen fonksiyonunun protein diizeyinde anlagilmasina olanak
saglamaktadir. Biyokimya icin ¢ok Onemli olan proteinlerin fonksiyonunu anlama ve
anlamlandirmada bir devrim olarak kabul edilmektedir. Dolayisiyla 2D elektroforez
(two dimensional electrophoresis) ve kiitle spektrometresi (MS) gibi teknolojiler
kullanilarak siitteki proteinleri tanimlamak ve karakterizasyonunu saglamak Onem
kazanmistir. Bu ¢alismanin temel amaci, 2-DIGE (iki boyutlu jel elektroforez) ve
sonrasinda MALDI-TOF/TOF kiitle spektrometrisi yontemlerini kullanarak insan ve
ke¢i kolostrumunun skim fraksiyonundaki ortak whey proteinlerini belirlemek ve

kiyaslamaktir.

Ote yandan siitiin protein icerigi beslenmeye bagli olarak degismektedir. Farkl1 iilke

beslenme kosullarinda ¢alismak bu acidan biiyiik 6nem arzetmektedir. Spesifik olarak;



1- Tiirk populasyonlarina ait kolostrumunun skim fraksiyonunda whey proteinlerinin
belirlenmesi,
2- Siitte glivenilir proteomik analiz metodunun (ayristirma, tanimlama, dlgiim ve

biyoinformatik) gelismesine katki saglanmasi,

Bunlarin yaninda; Bu ¢alisma insan kolostrumu hakkinda temel bilgiler olusturmasina
katki saglamas1 beklenmektedir. Bu calisma ile insan siitiiniin kegi siitline gore
proteomik kompozisyonunun nasil benzerliklerinin oldugunu ortaya koyacak bilgilere
151k tutmak amacglanmaktadir. Bu sayede bulunacak ortak proteinlerin anne siitiinde kegi
stitline gore goreceli farkliliklarin saglanmasi, anne veya kegi siitiinde iistiinliik saglayan
spesifik proteomlarin arastirilmasi ayrica yenidogan sagligi acisindan kisa ve uzun
donem faydalarinin agiklanmasina yardimei olacak bilgiler bulunmas1 amaglanmaktadir..
Ote yandan siitiin protein icerigi beslenmeye bagl olarak degismektedir. Tiirkiye’ye ait
beslenme kosullarinda ¢alismak bu agidan biiyiik 6nem arzetmektedir. Ayrica insan ve
ke¢i kolostrumunda bulunan ortak proteinlere ait genlerin tespit edilerek
metabolizmadaki yolaklarin biyoinformatik agidan incelenmesi hedeflenmektedir.
Proteomik c¢alismalari uzun soluklu arastirmalardir. Projemizin bu alandaki

caligmalarimizin motor giiciinii olusturmasini amaglamaktayiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Siit ve Kolostrumun Onemi

Siit, tiim memelilerde yenidoganin yasaminin ilk doneminde beslenme, biiyiime
ve gelisme gibi gereksinimlerinin saglanmasi amaciyla anne meme bezinden salinan
immiin Ogeleri, enfeksiyon onleyici faktorleri ve metabolik enzimleriyle kompleks
igerige sahip essiz bir biyolojik sividir. Siit igeriginde yenidogani patojenlerden koruyan,
biligsel gelisimi ve bagirsak mikroflorasinin olusumu saglayan makro ve mikro yapi
maddeleri bulunmaktadir (7). Yenidogan, emzirme ile bioaktif siit proteinleri elde
etmektedir. Bu proteinler kisa ve uzun vadede metabolizmaya yararli katkilar

saglamaktadir (8, 9).

Anne siitiiyle beslenen yenidoganlarin ilerleyen yaslarda obezite, diyabet ve
kardiyovaskiiler hastaliklara yakalanma olasiliklarinin diisiik oldugunu gosteren
caligmalar bulunmaktadir. Diinya genelinde gelismis ve gelismekte olan iilkelerde (10)
yenidoganlar {izerinde yapilan arastirmalarda anne siitiiyle beslenmenin bakteriyel
menengit, bakterimi (kanda bakteri bulunmasi) , ishal, solunum yolu enfeksiyonu, mide-
bagirsak sorunlar1 (nekrotizan enterokolit), orta kulak iltihabi, idrar yolu enfeksiyonu,
ge¢ baslangichi yenidogan sepsisi gibi yaygin goriilen siddetli enfeksiyon hastaliklarinin
goriilme sikligini diisiirdiigii kanitlanmistir. Yenidoganlarin ilk yilinda goriilen ani bebek
Olimi sendromu hizinin azaldigi, insiiliine bagli (tip 1) ve insiilinden bagimsiz (tip 2)
diabetes mellitus, lenfoma, 16semi, Hodgkin hastali§i, fazla kilo alma, obezite,
hiperkolestrol, astim goriilme siklifinin anne siitiiyle beslenen ¢ocuk ve yetiskinlerde
anne siitilyle beslenmeyenlere oranla diistiigii kanitlanmistir. Ayrica Amerikan Pediatri
Akademisi 0Ozellikle erken dogmus (preterm) bebekler ig¢in, sepsis ve diger
enfeksiyonlara karst giiglii koruma saglamasi nedeniyle anne siiti kullanimini
onermektedir. Anne siitii ile beslenmenin yenidoganlarin biligsel gelisimine yarar
sagladig1 ¢esitli caligmalarla bildirilmistir. Ayrica anne siitiiniin topuk testi yenidogan
taramasi gibi agrili bir islemde sirasinda anne siitiiniin ¢ocuga analzejik etki sagladigi

belirtilmistir (11).



Yenidoganlar i¢in ilk kolostrum alimi temel biyolojik fonksiyonlarin olusumu,
anneden yenidogana immunoglobulin gegisi ve yenidoganin enfeksiyonlara karsi
korunmasini sagladigi i¢in son derece kritiktir (12). Bunun sebebi dogum sonrasi ilk 48
saatte kolostrum igeriklerinin mide-bagirsak kanalinda avantajli olarak diisiik proteolitik
aktiviteye maruz kalmalaridir. Boylelikle biiylik molekiiller kolostrumun yapisinda
bulunan tripsin inhibitorleri sayesinde kolaylikla absorblanarak pasif immiin transferin
(PIT) basarili bir bigimde baslamasi saglanir. Ilk 48 saat icinde bu etki azalarak seyreder
ve dolayisiyla da yenidoganin bu siiregte yeteri miktarda immiinoglobulin (IgG) almasi
cok onemlidir (10). Chigerwe ve arkadaslari’nin (2009) (13) buzagilarla ilgili bir
calismasinda, dogumdan sonraki ilk 4 saat iginde ve 4-12. saatler arasinda kolostrum ile
beslenen yenidoganlarda yeterli pasif immiin transferin (PIT) gerceklestigi bildirilmistir.
Ancak ilk beslenmesi 4-12. Saatler arasinda gerceklesen yenidoganlara verilen
kolostrumun yiiksek IgG icerdigi belirtilmistir. Ayrica, dogumdan sonraki ilk saatlerde
kolostrum ile beslenmeyen ruminantlarda (gevis getiren hayvanlar), hastaliklara

yakalanma ve 6liim oranlarinda artis oldugu belirlenmistir (14, 15).

Kolostrumun igeriginde bulunan gesitli anti-mikrobiyal ve anti-inflamatuar
ajanlar, gastrointestinal gelisimi saglayan biiyiime faktorleri, sitokinler, enzimler ve ¢ok
sayida peptit ayrica biyolojik olarak aktif whey ve MFGM proteinlerinin kolostrumda
stite oranla ¢ok daha fazla bulunmasi, kolostrum tiiketiminin yenidogan i¢in ne kadar

6nemli oldugunun altin1 ¢izmektedir (16),(17).

2.1.1. Siit ve kolostrum sentezi

Kolostrum sentezi siit bezlerinin gelisim evrelerinden mamogenezin ardindan
gerceklesmekte ve en genel tanimiyla immiinoglobulinlerin maternal dolasimdan siit
bezlerine taginmasi olarak tanimlanmaktadir (18). Ayrica immiinoglobulin transferinin
hormonal kontrol altinda gergeklestigi belirtilmistir (19). Ozellikle, insan ve farelerin
kompleks plasenta yapilar diisiiniildiigiinde yenidogana Immunoglobulin (Ig) ge¢isinde
kisitlamalar ~ olmaktadir  (20-23). Bu  nedenle, yenidoganlarda  gelisen
agammaglobulinemia ve gecici hipogammaglobulinemia gibi immiin hastaliklarin 6niine

gecebilmek adina pasif immiin transferde gorevli olan immunoglobulinlerin 6nemi



biiytiktiir (24-27). Pasif immiin transfer, plasentadan immiinoglobulin gecisi ya da
kolostrumda var olan ile immiinoglobulinler ile saglanmaktadir. (28). Protein emilimi
temelde Ig’lere (IgG, IgM ve en ¢ok IgA) dayanmasina ragmen, kolostrumdan
yenidogan kanma gecen non-immiinoglobulin proteinler de pasif immiin transferin
saglanmasinda gorevlidir (29). Kolostrumun yiiksek miktarda mononiikleer 16kosit
saglayicisi oldugundan mononiikleer 16kositlerin, maternal immiinitenin yenidogana
bagirsak yoluyla taginmasina katkida bulundugu belirtilmistir (30). Kolostrogenezin
regiilasyonunda oOzellikle Ostrojen ve progesteron hormonlarimin gorev aldigi

belirtilmektedir (19).

Kan Daman
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Alveolar Faktorler
Liimen

Sekil 1: Siit ve kolostrumda bulunan ve dogal bagisiklikta rol alan major proteinlerin

sematik gosterimi (31, 32).
2.1.1.1 Noroendokrin sistem baglantis1

Meme bezinin yapisi, 6zellikleri ve siit salgilanmasinin saglanmasi ndroendokrin
sistem tarafindan yonetilmektedir. Bu fonksiyonun c¢alismasi i¢in iki sistem beraber
calisir, endokrin sistem memenin gelisimi ve memelilerin iireme donemine gelmesinde
major rol oynar. Sinir sistemi ise siit salinim mekanizmasini baglatmakta gorevlidir. S6z
konusu 2 sistem hipotalamus — hipofiz axis ile baglantilidir. Prolaktin, oksitosin,

bliylime hormonu gibi endokrin salgilar ve yumurtaliklar, plasenta, meme bezi gibi

10



endokrin salgilama yapan organlar mekanizmada gorevlidir (33, 34). Ureme dénemlerini
degistiren ve meme bezi iizerinde direkt etkisi bulunan hormonlar; oksitosin, prolaktin,
progesteron, Ostrojen ve plasental laktojendir (33, 35). Gebelik sirasinda laktasyona
hazirlik olarak, Ostrojen ve progesteron meme kanallarinin ve lobiillerinin
farklilagmasini stimiile eder. Dogum sonrasi progesteron seviyesi diiserek, siit
proteinlerinin prolaktin-kaynakli transkripsiyonu oOniindeki gebelik blokaji ortadan
kalkar. Ostrojen seviyesi de dogum sonrasi siit iiretimin baslamasi icin diisiis
gostermektedir. Ayrica hipotalamus-hipofiz-yumurtalik axis’ini baskilamasi sebebiyle
laktasyon boyunca da diisiik kalmaktadir. Farmakolojik dozlarda Ostrojen bile siit

tiretimini inhibe edebilmektedir (36).

Prolaktin ve oksitosin laktasyon icin olmazsa olmaz peptid hormonlaridir.
Prolaktin, hipofiz 6n bezinden ya da adenohipofizden laktogenesisi baslatmak ve
laktasyonu saglamak i¢in salgilanir (37). Prolaktin, kortizol ve insiilin’in ortak etkisiyle
slit proteinlerini kodlayan genlerin transkripsiyonunu uyarmaktadir. (38) Prolaktinin
bazal seviyesi gebelikte yiikselerek Ostrojenin artan seviyesiyle hipofiz bezi tizerinde
etki gosterirler. Dogum sonrasinda Ostrojen seviyesi hizla diiserken, prolaktin seviyesi
bir ka¢ hafta i¢inde kademeli olarak azalir. Meme bezi gelisiminde gorevli plasental
laktojen yapisal olarak prolaktine benzemektedir, ayrica tiirlere goére degismekle beraber

bilyiime faktoriiyle de iliskilidir (39).

Anne siitiiniin salgilanmas1 yenidoganin memeden ilk defa siit emmesiyle
baslamaktadir. Dokunsal reseptdrlerinin uyarilmasiyla meme ucundan 6nce omurilige
ordan da hipotalamusdaki salgisal oksitosinergik ndronlara impuls iletilir. Siit
salgilanmasi esnasinda, memeden hipotalamusa artan, hipofiz hormonlarindan (6zellikle
oksitosin) memeye azalan bir ndronal yansima goziikmektedir. Oksitosin saglayan
ndronlar hipofizin arka lobundaki paraventrikiiler nukleusta ve hipotalamik supraoptik
nukleusta bulunurlar. Memenin uyarilmasiyla oksitosin kana salgilanir ve meme
alveollerini cevreleyen miyoepitel hiicreler kasilmaya baslar, meme alvollerinde

depolanan siit salgilanmasi gergeklesir (40).

11



2.1.2. Siit ve kolostrum icerigini etkileyen faktorler

Siitiin kompozisyonunda; laktasyon donemine, yas, tiir, beslenme sekli, enerji
dengesi ve meme bezinin genel saglik durumu ve g¢evresel faktorler gibi bircok duruma
bagl olarak degisebilmektedir (16, 41). Lastasyon doénemi anne siitiiniin etkileyen
faktorlerden biridir. Laktasyonun baslangicindaki siitiin igerigi, laktasyonun ilerleyen

donemlerindeki gore 6zellikle yag, protein ve pek ¢ok mineral yoniinden zengindir (42).

Ornegin, Swanson ve arkadaslar1 (43, 44) tarafindan vyiiriitiilen bir ¢alismada
gebelik stiresi kisa olan koyunlarin kolostrumlarinda daha diisiik oranda IgG (99.9
mg/ml) bulundugu, ancak normal gebelik siiresi gegiren koyunlarin kolostrumlarinda
IgG oranlarmm ¢ok daha yiiksek (127.7 mg/ml) olarak bulundugu bildirilmistir.
Kolostrum sentez mekanizmasinin detaylar1 hala tam olarak bilinemiyor olsa da,
kolostrumun hamileligin son evresinde sentezlendigi ve siit bezlerinde depo edildigi
bildirilmistir (33). Ayrica gebeligin ilerleyen donemlerindeki maternal beslenme ve
meme bezinin gelisimi ile dogum sonrasindaki kolostrum igerigi ve tretilme hacmi
arasinda iligski oldugunun alt1 ¢izilmektedir (45). Bu sebeplerle dogum o6ncesi donemin
iyi bir sekilde gegirilmesinin 6nemli oldugu (19), dengeli beslenen memelilerin

kolostrum tiretiminin, yetersiz beslenenlere gore daha fazla oldugu belirtilmistir (32).

Kolostrum mevcut immiin igeriklerine bakildiginda, baz1 Dbilesenlerin
konsantrasyonun degisiklik gosterdigi bu sebeple de yenidoganin gereksinimlerine gore
de degistigi belirtilmistir (32). Awadeh ve ark.larmin (46, 47) yaptig1 bir ¢aligmada,
ineklerde gebeligin son doneminde selenyum takviyesi ile IgG konsantrasyonunda artis
gorilmistiir. Fakat Swanson ve arkadaslarinin (43) (44) yaptigi ¢alismada koyunlara
yine gebeligin son doneminde yapilan bir selenyum takviyesiyle kolostrum veriminde ya

da IgG konsantrasyonunda bir artig goriillememistir.

Yenidogan sayisinin kolostrum igerigini etkileyip etkilemedigi de ¢ok tartismali
bir konudur. Csapo ve arklarinin (1994) (41) yaptig1 bir ¢alismada IgG konsantrasyonun
beyaz macar kecisi ve macar merino koyunu ikiz yenidoganlarinda, tek yenidoganlara

kiyasla daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Fakat argiiello ve ark.larmm (2006) (48)
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yaptig1 calismada kolostrum IgG konsantrasyonunun majorera kegileri arasinda

yenidogan sayisina gore degisiklik gdstermemistir.

2.1.3. Siit ve kolostrum kompozisyonu

Anne siitli, onemli bir aminoasit kaynagidir. Yapisindaki siit proteinleri,
sindirimin hizlanmas1 ve yenidoganin diger besin igeriklerine ulasmasi, yenidogan
sagliginin korunmasi gibi birgok konuda gorev almaktadir. Safra tuzu-uyarilmis lipaz ve
amilaz yag ve karbonhidratlarin sindirimini saglar,  — kazein, laktoferrin, haptocorrin
gibi proteinler kalsiyum (Ca), demir (Fe) ve B — 12 vitaminin emilimine aracilik eder.
Patojen bakteri, virlis ve mayalara karsi anti-mikrobiyal faaliyetlerin saglanamasi
(secretory IgA, lactoferin, lizozim, kappa kazein ve laktoperoksidaz), immiin
fonksiyonun artirtlmasi (sitokinler ve lactoferrin), ve bagirsak gelisiminin saglanmasi (kK

casein ve lactoferrin) gibi ¢ok c¢esitli fizyolojik etkileri bulunmaktadir (9).

Bunlarla beraber insan siit proteinleri leptin, ghirelin ve adiponektin gibi cesitli
peptid hormonlarim1 igermektedir. Tiim bunlar besin aliminin diizenlenmesi, enerji
dengesi, hiicre farklilagmasi, biliylimenin diizenlenmesi ve neonatal donemde gelisimin
saglanmasma katki sagladigi kadar, uzun vadede yasamin ilerleyen kisimlarinda

metabolik yararlar gostermektedir. (38)

Kolostrum hacim, goriintii ve kompozisyon olarak anne siitiinden daha farklidir
(38). Kolostrum igerdigi IgA, laktoferrin, 16kositler gibi yogun immiinolojik bilesenler
ve epidermal biiyiime faktorii gibi yenidoganin gelisimi ile ilgili bilesenler nedeniyle
yenidoganin saglig1 ve gelisimi igin 6nem arz etmektedir (49). Ayrica kolostrum icerdigi
yag, laktoz, vitamin ve minareller nedeniyle besin degeri yiiksek bir bilesimidir (16).
Kolostrumdaki sodyum, klor, magnezyum miktarinin anne siitiine gore daha yiiksek,

potasyum ve kalsiyum miktariin ise anne siitine gore daha az oldugu da
belirtilmektedir (36).

Kolostrum her ne kadar vitamin, hormon, sitokin, enzim ve alveolar epitel
hiicrelerden koken alan metabolitler bakimindan zengin olsa da, yenidoganin

patojenlerden korunmasinda 6nemli gérevleri olan immiinoglobulinler kolostrumun en
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¢ok arastirilan bilesenlerindendir (27). Kolostrumun immiinoglobulin igerigi tiirler
arasinda degisiklik gostermektedir ancak 19G, IgM ve IgA gibi immiinoglobulinler farkli
tirlerin kolostrumlarinda en fazla bulunanlardir (33). Kolostrumun igeriginde farkl
bilesenler bulunmasina ragmen, bu bilesenler genel olarak meme bezlerinden direk
salgilananlar, kan dolasimindan transfer olanlar ya da her iki mekanizmanin da
kullanilmas: seklinde smiflandirihirlar  (Patton 1975). Ornegin yapilan bir ¢alismada,
IgG’nin kan dolagimindan siit bezine transfer edildigi buna karsin IgA’nin meme plazma

hiicrelerinden siit bezlerine salgilandig1 belirtilmektedir (31).

Anne siitii i¢erigi anneye ve laktasyon donemine gore degisiklik gostermektedir.
Maternal beslenme seviyeleri degisiklik gdsterse bile populasyonlar arasida essiz
bigimde korunmustur (50). Anne siitii besin igeriginin; BMI, protein alimina, dogum
sayisina, menstrasyona geri donme siiresine ve dogum sikligina bagli oldugu
bildirilmistir (38). Ayrica yliksek miktarlarda siit tireten kadinlarda siitiin yag ve protein
iceriginin disiik, laktoz igeriginin yiiksek oldugu goriilmektedir. Anne siitii protein

konsatrasyonunun BMI ile artarken, annenin siit tiretim artigina gére azalmaktadir (51).

2.1.3.1. Makro- ve mikrobesinler
Siit proteinleri, temel olarak whey proteinleri, kazeinler ve MFGM olmak iizere

anne siitliniin 3 fraksiyonu vardir. En ¢ok bulunan proteinler ise, kazein, o —
laktalbumin, laktoferrin, salgisal immunoglobulin IgA, lizozim ve serum albiimindir.
(50, 52). Anne siitiinde yiiksek miktarda bulunan proteinler, majér (HAP — high
abundant protein) ve diisiik miktarda bulunan mindr proteinler (LAP — low abundant

protein) ilerleyen bdliimlerde detayli incelenecektir.

Anne siitiiniin gercek protein igerigi laktasyonun baslangi¢ doneminde 14 — 16
g/L, laktasyonun 3 — 4. aylarinda 8 — 10 g/L, 6. Aydan sonra ise 7 — 8 g/L olarak
belirlenmistir (9). Normal donemde dogum yapan insan siitii igerigi; 0.9 — 1.2 g/dL
protein, 3.2 — 3.6 g/dL lipid, 6.7 — 7.8 g/dL laktoz olarak bildirilmektedir (38).
Bauer&gerss’in (53, 54) yaptig1 ¢alismada term dogum yapan (38-41.h) annelerin

protein igeriklerinin preterm dogum yapanlara gore anlamli derecede diisiik oldugu
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belirtilmistir. Ayrica dogum zamanina bagl olmaksizin ilk 4-6 haftadan sonra anne siitii

protein igeriginin azalmakta oldugu bildirilmistir.

Kegi kolostrumunun igerigi (0-2. Giin) %7.7-6.26 yag, %10.47-5.73 protein ve
%2.44-4.15 laktoz, kegi siitii besin igerigi (90. Giin) ise, %4.31 yag, %3.36 protein ve
%S5.44 laktoz seklindedir (55). Kegi ile ve inek siitliniin kompozisyonu sdz konusu tiire
bagli olarak degismekte az yada c¢ok farklilik gdsterse de biribirine oldukca
benzemektedir. Haenlain (1996) (4), tarafindan yapilan ¢alismayla kegi siitiiniin protein,
yag ve minerallerden olusan toplam kati madde igerigi inek siitiine gore daha yiiksek
oldugu belirlenmis ve daha sonra yapilan ¢alismalarla desteklenmistir. (2, 4, 56-58).
Genelde kegi siitii kazein iceriginin diisiik olmasindan dolayr serum proteinleri
konsatrasyonu nispi olarak daha yiiksek olarak goriilmektedir (57, 59). Ceballos ve
ark.lar1 tarafindan 2009’da (2) yapilan bir arastirmaya gore keci siitii ve inek siitii
protein, yag, laktoz icerikleri bakimindan kiyaslanmistir. Bu arastirmanin sonuglarina
gore keci/inek degerleri sirasiyla %3.48/2.82, %5.23/3.42, %4.11/4.47°dir. Kegi siitii
ortalama protein igerigi inek siitiine kiyasla yiiksek olmasina ragmen (60) birbirine yakin
oldugu tablo 1’de gosterilmektedir. Ayrica Greppi ve arkadaslarimin 2008 yilinda
yayinladiklar1 verilere gore insan siitline ait protein yag ve lipit igerikleri tabloda

gosterilmektedir (61)(Tablol).

Tablo 1. Insan, kegi ve inek siitii besin igerikleri

Sat
insan Kegi inek
Protein (ug/ul) | 9-15 34.8 28.2
Yag (ug/ul) 38-41 52.3 34.2
Laktoz (ug/uL) | 70-72 41.1 44.7

Iki cins siitte de protein igerikleri ve kompozisyonlari cinse, emzirme donemine,
beslenmeye, iklime, dogum sayisi ve donemine bagli bigimde yaygin olarak
degisebilmektedir. inek siit kompozisyonunda cins degisiminin etkisi kegi siitiine gore
daha az belirgindir. Keg¢i ve inek siitleri major proteinlerinde (B-lactoglobulin, a-

laktalbumin, «-kazein, aSl-kazein) aminoasit kompozisyonu bakimindan yiiksek
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homoloji (%84-95) gostermektedirler. Bu durum ruminantlara (gevis getirenler) ait
olmalariyla agiklanmaktadir. Ayrica laktoferrin, transferrin ve prolaktin gibi mindr

proteinlerin de inek ve kegi siitiinde benzerlik gosterdigi belirtilmektedir (60).

Siit igerigindeki, protein olmayan azot-igeren bilesikler, iire, lirik asit, kreatin,

kreatinin, aminoasitler ve niikleotidler, total siit azotunun %25 ini olustururlar (38).

Anne siitli lipidleri, yiiksek oranda palmitik ve oleik asit igermektedir. Siitte en
degisken makrobesin igerigini lipitler olusturur. Laktasyon, foremilkten (kolostrum)
protein igerigi diisiik olan ve son siit olarak tanimlanan hindmilk’e dogru ilerledikge
lipid miktar1 2, 3 kat artmaktadir (62). Ayrica Kent ve ark’larinin (2006) , giin iginde
emzirme sikligina bagl lipit iceriginin degisimini inceledigi ¢alismaya gore siitlin lipit
igerigi gece ve sabah emzirmelerinde, 6gleden sonra ve aksam emzirmelerine gore
anlamli olarak daha az gorilmektedir (63). Anne siitii yag asit profili, maternal
beslenmeyle iligkili olarak degismektedir. Ozellikle uzun zincir ¢oklu doymamis yag
asidi (LCPUFAs), omega 3° {in yetersiz alindigi durumlarda omega 6’ya doniisiir (Batt
ilkelerinde). Dokosaheksanoik asit (DHA) igerigi ise, kuzey Amerika popiilasyonlarinda
diisiiklik gostermektedir (64, 65).

Insan siitii karbonhidrat igerigini laktoz olusturmaktadir. Laktoz konsantrasyonu,
sitlin en az degisim gosteren makrobesinidir. Ancak yiiksek laktoz konsantrasyonu

igeren siitler, annenin yiiksek miktarda siit tirettigini géstermektedir (51).

Mikrobesinler, anne siitii yenidogan icin gerekli besin icerigini saglamaktadir.
Bir ¢ok mikrobesin ve A, Bl, B2, B6, B12, D vitaminleri ve iyodin, maternal
beslenmeye ve biinyeye gore degisim gostermektedir (38). K vitaminin anne siitiinde
oldukea diisiik miktarda bulundugu bilinmektedir. Amerikan Pediatri Dernegi bu sebeple
yenidoganda olusabilecek hemorajik hastalifina tedbir olarak K vitamini ignesi
onermektedir. (66). Ayrica D vitamini de anne siitiinde diisiik miktarda bulunmaktadir,
bu durum o6zellikle maternal donemde diisiik giines 15181 almaya baghdir ve

popiilasyonlara gore degisiklik gostermektedir. (67).
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Kok hiicreler anne siitiiniin bir bilesenidir. Indumathi ve arkadaslarinin (2012)
(68) dogum sonrasi 3- 7. giinlerde toplanan anne siitiinde yaptiklari ¢aligmada, anne
siitliniin mezenkimal ve hematopoietik kok hiicreler icerdigi belirtilmis ve yenidoganin
immiin ihtiyacini karsilamaya yonelik yliksek miktarda immiin komponent ata hiicreleri
tespit edilmistir. Kok hiicrelerin yenidogan hastaliklar1 {izerindeki iyilestirici etkisini

arastiran ¢aligmalar son yillarda hizlanmaktadir (38).

2.1.3.2. Biiyiime faktorleri ve hormonlar

Viicuttaki biyolojik siiregleri etkileyen biyoaktif bilesenler biiytime faktorleri ve
hormonlardan olusmaktadir. (38). Epidermal biiyiime faktorii (EGF), amniyotik sivida
ve anne siitlinde bulunmaktadir. Bagirsak kanalinda olgunlagsma ve tamirde gorevlidir.
Diisiik pH ve sindirim enzimlerine karsi koruma saglar (69, 70). Noronal biiyiime
faktorlerinden BDNF (brain-derived neurotrophic factor), pre-term donemde sik sik
fonksiyonu bozulan bagirsak perispaltik hareketini diizenlemektedir. BDNF, GDNF
(glial-cell line derived neurotrophic factor) ve bunlarla iliski CNTF (ciliary neurotrophic
factor) anne siitiinde ilk 90 giin, enteral sinir sistemi (ENS) biiylime ve gelismesinde rol
oynar (71-73). Insiilin benzeri bilyiime faktdrii (IGF), IGF-I, IGF-1I, IGF-baglayic
proteini ve IGF-spesifik proteaz anne siitiinde bulunmaktadir. En yiiksek miktarlari
kolostrumda goriiliir, laktasyon boyunca siirekli diisiis gosterir. Ayrica oksidatif stresten
kaynakli bagirsak hasarlarina katki saglamaktadir (74-79). Vaskiiler endotelyal biiyiime
faktori (VEGF), kan damar olusumu (anjiyogenez), temel olarak VEGF ekspresyonuyla

diizenlenmektedir. Kolostrumda konsantrasyonu ¢ok ytiksektir (38).

Siit yapisinda bircok hormon bulunmaktadir. Ornegin, eritopoietin (Epo), siitte
onemli miktarda bulunan, kirmizi kan hiicrelerin (eritrosit) sayisini artirmakla gorevli
hormon olup bagirsak gelisiminden sorumlu oldugu ve anemiye karsi koruyucu gorevi
oldugu bildirilmistir (38). Arsenault ve ark.larmin 2010‘da yaptigi bir caligmada
Epo’nun HIV (human immunodeficiency virus)’in anneden g¢ocuga ge¢mesini Onleyici
olabilecegi belirtilmistir. Buna ek olarak siit iceriginde, gelisimi diizenlemekle gorevli
olarak somatostatin ve kalsitonin hormonunun prekiirsorii olan prokalsitonin yiiksek

miktarlarda bulunmaktadir (38). Siitte yiiksek miktarda bulunan diger bir hormon
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adiponektin olup metabolizmay1 diizenlemek ve inflamasyonu baskilamak gibi
ozelliklere sahip, fonksiyonel bir hormondur. Adiponektin, bagirsak bariyerini gegerek
yenidogan metabolizmasini diizenlemekte gorevlidir (80, 81). Metabolizmay1 ve enerji
dongiisiinii diizenleyen, ayrica besin kontroliiniin saglanmasinda 6nemli rol oynayan

leptin, rezistin, ghrelin gibi hormonlar da anne siitiinde bulunmaktadir (38).

2.1.3.3. Immiinolojik faktorler

Insan siitiin yapis1 makrofajlar, t-hiicreleri, kok hiicreler ve lenfositler gibi
enfeksiyonlara ve inflamatuarlara karsi koruyucu pek ¢ok hiicre tipini icermektedir (38).
Laktasyonun basinda anne siitii ile beslenen yenidoganlar giinde yaslasik 10'° maternal
16kosit alirlar (82). Bu miktar anneye gore degismekte ve yenidogan alerjisi de buna
bagl olarak gelisebilmektedir. Ik anne siitindeki hiicrelerin % 80’ini makrofajlar
olusturmaktadir (68, 82-87). Kan dolasiminda bulunan makrofajlarin meme bezi
makrofajlarina dontisiimii ve t-hiicrelerinin aktivasyonu ile yenidoganlarin kendi immiin
sistemleri gelisinceye kadar patojenlere karst giiglii bir koruma saglanmaktadir. Ancak
bunun negatif bir sonucu olarak, HIV-1 ve HTLV-1 tasiyan kadinlarin yenidoganlarina,

stit ile viral geg¢is oldugu bildirilmistir (38).

Anne siitiinde ayrica hiicreler arasinda haberlesmeyi saglayan sitokin ve
kemokinler bulunmaktadir. Sitokinler ¢ok islevli peptidler olarak hem otokrin hem de
parakrin etki gosterirler. Kemokinler; sitokinlerin icerisinde 6zel bir gruptur ve diger
hiicrelerin hareketlerini tesvik etmektedirler. Anne siitiinde bulunan sitokinler bagirsak
duvarin1 gecerek immiin aktiviteyi etkileyen diger hiicrelerle temasa gegebilirler (88).
Ornegin, Inflamasyonu diizenleyen, yara onarimi ve allerjik hastaliklara karsi koruma
saglayan TGF-B (Transforming growth factor beta) (89), bagirsak gelisimi ve sepsis
tedavisinde etki gosteren G-CSF (Graniilosit-koloni stimule faktor) (90) anne siitiinde
bulunan en 6nemli sitokinlerdendir. Ayrica pro-inflamuar etkisi bilinen TNF-a (Tumor
necrosis factor alpha), IL-6 (Interleukin 6), IL8 (Interleukin 8) ve IFNy (Interferon

gamma) anne siitiinde diisiik seviyelerde bulunmaktadir (91).
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Tablo 2. insan, keci ve inek kolostrum ve siitiinde bulunun immiinoglobulin miktarlart

Kolostrum Siit
Insan | Kegi Inek Insan Kegi Inek
IgA (ug/uL) 17.35 |0.86-0.24 3.90 1 0.1-0.07 0.14
IgM (ug/uL) 1.59 3.8-0.7 4.2 0.10 0.18-0.2 0.05
IgG (ug/uL) 0.43 32.9-8.2 - 0.04 0.8-0.88 -
IgG1 (ug/uL) - - 4760 |- - 0.59
19gG2 (ug/uL) - - 2.90 - - 0.02

Immiinoglobulinler, immiin sistemin bir bileseni olarak siit ve kolostrumda
bulunmaktadir. Anneden yenidogana pasif immiin tranferin saglanmasinda temel
immiinolojik baglantiy1 olusturmaktadirlar (92). Kan ve mukozal salgida bulundugu
kadar kolostrum ve siitte de bulunan koruyucu immiinoglobulinler genel olarak IgM,
IgA, 1gG, IgE ve IgD seklinde siniflanmaktadir ancak memelilerde major olarak
bulunanlar IgG, IgA, IgM’dir. IgM’ler organizmanin bir antijenle ilk defa karsilastigi
zaman ortaya cikar (birincil enfeksiyon). Diislik spesifiteye sahip oldugundan
enfeksiyonla miicadelede diisiik potensiyel gostermektedir. IgA mukozal salgilarda
major immiinoglobulin olarak bulunarak mukozal enfeksiyonlara karsi koruma saglar.
(by agglutinating microbes) IgG ise, inek kolostrum ve siitiinde temel
immiinoglobulindir. IgG1 ve IgG2 olarak iki alt grup halinde bulunur. Kolostrum ve
stitte bulunan immiinoglobulin igerigi tiire yiiksek derecede bagimli olarak degisim
gostermektedir. Farkli tiirlerde degisen oranlarda bulunmaktadir (Tablo 2). Tirler 3
gruba ayrilirlar. (43) immiinoglobulinlerin direkt olarak plasentadan fetusa aktarilmasini
saglayanlar (insan, tavsan), (43) yenidoganin agammaglobulinemik olarak dogdugu ve
meme salgisiyla immiinoglobulin aktarimini saglayanlar (inek, ke¢i, domuz ve at), (3)
immiinoglobulinlerin hem meme salgisiyla hemde plasenta ile aktarilanlar (sigan, fare ve
kopek). Bu farkliliklar immiinoglobulin kompozisyonunda farkliliklar olusturmaktadir.
Insanlarda yenidoganin mide-bagirsak kanalinin daha ok korunmasi saglanmaktadir. Bu
durum insan kolostrumunun diger tiirlere gore total immiinoglobulin igeriginin diisiik
olmasina dayanmaktadir. Ornegin IgG igerigi keci ve inek kolostrumunda %75 iken,

insanda bu oran %2 lerdedir. Inekte kolostrumda bulunan IgG miktar1 ardisik sagimlarla
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birlikte hizla diiser. Genel olarak insan immiinoglobulin icerigi kolostrum ve siitte

benzerdir. IgA ikisinde de ¢ok yiiksek oranlarda bulunur (%88-90). (60, 92)

2.2. Siit Protein Fraksiyonlar:

Siit proteinleri kazeinler, whey proteinleri ve musin (MFGM) olmak {izere 3 ana
fraksiyona dagilmistir. Kazeinler ve whey proteinleri kolostrumun skim milk denilen en
blyiik kismimi kapsamaktadir. Laktasyon dénemi boyunca siit igerigi, biiyiiyen
yenidoganin ihtiyaglariyla uyumlu bir sekilde, besin ihtiyacindaki degisen miktarlarinin
saglanmasina, dogal ya da edinilmis immiin yanit olusumuna, biiyiime ve gelisime
yonelik degisimler gosterir (50). Musin fraksiyonu, siitteki lipidlerin etrafini
¢evirmektedir, protein iceriginin kii¢iik bir kismini olusturur (93). Anne siitii musin
fraksiyonu da laktasyon boyunca degisiklik gostermez (9). Buna karsin memedeki whey
protein ve kazein igerigi siirekli bir degisim gosterir. Kazein sentezi dogumla birlikte
diizenli bicimde artar, laktasyonun ilk giinlerinde az miktarda olan kazein
konsantrasyonu ilerleyen donemlerde yiikseltirken, siit hacminin artigina bagl olarak
whey protein konsantrasyonu azalmaktadir (94, 95). Laktasyonun baslangicinda 80:20
olan whey protein:kazein orani, laktasyonun ortalarinda 60:40, laktasyonun son
donemlerinde 50:50 seklindedir. Kazein ve whey proteinleri aminoasit bilesimi
bakimindan farklilik gdsterdiginden anne siitii aminoasit igerigi laktasyon boyunca
degisir (9). Farkli memeli tiirlerine ait canlilarda whey protein/kasein orani degisiklik
gostermektedir. Ineklere ve kegilerde bu oran 20:80 seklindedir (53, 96), Tay 2011).
(Tablo 3)

Tablo 3. Whey protein ve kazein oranlari

Siit
Insan Kegi Inek
Whey Protein (%) | 60 20 20
Kasein (%) 40 80 80
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2.2.1. HAP (high abundant proteinler)

Kazein, a-laktalbumin, laktotransferrin, IgA, salgisal bilesenler ve HSA (human
serum albiimin) anne siitiindeki en yiiksek miktarda bulunan proteinleri (HAP)
olusturmaktadir. HAP’lar insan total siit proteinlerinin %90’1n1 olusturmaktadir (Mange
2008). Siitiin 3 fraksiyonunda da yer alan HAP proteinlerinden bazilar1 asagida ayr1 ayri
aciklanacaktir. Bu fraksiyonlardan biri olan MFGM proteinleri, komplex membrane
lizerine yerlesmistir ve etrafi triagilgliserol damlaciklartyla gevrilidir (97). Genellikle,
pek cok MFGM c¢alismasi inek (98-100), kegi (101), koyun gibi giinliik siit {iretimi olan
hayvanlar tizerinde gergeklesmistir. Mather ve ark.larmin 2000°de (99) yaptigi bir
calismada, MFGM’da 7 HAP proteinin bulundugundan bahsedilmistir. Bu 7 adet
proteinden 2’si immiiniteyle alakali 6nem teskil eden mucin-1 (MUC-1) ve xanthine
dehydrogenase/oxidase (XDH/XO) proteinleridir. MUC-1 glikoprotein yapili bir protein
olup, farkli organlarin (6rnegin, akciger, mide, bagirsak ve digerleri) epitel hiicrelerinin
apikal yiizeylerinde bulunmaktadir (102). Bu protein insandaki MFGM (729-805 mg/L)
(103) ile kiyaslandiginda, sigirda diisik konsantrasyonda bulundugu goriilmektedir.
(40mg/L) (104). XDH/XO, meme bezinden salgilanan hamileligin sonunda ve dogumun
hemen sonrasinda en yiiksek degerlerine ulasan bir proteindir (32). Bu protein, inek, kegi
ve koyunda belirlenmesine ragmen aralarindaki farklilik 6l¢iilmemistir. Bu proteinin
islevleri tam olarak aydinlatilamamasina ragmen, MFGM proteinlein olusmasina yapisal
ve fonksiyonel katki sagladigi (105), siit ve kolostrumda antibakteriyel etkinlik
gosterdigi, laktoperoksidaz i¢in hidrojen peroksit (H,O,) sagladigr diistiniilmektedir
(38). Ayrica doku yaralanmasi, inflamatuar cevap ve gen kodlama ekspresyonunu
uyarmast ile immiin sistem iizerinde immiinomodiilator olarak gorev aldigi belirtilmistir

(99).

Kolostrumda bulunan 6nemli bir protein grubu skim milk igerigindeki whey
proteinleridir. Inek siitiinii referans olarak alindiginda B — laktaglobulin, a — laktalbumin,
bovine serum alblimin (BSA), immiinoglobuliler ve laktoferrin major bilesenleri olmak
tizere whey proteinlerinin 200°den fazla farkli protein igerdigi bulunmustur. Bu protein

grubundan immiinoglobulinler dogal immiin transferi saglamada Onemli rol
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oynamaktadir, ayrica a — laktalbumin ve laktoferrin 6nemli immiin fonksiyon gosteren
diger proteinlerdendir. a — laktalbumin, temel olarak laktoz iiretiminin diizenlenmesinde
gorevlidir. Ayrica bu protein inek ve insan ve ke¢i kolostrum ve siitiinde
immiinomodiilatér olarak gorev almaktadir (106). Ke¢i ve inek tiirleri arasinda bu
proteinin belirgin bir konsantrasyon farki (2,77 / 2 mg/mL) goriilmemektedir (107).
Laktoferrin; yliksek konsantrasyonlarda bulunan, enfeksiyonlara karsi immiin cevap
veren, demir (Fe) iyonlarmi baglama ve tasimada goérevli bir proteindir. Ayrica inek ve
kegi kolostrumunda bu protein konstantrasyonun degistigini gosterilmektedir (0,84 /
3,09 mg/mL).(32) Laktoferrinin gok ¢esitli biyolojik fonksiyonlar1 bulunmaktadir, meme
bezinden sentezlenen dogal immiin bir faktordiir. Bakterisit veya fungisit olarak
davranarak anne ve yenidogana antimikrobial etki saglar. Inflamatuar reaksiyon ve bazi
viral enfeksiyonlarda konsantrasyonunun artis gostermesinden dolay1 akut-faz proteini

olarak siniflandirilmistir (108).

Skim milk grubuna ait diger bir iiye olan kazeinin temel olarak 4 tipi
bulunmaktadir. (asl, as 2, B ve k) Kazeinler, iyon (kalsiyum, fosfat, demir, bakir, ¢inko
gibi) tastyici olarak 6nemli biyolojik olaylara katilir ayrica biyoaktif peptid prekursorii
ve/veya immiinomodiilator olarak gorev yaparlar (109). Kazeinin, proteolitik
kisimlarimin antimikrobiyal aktivitesi nedeniyle bagisiklik sisteminde rol oynadigi
diigiiniilmektedir (110). Ayrica peptidlerden elde edilen kazeinler, insanlar igin yararl
biyolojik aktiviteler saglamaktadir. Ornegin, laktasyon baslamadan &nceki siiregte
memeyi enfeksiyona karst korur ve meme bezinde dogal bagisikligi stimiile

etmektedirler (111, 112).

Siit, memelilerin farkl: tiirleri arasinda, protein icerigi bakimindan énemli farklar
gostermektedir. Farkli tiirlerin yenidoganlarinda, whey proteinleri beslenme ve
fizyolojik yonden karakteristik 6zellikler gdstermektedir. iki temel whey proteini olan o-
laktalbumin ve B-laktoglobulin, tiirler arasinda ciddi farklilik gdstermektedir. Insan siitii
whey proteini ¢alismalar1 bagisiklik sistemi immiinomodulatorlerini de kapsamaktadir,
bu sebeple konuyla alakali pek ¢ok ¢alisma yiiriitiilmektedir (113). Major proteinlerle

ilgili bir diger ¢alisma Tay ve ark.lar1 (53) tarafindan yapilmistir. Kegi, inek ve insan

22



stiti ornekleri karsilastirilmistir. Bu c¢alismada insan siitiiniin %30 oraninda kazein ve
%70 oraninda whey protein (%24 a-laktalbumin, %15 karboksil ester lipaz, %13 serum
alblimin, %8 immunoglobulin, %8 lizozim, %1 laktoferrin ve %1 mannoz reseptor)
icerdigi beliritilmistir. Insan siiti ve ruminant siiti arasindaki temel fark PB-
laktaglobulinde goriilmiistiir. p-laktaglobulin inek siitii icerinde en yiiksek oranda
bulunan whey protein olmakla birlikte alerjilere sebep oldugu bilinmektedir. Kegi siitii
iceriginde de B-laktaglobulin’in yliksek oranda bulunmasi benzer alerjik sorunlarin kegi
stitinde de goriilebilecegini vurgulamaktadir (114). Bellioni-Businco ve ark.larinin
(1999) (115) yaptiklar1 bir ¢alismada IgE ‘nin bir inek alerjisi bulunan ¢ocuklara kegi
stitlinlin, faydasi olmadigi belirtilmistir. Bunun nedeni allerjenin hem inek hemde keci

stitiinde bulunan as1-kazein olmasi ve insan siitiinde as1 kazein bulunmamasidir (53).

2.2.2 LAP (low abundant proteinler)
Siit igeriginin biliylik ¢ogunlugu olusturan HAP’lardan geriye kalan %10 luk

kisim min6r proteinlerden (LAP) olusmaktadir (116). Anne siitii, whey veya MFGM
tabakasina yerlesmis %35’lik bir LAP igeriginden olusmaktadir (106). Kolostrumdaki
LAP’larin insan ve hayvan metabolizmasindaki biyolojik roliiniin 6grenilmesi
hakkindaki calismalar son yillarda 6nem kazanmistir(117-119). LAP proteinlerinin
tanimlanmas1 ve fonksiyonlar1 tam olarak aydinlatilamadigi halde biiylimenin
diizenlenmesi, besin transportu ve pasif immiin transferin saglanmasi gibi 6nemli
gorevlere katildigr diistiniilmektedir (32). Ruminantlarda MFGM ve whey
fraksiyonlarinda bulunan mindr proteinlerin igerigi ve fonksiyonlari hala tam olarak
bilinmemektedir fakat bu proteinlerin bir¢ogu tanimlanamamis biyolojik ozelliklere
sahiptirler (117, 120, 121). Tamamlayici faktorler, akut faz proteinleri, anti-mikrobiyal
proteinler, peptidler ve sitokinler LAP proteinleri kapsamindadir. Yenidoganin
patojenlere ve diger gevresel giigliiklere kars1 korunmasini saglarlar (122). Murakami ve
ark.larmin 1998’de (123) yaptiklari bir ¢alismada insan kolostrumunda (dogum sonrasi
2-5. giinler), 400 protein gozlemlenmis fakat kolostrum proteomunun biiyiik bir

kisminin agiklanmamasindan dolay1 28 spotta 22 protein tespit edildigi belirtilmistir.
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Palmer ve ark’larinin 2006 (124) yilinda yaptig1 bir ¢aligmada 151 farkli protein
insan siitiiniin whey fraksiyonunda belirlenmistir. Bu ¢alismada dncelikli olarak, whey
fraksiyondaki major proteinler belirlenmis (Ig a zinciri, Ig hafif zinciri, Ig J zinciri,
Lactoferrin, a-laktalbumin, HSA), ardindan ise major proteinleri ortamdan uzaklastirma
amaci ile bu proteinlere yiiksek afinite ile baglanan antikorlar kullanilmistir. Bu
calismada belirlenen proteinlerden, 83 adet proteinin insan kolostrumunda daha 6nce
tanimlanmadigi, 76 adet proteinin ise diger tiirlerde bulunmadigi sadece insana 6zgl
oldugu belirtilmektedir. Kolostrumda yeni tanimlanan bu proteinlerin, kolostrum i¢in
onemli gorevleri oldugu ve 6zellikle bagisiklikta gorev aldigr ayrica belirtilmektedir. Bu
caligmada ilk kez tanimlanan ve bagisiklik sistemi ile ilgisi olan proteinler; kompleman
sistemden Clr-benzer proteinaz, kompleman faktor I, kalgranulin A, kalgranulin B,
sisteinden zengin secretory protein-3, mucin 5B, nétrofil gelatinase associated lipocalin
ve uteroglobulin related protein 2 olarak belirtilmistir. Bu ¢alismada, daha 6nce insan
kolostrumunda tanimlanmayan proteinler arasinda biiyiime ile iligkili proteinlerin de var
oldugu belirtilmektedir. Bu proteinlerden; kok hiicre biiylime faktori, biiylime inhibitorii
stanniocalcin 2, follistatin-related protein 1 ve neurophilin 1 proteinlerinin insan

kolsotrumunun whey fraksiyonundaki varligi ilk defa bu ¢alisma ile belirlenmistir. (124)

Insan kolostrumu ile insan siitiiniin proteomik profilinin gerek total protein
miktar1 gerekse protein kompozisyonu agisindan farklilik gosterdigi literatiirde
belirtilmektedir (8). Liao ve arkadaslari (53) tarafindan yapilan g¢alismada, insan
kolostrum ve insan siitliniin proteomik profillerinin arastirilmasi amaci ile whey
fraksiyonunda az olarak bulunan proteinler belirlenmistir. Bu c¢alismada da, whey
fraksiyonunda yiliksek oranda bulunan laktoferrin gibi major proteinlerin ortamdan
elimine edilmesinin ardindan, insan kolostrumunda 115 proteinin tanimlandigi ve
tanimlanan bu proteinlerin 17.4%’sinin sinyal ileti minde, 2.6%’sinin niikleik asit
reglilasyonunda, 34.8%’sinin bagisiklik sistemi cevaplarinda, 5.2%’sinin hiicre
bliylimesinde, 12.6%’sinin transportta, 7.85’sinin protein metabolizmasinda ve
16.5%’sinin ise metabolizmada gorevli oldugu belirtilmektedir. Bu ¢alismada tespit

edilen proteinlerden; gelsolin, cofilin-1, B - acting-like protein 2, chordin-like protein 2
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ve retrotransposon-like protein 1 proteinleri insan siitinde Yyeni tanimlanan
proteinlerdendir. Ayrica lipit metebolizmasina katkida bulunan 13 protein belirlenmistir.
(Apoliprotein A-I, A-Il ve D, butrophilin subfamily 1 member A1, karboksil ester lipaz
(bile salt activated lipaz), yag asidi baglayici protein, lipoprotein lipaz, perilipin-2,3,
triosefosfat isomeraz, zinc-a2-glikoprotein ve xanthine dehidrogenaz. Bunlardan
perilipin-2,3, triosefosfat isomeraz ve yag asidi baglayici proteini ilk defa anne siitiinde
bulunmustur. Ek olarak enerji metabolizmasinda gorevli ¢ok cesitli proteinlerde anne
stitiinde tespit edilmistir. Proaktivator peptid, alkoldehidrogenaz, a-enolaz, fruktoz
bistilfat adolaz A, L-laktat dehidrogenaz B chain, UTP-glikoz-1-fosfat uridilitransferaz,
glikoz metabolizmasina katilan enerji liretimi yolaginda gorevli proteinlerdir. Niikleik
asit, niikleotid ve niikleik asit metabolizmasinda goérevli bulunan proteinler; histoneH2B
type 1-D,RNA-binding protein with serine rich domainl, lizin-spesifik histone
demetilazl1 A seklindedir. Son olarak protein metabolizmasinda gorevli proteinler;
peptidil-prolil cis-transizomeraz A ve B, protein disiilfit izomeraz A1 ve A4, sistatin C,
60S asidik ribozomal protein P1’dir. Tiim bu minor whey proteinlerinin arasinda
kolostrumda siite nazaran daha fazla bulunan proteinler soyle belirtilmistir.o-1
antitripsin, a-laktalbumin, karbonic anhidraz 6, chordin-like protein 2, galectin 3 binding
protein, lactadherin, laktoferrin, prolaktin inducible protein ve tenascin.(8)

Molinari ve arkadaslari tarafindan (2012) (125) yiiriitiilen ¢alismada 28 ile 32.
Haftada dogum yapan anneler (preterm) ve 38 ile 41. Haftada dogum yapan annelerin
(postterm) siitii skim milk proteomik profilleri belirlenmistir. Yapilan ¢alismaya gore,
preterm ve postterm siit orneklerinin proteomik profilleri 06zellikle ¢ok bulunan
proteinler goz Oniine alindiginda birbirlerine benzer oldugu belirtilmektedir. Bu
calismada toplamda 415 protein, iki 6rnek grubu olan preterm ve postterm insan
kolosturumunda tanimlandigi ve 261 proteinin daha Once insan siitiinde yapilan
calismalarda tanimlanmadig1 ilk olarak bu g¢alisma ile tanimlandigi belirtilmektedir.
Yapilan calismanin sonuglarina gore, tamimlanan proteinlerin 28%’si  hiicre
metabolizmasinda gorevli oldugu ve 6zellikle glikoliz, pentoz fosfat, sitrat, karbohidrat

metabolizmasinda gorevli proteinlerin yiiksek oranda tamimlandigi belirtilmektedir.
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Caligmada tanimlanan diger proteinler ise; 24% bagisiklik sisteminde, 9% lipid
metabolizmasi ve transport, 7% besin dagitimi, 16% protein metabolizmasi, 8% sinyal
yolaklari, 7% doku gelisiminde rol oynadigi belirtilmektedir. Tespit edilenler arasindaki
80 protein HAP olarak tanimlanmustir (125).

Yamada ve arkadaslarinin 2002 yilinda yaptiklari bir ¢alismada kolostrum ve siit
whey proteomu incelenmis ve gelsolin, chitinaz-benzeri protein, apoliprotein H,
complement C3, ve fibrinojen B-zinciri proteinlerinin sadece kolostrumda bulundugu ve
bu LAP’larin yenidoganlarin sagligi ve gelisimi i¢in 6énemli oldugu belirtilmistir (119).
2012 yilinda Nissen ve ark.larinin yaptiklari bir ¢alismada inek kolostrumuyla yaptiklari
calismada 882 adet protein bulunmustur. Bunan proteinlerin 42 tanesi sadece whey
fraksiyonunda tespit edilen proteinlerdir (28). Yine Nissen ve ark.larinin 2013 yilinda
(126) siitii fraksiyonlara ayirmadan yaptiklart analizde 366 adet protein tespit edilmistir.

Bunlardan 93’ whey protein fraksiyonuna aittir.

2.2.2.1. Onemli LAP’lar ve immiin sistem ile iliskisi
Anne ve yenidoganda immiin sisteme destek vermekte olan belirtilen baslica
LAP’lar plazmin proteini, serum amiloid A, fibrinojenler, tripsin inhibitort, liposakkarit

baglaci protein ve anti-mikrobiyal peptittir (32).

Plazmin proteini, kan pihtilarinin ¢oziilmesinin saglayarak trombozu Onleyen
onemli bir fibrinolitik enzimdir (127). Plazmin sadece kan, siit ve kolostrumda tespit
edilmistir. (7) Ayrica inek kolostrumunun, siitiine kiyasla 10 kat daha fazla plazmin
icerdigi belirtilmistir (46). Plazminin immiinolojik aktivitesi, viicutta bir enfeksiyon

olustugunda nétrofil gogiine katki saglamasiyla ortaya ¢ikmustir (128).

Serum Amiloid A (62), proteini temel olarak lipoprotein komplekslerinde
bulunur. Inflamasyonun akut fazinda gorevli ve dogal immiin sistemin bir elemani
oldugu i¢in yiiksek oranda korunmus bir proteindir (129, 130). SAA, insan dahil olmak
tizere bir ¢ok canli tiiriinde kolostrumda bulunur (7, 131). Bu akut faz proteinin bir
altgrubu olan SAA-3, mastisit sirasinda patojenler ve patojen-kaynakli lipoteikoik aside

immiin cevap olusturmak tizere siit ve kolostruma eksprese olmaktadir (132). McDonald
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ve ark.larmin (2001) (133) yaptig1 ¢alismada SAA-3 inek kolostrumunda siite gore gok
daha fazla bulundugu (267.45 / 2.63 pg/mL), ayrica SAA-3 iin koyun kolostrumu
konsatrasyonun ve inege gore daha diisiik oldugu (62.83 / 267.45 pg/mL) belirtilmistir.
SAA proteinlerinin ¢ok cesitli proinflammatuar islevleri bulunmaktadir. Bunlar genel
olarak, notrofil, monosit ve T-lenfositlere karsi kemoatraktan gorevi yapma, 16kositin
stiziilmesini (infiltrasyon) saglama notrofilin endotelyal hiicrelere yapigsmasini tesvik
etme, ayrica sitokinin ve metalloproteinazlar1 serbest birakmak i¢in  noétrofil ve

monositleri uyarma basglica gorevleridir (32).

Fibrinojenler, kan pihtilasmasinda gorevli fibrinin prekiirsoridiir. Fibrinojenlerin
konsantrasyonunun, akut-faz reaksiyonlari sirasinda yiikselmesi koruyucu fonksiyonunu
ortaya ¢ikarmaktadir (134, 135). Yamada ve ark.lar1 2002°de inek kolostrumu ve siitii
arasinda LAP farkliliklar1 hakkinda yaptiklar1 ¢aligmayla, fibrinojenin sadece kolostrum

igeriginde bulundugunu ortaya ¢ikarmiglardir (119).

Tripsin inhibitori  (TI), (al-antitripsin), proteolitik boliinmeye karsi
koruyuculugu bilinen proteindir. Bu protein ¢esitli ¢alismalarda 2-DE jel elektroforezi
ve LC-MS/MS ile inek kolostrumunda tespit edilmistir (28, 119). TI’nin, kolostrumda
sitin 100 kati1 kadar fazla bulundugu ve immiin bilesenlerin bozulmadan

absorplanmasini sagladigi bildirilmistir (32).

Liposakkarit baglayict protein (LBP), Gram negatif bakterilerinden kay nakli
gelisen enfeksiyonlarda en ¢ok iiretilen proteinlerden olmakla beraber gram pozitif
bakterilerinden kaynakli enfeksiyonlarda da aktif bicimde rol almaktadir (136). Bu
protein inek kolostrumunda 2D-LC-MS/MS kullanilarak tespit edilmistir (28).
Bakteriyel liposakkaritlere (LPS) baglanarak eksprese olur, bakterinin hiicre duvarindan
girerek LPS tasiyicis1 gibi davranir. Bu sekilde LPS — bagimli monosit cevabini kontrol

altinda tutulmasina yardimci olur (122).

Anti-mikrobiyal peptid (AMP’s), hizlica enfeksiyon ajanlarini (mikrobiyal
membranlarin biitiinliiglinii bozarak) inaktif etmekle gorevlidir (137). Memelilerde

goriinen iki ana grubu defensin ve katelisidinler temsil eder. Defensinler, edinilmis
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immiin cevap ile baglantili kiigiik antimikrobiyal peptid gruplaridir (138). Yapisal
olarak, mikrobiyal {iriinlere ya da inflamatuar sonrasi sitokinlere cevap iiretilebilirler
(139-141). Ozellikle B-defensin ailesine iiye olan proteinlerin mastisit sirasinda meme
epitel hiicrelerinden eksprese olduklar1 bildirilmistir(142, 143). Ayrica insan
kolostrumunda yiiksek seviyelerde gézlemlenmistir (144). Katelisidinler, agresif bakteri
enfeksiyonuna karsi dogal bagisiklik sistemi igerisinde yer alan bir peptid grubudur
(145). Mikrobiyal yiizeylerdeki molekiiler desenlerin taninmasiyla isleyen bir sistemi
oldugu belirtilmektedir. Sistem temel olarak elektrostatik etkilesime dayanmaktadir,
katyon durumundaki peptidler ve anyon durumundaki bakteriler, lipit tabakasinin igine
yerleserek, mikrobiyal biitiinliigii bozmaktadirlar (146). Katelisidin sigir, kegi ve
koyunda hem kolostrumda hem siitte tespit edilmistir (122).

2.3. Siitteki Proteinlerin Tanimlanmasi ve Analizi icin Kullanilan Proteomik

Teknikler

Siit proteinleri yaklasik 50 yildir derinlemesine calisilan bir konudur. Proteomik
ve ona bagh gelisen teknolojiler, proteinlerinin tespit edilmesi, tanimlanmasi ve
nitelendirilmesini saglayan yontemler gelistirmektedir (147). Siit/kolostrum protein
konsantrasyonun genis bir aralikta olmasi ve subcelluler diizeyde yerlesmeden dolayi,
tim kolostrum proteomuna ait genel bir protokol olusturulamamistir (32). Bu nedenle
kompleks siit igerigi proteomik analizlerden once fraksiyonlarima ayrilmaktadir (148).
Proteinlerin tespiti 4 asamada gergeklesir. Bu asamalar; (43) proteinlerin ayrilmasi, (43)
proteinlerin pargalanmasi, (3) peptidlerin MS analizi ve (43) bulunan peptidlerin

veritabaninda karsilastirilmalaridir.

2.3.1. Siitiin fraksiyonlara ayrilma metodlar:

Kolostrum proteinleri bulunduklari fraksiyonlara gore 3 ana gruba ayrilmaktadir.
Bunlar, kazeinler, whey proteinleri ve MFGM proteinleridir. Coziinebilen siit proteinleri
whey fraksiyonunda, miseller formda olanlar ise kazein fraksiyonunda bulunmaktadir.
Toplam protein igeriginin bir kismi1 da MFGM da bulunmaktadir. Cig siitiin bu farkl
fraksiyonlarini elde etmek icin ilk asama olarak diisiik hizda bir santrifiij ile MFGM
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proteinlerinin ayrilmasi, ardindan ultrasantrifiij ile kazeinlerin uzaklagtirilmasi

saglanmas1 yaygin kullanilan yontemdir.

2.3.1.1. HAP’larn analizi

Siit proteomiks caligmalarinin en basit analizleri yiiksek miktarda bulunan
proteinleri (HAP) tanimlamaktir. Kazeinler ve major whey protein igerikleri yiiksek
seviyelerde bulunduklarindan kolayca tespit edilebilmektedir (147). Galvani ve
ark.larinin 2000 ve 2001°de yaptiklar1 bir ¢galismada 2-D PAGE ve ardinda MALDI-MS
kullanilarak siit proteinleri arastirilmistir. Siit proteinlerinin kompleks heterojen yapist
sebebiyle ylizlerce proteinden sadece dominant olan kazein, B-immiinoglobulin ve a-

laktalbumin proteinleri tespit edilebilmektedir (147).

2.3.1.2. LAP’larn analizi

Proteomik caligmalarda en yliksek miktarda bulunan proteinlerin (HAP’larin)
ortadan kaldirilmasi, identifikasyon ve ayrimin daha detayli yapilabilmesi igin ¢ok
onemlidir. Kolostrumdaki (HAP) yiiksek miktarda bulunan proteinler (transferrin,
plasmin, lipoprotein lipaz, alkalin fosfataz ve diger immiinoglobulinler vb.), diisiik
miktarda bulunanlarla (LAP) benzer izoelektrik nokta ve molekiiler agirliga sahip
olduklarinda 2-D jel ilizerinde aymi bolgeye yerlesmektedirler (120). Bu sebeple,
kolostrumda HAP’larin (6zellikle Ig’lerin) LAP’lar1 maskelemesini dnlemek amaciyla

ayrilmasi gerekmektedir (147).

Immiinopresipitasyon, spesifik proteinlerin ¢oktiiriilmesine (uzaklastirilmasina)
olanak saglar. Fakat siit proteinlerine kars1 kullanilan antikorlar masrafli olabilmektedir.
Ayrica HAP’larm uzaklastirilmasinda, microscale solution IEF (izoelektrik fokuslama),
afinite etiketleme (affinty tagging), yari baglanmis iyon (anyon ve katyon) degisim

kromatografisi gibi yontemlerde kullanilmistir (32).

HAP’larin uzaklastirilmas1 i¢in pek ¢ok ticari kit dretilmistir. Golinelli ve
arkadaglar1 (53) tarafindan whey HAP proteinlerinin kolostrumdan uzaklastirilmasini
saglamak ve karsilagtirmak amaciyla albumin ve IgG uzaklastirma kiti (GE healthcare

Life Sciences,UK) ve Vivaspin 500 ultrafiltrasyon kartusu (GE healthcare Life
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Sciences,UK) kullanilmistir. Bu ¢alisma ile albumin ve IgG uzaklastirma kitinin inek
kolostrumu whey proteinleri tizerinde etkisiz oldugu beliritilmistir. Albumin ve IgG kit
igeriginin, insan proteinlerine karsi agoroz bloke edici anti-IgG oldugu bilinmektedir.
IgG tespitindeki bu basarisizhigin inek kolostrumu whey proteinlerinin, inek
proteinleriyle ¢apraz reaktivitesinden olabilecegi atfedilmistir. Ayrica ayni arastirmada,
Vivaspin 500, IgG ve IgA’larin ortamdan uzaklastirilmasint saglamig, LAP’larin

tespitini mimkiin kilmistir (118).

LAP’larin tespitini saglayan bir diger teknik aptamer teknolojisiyle iiretilen
ProteoMiner Kittir (Bio-rad, USA). Aptamer bir sekans havuzundan hedef molekiile
(niikleik asit veya protein) Ozgii olarak segilen dizidir (149). ProteoMiner, farkli
miktarlarda bulunan proteinlere (yani hem HAP hem de LAP’lara) esit kapasiteyle
baglanarak bir hexapeptid kiitiiphanesi olusturur (150). Bu sebeple, kompleks protein
karisimi ligand kiitiiphanesiyle karsilastiginda, her bir protein damlacigl yiiksek
affiniteyle hizli bir bigcimde doymus hale gelir. Major proteinlerin biiyiik ¢cogunlugu
baglanmamis olarak kalirken, LAP’lara karsilik gelen damlaciklar doyurulmayacagindan
hepsi yakalanir ve bu sekilde LAP’larin miktarinda kademeli bir artis saglanir (151,
152).

Fraksiyonlarina ayirma prosediiriiyle birlestirilen diger tekniklerde desalting,
distlfit baglarmin  kirilmast  ve  proteinlerin  alkillenmesi  gibi  yOntemleri
uygulanmaktadir. Aseton ¢oktiirmesiyle %22 kadar protein kaybedilir (153). Siitiin genel
protein konsantrasyonu ¢ok yliksek oldugundan bu say1 énemsiz sayilabilse bile final
protein profilinde risk olusturmaktadir. Bir ¢alismada ¢oktiirme yapilan ve yapilmayan
iki ornek grubu fraksiyonlarina ayrilmig ve 2-DE analizi yapilmistir. Ultrasantrifiij ile
birlestirilen bu metod bir miktar konsantrasyon azalmasina yol agsada, daha iyi bir

goriintiileme elde edilmistir (154)

2.3.2. iki boyutlu elektroforez (2-DE)
2-Boyutlu elektroforez (two-dimensional electrophoresis), O’Farrell ve Klose

tarafindan 1975 yilinda gelistirilen biyokimyasal bir aymrma teknigidir (155).

Glinlimiizde hiicreler, dokular ve diger biyolojik Orneklerdeki kompleks protein
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karigimlarinin analizinde kromatografi veya kiitle spektrometre yontemleriyle beraber
yaygin bicimde kullanilmaktadir. Ayrica goriintli analizleri ve protein karakterizasyonu
ile giderek daha Onemli hale gelmistir. Bu teknik proteinleri iki asamada farkli
niteliklerine gdre ayirmaktadir. Birinci boyut, Isoelektrik fokuslama (IEF), proteinleri
izoelektrik noktalarina (pI) gére ayirmaktadir. Ikincisi boyutta ise, SDS-poliakrilamid jel
elektroforez (SDS-PAGE) ile molekiiler agirliklarina (MW) gore yiiksek ¢oziiniirliikte
bir ayrim gergeklestirir (149). 2-DE jel metodu (two-dimensional gel electrophoresis)
Ozellikle LAP’larin siit ve kolostrumda tanimlanmasinda ¢ok kullanilan tekniktir (119,

147, 156).

2-DE ile izoelektrik nokta ve molekiiler agirliklarina goére ayrilan ve jel
gorlintlisti  lizerinde dagilim gOsteren proteinlerin  varsayimsal tanimlanmasi
gerceklestirilebilmektedir. Jel iizerinde beliren protein spotlar kesilip ¢ikarildiktan sonra
peptid analizi gergeklestirilmektedir. Sonrasinda ise kiitle spektrometri analizleri
yapilarak genom sekans veritabanlarina gore kimliklendirilmektedir. Ayrica siit
proteinlerinde kromatografik ayirma metodlar1 da kullanilmaktadir. Triptik peptidler
kullanilarak gergeklestirilen kromatografik analiz pek ¢ok avantaj igermektedir. 2-DE
bazli metodlar biiyiik veya kiiciik proteinlerin ve hidrofobik ve izoelektrik noktasi ug
degerlerde olan proteinler i¢in ayrim saglamaktadir. Intakt proteinlerin 1 veya 2 boyutlu
elektroforez ile ayrilmasi ardindan kromatografik ayrimin saglanmasi g¢ok iyi bir
proteomik kapsam olusturmaktadir, Molinari ve arklart (2012), ProteoMiner
kullanildiktan sonra 2D-LC analizi ile yapilan ¢alismada daha 6nce anne siitiinde (skim
milk) tespit edilemeyen 261 protein tanimlanmistir. Ayrica bu ¢aligmada Proteominer’in

etkinligini artiran iTRAQ protokolii kullanildig: da belirtilmistir (125, 149).

Temel 2-D analizinde jeldeki 6rneklerin karsilastirilmasi ig¢in ¢ok gii¢lii bir
istatisitik analiz gerekmektedir Karsilagtirmali proteomik analiz farkli proteomlarin
birlikte degerlendirilmesi igin bir aragtir. Bununla birlikte zahmetli ve deneysel hata
egilimli bir yontem i¢in alternatif saglamaktadir (156). Bu tekniklerin ¢ogu protein ya da
peptid seviyesinde ayirici bir etiketleme saglar. 2-D’nin bir varyant1 olan iki boyutlu

difference jel elektroforezi (2-D DIGE), orneklerin farkli renkte floransan boyalarla
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(Cy3, Cy5, Cy2) kovalent baglarla baglanmasina olanak vermektedir ve jellerin ¢oklu
tekrara uygun olmasini saglamasi bakimindan 6nem gostermektedir. 2 — DIGE ile iki
ornek ve IS’1n (internal standart) ayni jel iizerinde c¢alisilmasi saglanmaktadir. Farkli
boyalarla etiketli 6rnek gruplar1 farkli uyarilma gostererek farkli emisyon spektrumu
olustururlar. Ayrica ayn1 kokenden gelen proteinler, jel {izerinde benzer florasan sinyal
vererek spot seklinde belirginlesmektedirler. Bu sekilde tam bir ayrim saglanmaktadir
(125, 157). 2-DIGE haricinde karsilastirmali proteomikse ait kromatografi ve kiitle
spektrometresi gibi izotopik etiketlerin kullanilmasini iceren metodlar bulunmaktadir.
Bu yontemler soyledir; ICAT (Isotope Coded Affinity Tagging), O18 labelling, dimetil
labelling, ITRAQ (isotope tagging for relative absolute quantitation) ve label-free
quantitation (direct quantitation by comparison of ion abundance) (149). Giiniimiizde 2-
DE ile karsilastirildiginda daha az 6rnek miktariyla daha ¢ok protein tanimlayabilen
veya tekrarlanabilir sonuglar olusturabilen 6zellikle iTRAQ ya da label-free yontemleri
stit proteomiksinde de kullanilmaktadir. iTRAQ (isobaric tag for relative and absolute
quantitation) olarak bilinen yontem kompleks viicut sivilarinin proteomlarmin daha
yiiksek dogrulukla ¢aligilmasini saglamigtir, ancak cihaz, ekipman ve reaktiflerin
olduk¢a pahali olmast ve cogu laboratuvarda yaygin olarak kullanilmamas: bu

metodlarin dezavantaji olarak goriilmektedir (32, 125).

2.3.3. Kiitle spektrometrisi

Proteomik calismalarin hizlanmasiyla proteinlerin tespiti ve kapsamli olarak
karakterize edilmesi kiitle spektrometrisi ile gergeklestirilmektedir (147). Bu alandaki
gelismeler, biiyiik molekiillerin iyonizasyonu ig¢in, Matrix assisted laser desorption
ionization (MALDI) gibi giiniimiizde en ¢ok kullanilan yontemlerden birinin ortaya
¢ikmasina sebep olmustur (158). Kiitle spektrometresi basit¢e kiitle analizoriine baglh
olan bir iyon kaynagidir. Bu tip cihazlarda dedektor olarak basit quadropole (Q), time of
flight (TOF) ya da daha karmasik cihazlar i¢in fourier transform ion-cyclotron resonance
(FTICR) analizorleri kullanilmaktadir. Kiitle spektrometrileri (Mass Spectrometry, MS),
hem kiitle, hemde protein sekansina iliskin biiyilk miktarda veri ortaya c¢ikarma

kapasitesine sahiptir. Kiitleye iligkin bilgiler basit MS’lerle saglanirken, sekans bilgileri
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tandem kiitle spektrometrisi ile (MS/MS) saglanmaktadir. Bunun ig¢in c¢ogunlukla
baslangicta spesifik bir iyon segilir, bir sonraki bolmede pargalanir ve ikinci kiitle

analizoriinde analiz edilir (147).

Peptid dizi analizleri, protein identifikasyonu ve haritalama, molekiiler kiitle ve
Ozellikle post-translasyonel modifikasyonlarin belirlenmesi amaciyla en yaygmn
kullanilan sistem MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of
Flight) dur [3]. MALDI-TOF/TOF MS ise, kompleks proteinlerin analizinde tercih
edilen bir metod haline gelmistir. Saglam, hassas ve nispeten ucuz bir yontemdir. Bu

yontem ile literatiire ¢ok daha fazla tanimlanan protein eklenmistir (Webster 2012).

1TRAQ (isobaric tag for relative and absolute quantification), aninda tespit
edilmesini saglayan yiiksek verimlilikte bir kantitatif proteomik metoddur. Ayrica

MS/MS’deki roportor iyonlarin pik yogunluklart ile peptidlerin 6lgiimiini saglar (159).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Arastirma dahilinde Zeynep Kamil Kadin ve Cocuk Hastaliklar1 Egitim ve
Arastirma hastanesinde 38-42. haftalarinda (term) dogum yapan annelerden kolostrum
ornekleri toplanmistir. Herhangi bir hastaligi (kalitsal ya da donemsel) bulunan veya ikiz
bebek doguran anneler ¢alisma disinda birakilmistir. Kolostrum &rnekleri laktasyon
baslangicindan itibaren 12 — 24 saat i¢cinde el ile sagma yontemiyle 50 ml’lik
polipropilen kaplarda toplanmstir. Kegi kolostrumlari ise, izmirde bir aile ¢iftligindeki
saglikli, laktasyonun baslangicindaki annelerden el ile sagma yontemiyle 50 ml’lik
polipropilen kaplarda toplanmistir. Biitiin kolostrum ornekleri 2 ml’lik kapakh
mikrotiiplere porsiyonlanarak analizlere kadar —80°C °‘lik dondurucularda muhafaza

edilmistir.

Ultrasantrifiij (110.000g, 1 h, +4°C)
Kasein pelletinin ayrilmasi

Santriflij (15.000g, 10 min, +4°C)
MFGM tabakasinin ayrilmasi

Whey Protein
Skim Milk
<

MFGM Kaseln

(Milk Fat Globule

Membrane)

Sekil 2. Whey proteinlerinin elde edilmesini anlatan is akist.
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3.2. Protein Ekstraksiyonu ve Isaretleme
Whey proteinlerinin elde edilmesi isleminin baslangict MFGM fraksiyonunun

ayrilmasi ile gerceklesir. Bu amag ile 6 insan ve 6 ke¢i kolostrumu (1.5ml) +4°C’da,
15.000 g.’de 10 dk. santrifiij edilmistir. Tiiptin tist kisminda kalan kremsi yag tabaka
uzaklastirilarak skim milk siipernatant olarak elde edilmistir. Ardindan tiim orneklere
proteaz inhibitér karisgimi (100X, (GE Healthcare Bio-sciences corp.) eklenmistir.
Ornekler sabit acili rotor (SW40ti) kullanilarak, +4°C ‘da 110.000g’de 1 sa,
ultrasantrifiij (Beckman Coulter optima L-90K ultracentrifuge) edilmistir. Siipernatant
durumundaki whey fraksiyonu, pellet halinde tiipiin dip kismina c¢oken kasein
fraksiyonundan uzaklastirilmistir. Ayirma islemindeki farkli uygulamalar tablo 4 ve

tablo 5’de gosterilmektedir.(32)

Tablo 4. Farkli ¢alismalardaki santrifiij uygulamalari

Tiir Santrifiij Referans
Hiz (g) Zaman (dk.) Sicaklik
°C
Inek 5,000 15 ( 4 : (160)
inek 15,000 15 10 (120)
inek 10,000 15 4 (117)
Insan* 1,500 20 25 (93)
Insan 4,000 30 4 (97)
Koyun 1,500 20 25 (161)
insan** 15.000 10 4 -
Keci** 15.000 10 4 -

*100mL siite 5g siikroz eklenmistir.

**Bizim cahymamizdaki uygulama
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Tablo 5. Farkli ¢alismalardaki ultrasantrifiij uygulamalari

Tiir Ultrasantrifiij Asit ile Coktiirme  Referans
Hiz (g) Zaman (dk.)  Sicaklik (°C)
inek 16,500 30 4 C2H402 (1N) (118)
Inek - - - C2H402 (30%V/V, (43, 160)
pH 4.6)
Inek 15,000 15 10 HCL (1M, pH 4.6) (120)
inek * 44,000 30 4 - (162)
Inek 100,000 60 4 - (7)
Insan* 13,000 30 4 HCL (1M, pH 4.6) (8)
Insan* 189,000 60 4 HCL (1M, pH 4.3) (163)
Inek 1,500 10 5 C2H402 (IN) + (164, 165)
CH3COONa (1N)

Inek 100,000 60 4 - (164)
Insan 10,000 15 4 HCL (1M, pH 4.6) 97)
Insan** 110,000 60 4 - -
Keci** 110,000 60 4 - -

**Bizim ¢ahsmamzdaki uygulama

Hem insan hemde ke¢i kolostrum 6rnekleri total protein miktarini tayin etmek
icin 6nce BSA (bovine serum albumin) ile Bradford metodu kullanilmistir. Protein
konsantrasyonu, Bradford metodunda ¢ok yiiksek ¢ikmasi sebebiyle ikinci bir yontem
olarak 2-D Quant kit (166) kullanilarak saptanmistir. Absorbans ol¢iimii DU 800,
Beckman — Coulter spektrofotometre ile gerceklestirilmistir.

Ornekler, kit protokoliine uygun olarak CyDye fluorasan boyalar1 ile
isaretlenmistir. Internal standart (IS), tiim kegi (n=6) ve insan (n=6) &rneklerinin iginde
bulundugu bir havuzu temsil etmektedir ve Cy2 ile boyanmustir. Ornekler 2 grup halinde
Cy3 ve Cys5 ile isaretlenmistir. ilk grup H1, H2, H3 insan 6rnekleri ve G4, G5, G6 keci
orneklerinden olusmaktadir ve Cy3 ile boyanmustir. ikinci grup ise, H4, H5, H6 insan
ornekleri ve G1, G2, G3 kegi drneklerinden olusmaktadir ve Cy5 ile boyanmistir. Sonug
olarak 6 tane jel, her birinde 1 adet Cy3 isaretli 6rnek, 1 adet CyS5 isaretli 6rnek ve 1 adet
internal standart bulunacak sekilde dizayn edilmistir. (Tablo 6)
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Tablo 6. insan ve Kegi 6rnekleri isaretleme gruplari

3.3. Proteomik Analiz

3.3.1. iki boyutlu difference jel elektroforezi (2-DIGE)
3.3.1.1. Izoelektrik fokuslama (IEF)

Izoelektrik fokuslama, proteinleri yiikleri temel alinarak ayrim saglar. Analizin
ilk adim1 olan rehidrasyon igin IPG stripler (Immobilized pH gradient, non-lineer 3-10)
tizerindeki plastik bant ¢ikarilarak, rehidrasyon tablasinin iginde 3ml Destreak
rehidrasyon soliisyonu (GE Healtcare) ve 15ul Servalytes 3-10 iso-dalt (167) karigimu ile
yaklagik 16 sa (overnight) muamele edilmistir.

Rehidrasyondan sonra IPG stripleri, IEF i¢in Ettan IPGphor3 cihazindaki ¢ok
kuyucuklu manifold tablasina jel kisimlar1 yukariya bakacak sekilde yerlestirilmektedir.
Isaretlenen 6rnekler ve Lysis buffer (7M Ure, 2M Triure, 0.5% CHAPS, 0.6% Destreak
Agent ve 2% Servalytes) strip baslarina yerlestirilen ©6rnek koyma kaplarina
konulmustur. Strip yiizeyleri jellerin kurumasini 6nleyici siviyla kaplandiktan sonra

(Drystrip cover fluid). Elektroforez yaklasik 21 sa, 90kVbs’da ¢aligmistir.
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Sekil 3. Ettan IPGphor 3 IEF (izoelektrik fokuslama) Sistemi (166)

3.3.1.2. ikinci boyut analizi

Ikinci boyut analizleri icin HPE (High Performance Electrophoresis) Flat-Top
Tower kullanilmistir. Bu teknik ¢oklukla kullanilan dikey degil yatay bir elektroforez
sistemidir. Bu yatay sistem, sogutulan bir plaka iizerinde jelin iist yiizeyi agik kalacak
sekilde yerlestirilerek elektrot baglantili seffaf kapaklarla kapatilmaktadir. Raf sistemi
seklinde olmasi sayesinde 4 jelin ayn1 anda calisiimasi saglanir (sekil 4). Islem sirasinda
running buffer ve equilibration soliisyonu i¢in hazir buffer kitleri (167) kullanilmustir.
IPG striplerin dengelenmesini (equilibration) saglamak igin tire, DTT (Dithiothreitol) ve
IAA (iodoacetamide) kullanilmistir. 2-D igin non-fluorasan 12,5% biiyiikk boy jeller
(24cm), soguk plaka tizerine yerlestirildikten sonra, stripler uzun kenarindaki yuvaya jel
kismi asag1 bakacak sekilde konulmustur. Sistem 6ncelikle 15°C’de yiikselen voltajda
(100V, 30dk ;200V, 30 dk; 300V, 10dKk) calistiktan sonra, striplerin ¢ikarilmasi igin
durdurulmus, sonrasinda 220V’da gece boyu ve 1000V’da 3saat calisarak islem

tamamlanmuistir.
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Sekil 4. HPE™-FlatTop Tower Elektroforez sistemi (167)

3.3.1.3. Jellerin goriintiilenmesi

Florasan boyalarla isaretlenmis proteinlerin goriintiilenmesi lazer okuyucularla
gergeklestirilmistir (Typhoon FLA 9500 Gel Imaging Scanner ,GE Healthcare). Cihazin
3’1 lazer sistemi sayesinde 2 — DIGE isleyisine gore Cy2, Cy3 ve CyS5ile boyanmis
ornekler i¢in 3 ayr1 spot goriintiisii alinmistir. Calismamizda tiim jeller 100 pm/pixel
¢Oziiniirliikte taranmistir. Jel disinda kalan ekstra alanlar, Image-Quant kullanilarak,
kesilmistir. Jel goriintiileri DeCyder 2D version 7.0 (166) veritabanina aktarilarak
islenilmis ve florasan sinyalleri temel alinarak goreceli ekspresyon analizi yapilmistir. 2-
DIGE goriintiileri, Differential in-Gel Analysis (DIA) denilen workspace’e aktarilarak
spotlarin tespiti ve kantitatif analizi gerceklestirilmistir. Ardindan DIA workspaceleri,
Biological Variation Analysis (BVA)’e aktarilmistir ve jeller tek bir workspace
igerisinde toplanarak analize devam edilmistir (Sekil 4). En yiiksek spot sayist olan jel,
master jel olarak belirlenerek diger 5 tanesi, ona taslak olusturacak sekilde eslestirmeler

yapilmistir.
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Sekil 5. DeCyder veritabani is akis1(168)

3.3.1.4. Protein spotlariin Kesilmesi

DeCyder veritabaninda segilen master jel iizerinden kesilmek tizere bir spot
listesi olusturulmustur. Robot sistemi kullanilarak (Ettan Spot Picker, GE Healthcare),
veritabanindaki koordinatlarma gore protein spotlar1 kesildikten sonra barkodlu 96’l1
well-platelere aktarilmigtir. Jel digestion, tripsin kullanilarak gergeklestirilmistir. 4
mikroplate Gel plug and liquid-handling system (TECAN) ile otomatik analiz edilirken,
1 mikroplate manuel olarak calisilmistir. Spotlar 2 kere 20’ser dk 100 ul 50 mM
amonyum bikarbonat / 50 % methanol ile yikanmistir. Daha sonra 2 kere 20’ser dk, 75%
acetonitrile ile kurutulup, 8ul trypsin (5ng/ul in 20 mM amonyum bikarbonat) ile 37
°C’de gece boyunca (otomatik sistemde 6 sa) inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun
ardindan peptidler mikroplatelerden 50% acetonitrile/0.1% TFA ile eksrakte edilip yeni
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mikroplatelere aktarilmistir. Boylelikle peptitler jelden ayrilistirtlip bir sonraki asama

olan MS (mass spektometri) analizine hazirlanmistir.

3.3.2. MALDI - TOF/TOF

MALDI TOF/TOF, (Matrix assisted laser desorption/ionization time — of — flight
MS) ile peptid fragmentasyonu gergeklestirilmektedir. Spotlar, peptid ekstraktlarinin 2
ul 50% acetonitrile/0.1% TFA ile ¢oziilmesiyle 0.7 pul MALDI targeti {izerine
yerlestirilmistir. Son olarak target {izerine 0.7 pl matriks karisimi (7 mg/ml alfa cyano 4
hydroxycinnamic acid / 50% acetonitrile / 0.1% TFA) eklenerek, 6rnekle karistirilmus,
target kurumaya birakilmigtir. Kiitle spektrumu, 5800 MALDI TOF/TOF (AB sciex)
analizator cihazinda pozitif reflektér modunda calisiltirilarak elde edilmistir. MALDI-
TOF/TOF spektrumlar1 Protein Pilot (ABsciex) ile MASCOT (Matrix Science, Boston,
MA) arama motoru kullanilarak, NCBI nr veritabani (The National Center for
Biotechnology Information, non-redundant) memeli taksinomisinde taranmustir.
Kullanilan enzim trypsin, maksimum miscleaveage sayis1 2, peptid kiitle tolerans1 +£100
ppm, fragment kiitle tolerans1 +0.5Da olarak belirlenmistir. Karbamidometil (C) sabit
modifikasyon olarak ve Dioksidasyon (W), Oksidasyon (73), Oksidasyon (M) ve Trp-

>Kynurenin (W) degisken modifikasyonlar olarak tanimlanmistir.

MASCOT’un protein tanimlamasi tek tek kontrol edilip ve jeldeki spotlarin
herbiri igcin MASCOT arama sonucunda belirlenen peptidlerin m/z (kiitle / yiik) degerine
gore eslestirilmis ve rapor edilmistir. Bir proteinin raporlanmasi i¢in anlamli sonug
vermesi gerekmektedir. Ve bir proteinin anlamli sonug vermesi igin tek bir peptid skoru
veriyorsa en az 75 ‘in lstiinde ve / veya 2 ayr1 peptidinin skoru veriyorsa 2’sinin de en

az 30’un iistiinde olmas1 gerekmektedir.

3.3.3. Biyoistatistik degerlendirme

Biyoistatistik  degerlendirme DAVID (The Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery) ve PANOGA (Pathway and Network Oriented
GWAS (Genome-Wide Association Study) Analysis) araglariyla yapilmistir. Insan ve

keci kolostrumunda ortaya ¢ikarilan proteinlerin biyoinformatik analizinde DAVID
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veritaban1 kullanilarak bir siniflandirma yapilmistir. Bu analize gore proteinlerin
olusumunu eksprese eden genler ve metabolizmada yer aldigi yolaklar (Go Term)
belirlenerek genel bir bakis acis1 gelistirilmektedir. PANOGA fonksiyonel olarak 6nem
igeren yolaklarin tanimlanmasinda kullanilmaktadir (169). PANOGA’da KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) ile biyolojik yollar, hastaliklar, ilaclar ve

kimyasal maddeler ile ilgili olarak tanimlamalar gerceklestirilmektedir.
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4. BULGULAR

Iki boyutlu difference jel elektroforezi ile elde edilen 6 jel arasindan en ¢ok
sayida ve en belirgin spotlara sahip olmasi nedeniyle bir master jel belirlenmistir. Master
jel {izerinde insan ve kegi proteinlerinden ¢akisan spotlarin ileri analizleri MALDI-
TOF/TOF MS ile yapildi. Bu ¢akisan bolgelerde hem insan hemde ke¢i kolostrumuna ait
422 spot bulunmustur. Her bir spottaki insan Ornekleri ve ke¢i Orneklerinin
karsilagtirilmasit i¢in T-test ve ortalama oranlart hesaplanmistir. Ortalama oranlar,
DeCyder veritabaninda otomatik bigimde hesaplanmistir. Bu hesaplamanin formiili
[logigmiktar = degisim katsayisi] seklindedir. Bulunan 422 spotun herbiri igin p
<0.01’dir. Ortalama oran degerleri (-332.6) ve (2011.4) arasinda bulunmustur. Bu deger
nispi olarak keg¢i ve insan proteinlerinin birbirlerine oranlarina ifade etmektedir.
Kegi/insan olarak hesaplanan degerler, pozitif sonuglarin keg¢i kolostrumuna negatif
sonuglarin insan kolostrumuna aitligini temsil etmektedir. MASCOT veritaban1 arama
motoruna gore, 422 insan ve keg¢i kolostrumuna ait spotlarda, 270 farkli protein tespit
edilmistir. Bu 270 proteinin 80 tanesini predicted (tahmini) proteinler, 14 tanesi de
isimlerini  UniProt Konsorsiyumu tarafindan oOnerilen (RecName) proteinler

olugturmaktadir. 10 adet protein ise isimsiz protein {iriinii olarak belirtilmektedir.

MALDI-TOF/TOF spektrumlari, Protein Pilot (ABsciex) ile MASCOT (Matrix
Science, Boston, MA) arama motoru kullanilarak, NCBI veritaban1i memeli
taksinomisinde taranmistir. Cakigsan spotlara gore, immiinoglobulin (n= 25), kasein
(n=20), albumin (n=9), laktoferrin (n=8), laktotransferrin (n=6), laktoglobulin (n=4) ve
laktalbumin (n=4) kokenli proteinler en yiiksek miktarda bulunan majoér protein (HAP)

gruplarini olusturmaktadir (Sekil 6).
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Sekil 6. Master jel iizerinde tespit edilen major proteinlerin dagilimi.

Insan ve kegi proteinleri ayr1 bigcimde degerlendirildiginde, Insan kolostrumunda
degisim katsayist 50 olarak yapilan degerlendirme sonucunda, laktoferrin ve
laktotransferrin yiiksek bigimde vurgulanan proteinlerdir (Ek 1). Ke¢i kolostrumunda
ise, degisim katsayis1 50 olarak belirlenip degerlendirme yapildiginda yiiksek bigcimde
vurgulanan proteinler kasein ve laktaglobulinler olmustur (Ek 2). insan proteinlerinde
nispi fazlalik gosteren proteinlerden en belirgin farka sahip olanlar laktoferrin ve
laktatransferrin, kegi proteinlerinde nispi fazlalik gosteren proteinlerden en belirgin

farka sahip olanlar kasein, laktoglobulin ve laktalbumindir.

Ayrica ¢esitli mindr proteinlerde (LAP) tespit edilmistir. Bunlardan bazilari, al-
antitripsin, integrin, kathelisidin, galaktin-3-binding protein, laktadherin, tenascin ve
apoliprotein J’dir. Sekil 7 ve Sekil 8’de sirasiyla insan ve kegi kolostrumunda ¢akigsan bu

LAP’larin spot numaralarina gore jel goriintiileri asagidaki gibidir.
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Sekil 7. Insan Kolostrumu 2-DIGE jel gériintiisii ve baz1 mindr proteinler*
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Sekil 8. Kegi kolostrumu 2-DIGE jel goriintiisii ve bazt mindr proteinler*

* (523) PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: galectin-3-binding protein [Pongo abelii]; (627), PREDICTED: galectin-3-
binding protein isoform 1 [Gorilla gorilla gorilla]; (690, 720, 1412, 1467) galectin-3-binding protein precursor [Homo
sapiens];(636), PREDICTED: tenascin isoform X3 [Homo sapiens]; (771) PREDICTED: tenascin isoform X4 [Homo
sapiens] (794,808) tenascin [Homo sapiens]; (628,694, 702, 710, 711, 720, 721, 722, 731) Chain A, Crystal Structure
Of Cleaved Human Alphal-antichymotrypsin At 2.7 Angstroms Resolution And Its Comparison With Other Serpins;
(895, 900,935,939, 946) Chain A, Cleaved Alpha-1-Antitrypsin Polymer; (955) pre-alpha-1-antitrypsin [Homo
sapiens]; (955,987) apolipoprotein J precursor [Homo sapiens]; (973) RecName: Full=Lactadherin; (1412)

cathelicidin-1 precursor [Bos taurus]; (1782) PREDICTED: integrin beta-4 isoform 1 [Cavia porcellus]; (2027) integrin

alpha L [Mus musculus]

PANOGA sonuglarina gore genel olarak insan siitiinde noronlarin yipranmasini
engelleyen ve ndrodejeneratif hastaliklara kars1 koruyuculuk gorevi saglayan APO ve

APP genleri yer almaktadir (Tablo 7, Ek 5). Ayrica yapilan PANOGA analizi
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sonuclarina gore ozellikle CD226 ve IL12B genlerinin yaygin olarak kegi siitiinde ise
kansere kars1 koruyucu etki saglayan genler arasinda yeraldigi goriilmektedir (Tablo 8,
EK 5) . Ancak bu gen yolaklarinin mutasyona ugramasi, yetersiz veya ¢ok beslenme gibi

durumlarda ilgili hastaliklara yol agabilecegi de belirtilmektedir.

Tablo 7. insan Kolostrumu PANOGA Analizi

KEGG:01510 Norodejeneratif Hastaliklar
KEGG:05010 Alzheimer's Hastalig1
KEGG:05060 Prion Hastalig1

KEGG:04950 Erken Baslangicli diyabet
KEGG:03022 Bazal Transkripsiyon Faktorleri

Tablo 8. Keci Kolostrumu PANOGA Analizi

KEGG:05213 Endometriyal kanser
KEGG:05221 Akut miyeloid 16semi
KEGG:05223 (Non-small cell) Akciger Kanseri
KEGG:05211 Bobrek hiicreli karsinom
KEGG:05216 Tiroit Kanseri

DAVID sonuglarina gore, 97 insan ve 67 keci metabolizma yolag1 belirlenmistir.
Bu yolaklarin giivenilirligi FDR (false discovery rate) tarafindan derecelendirilmistir.
FDR degeri 1’in altinda olan yolaklar i¢in dogruluk orant %99 olarak kabul
edilmektedir. Insana ait 97 yolaktan 7’sinin (immiin cevap, homeostatik denge, akut
inflammatuar cevap, savunma cevabi, kimyasal hemostasis, inflamatuar cevap ve hiicre
diizeyinde kimyasal cevap) ve kegiye ait 67 GO (gen ontolojisi) yolaktan 5’inin (
16kosit aracili, lenfosit aracili pozitif immiin regiilasyonu, immune efektor siirecinin
pozitif reglilasyonu, lenfosit aracili ve 16kosit aracili immiin regiilasyon) gecerligi %99
olarak belirlenmistir. Bu yolaklarda gorevli proteinleri eksprese eden genler tekrar

sayisina gore Tablo 9 ve 10’ da gosterilmektedir.
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Tablo 9. Insan Kolostrumu Pathway Analizi (DAVID)

Yolak Tekrar Ilgili Gen FDR
Sayisi
G0O:0006955~ 12 CIITA, C3, CLU, IGHM, B2M, AZGP1, IFNG,  0.0022402
Immiin yanit IGHAL, LTF, IGHA?2, IGH@, IGKC, IGLC3
G0:0042592~ 12 APOA2, APP, NPC2, GCK, TFRC, SAAL, 0.0051192
Homeostatik siire¢ RPS14, IFNG, SERPINA3, LTF, ITPR3,
EIF2B2
GO0:0002526~ Akut 6 APOA2, TFRC, C3, SAA1, CLU, SERPINA3 0.0102995
inflamatuar yanit
G0:0006952~ 10 LALBA, CIITA, APOA2, TFRC, C3, SAAL, 0.0488581
Savunma yaniti CLU, IFNG, SERPINA3, LTF
G0:0048878~ 9 APOA2, APP, NPC2, GCK, TFRC, SAAL, LTF,  0.091973
Kimyasal hemostasi ITPR3, EIF2B2
G0:0006954~ 7 CHITA, APOA2, TFRC, C3, SAAL, CLU, 0.3583992
Inflamatuar yamt SERPINA3
G0O:0055082~ 7 APP, GCK, TFRC, SAAL, LTF, ITPR3, EIF2B2 0.824977
Hiicre temelli
kimyasal
homeostasi
Tablo 10. Kegci Kolostrumu Pathway Analizi (DAVID)
Yolak Tekrar Ilgili Gen FDR
Sayisi
G0:0002705~ Lokosit aracilt 4 C3, 1L12B, CD226, B2M 0.102694156
pozitif immiin regiilasyon
GO:0002708~ Lenfosit aracili 4 C3,1L12B, CD226, B2M 0.102694156
pozitif immiin regiilasyon
G0:0002699~ Immiin reflektor 4 C3, IL12B, CD226, B2M 0.223537642
stirecinin pozitif immiin
regiilasyonu
GO0:0002706~ Lenfosit aracilt 4 C3, IL12B, CD226, B2M 0.411620661
immiin regiilasyon
G0:0002703~ Lokosit aracilt 4 C3, IL12B, CD226, B2M 0.590084936

immiin regiilasyon

Insan ve kegi kolostrumunda birbirinden olduk¢a farkli GO term’lerin elde
edilmesi farkli analizlerin yapilmasi gerekliligini dogurmustur. DAVID veritabaninda
yapilan kiime analizine gore, 25 adet insan, 19 adet keci grubu belirlenmistir. Bu
kiimeler hem kendi i¢lerinde hem de kiimeler arasidan enrichment skorlarina gore
dizilenmistir. Kiime analizi ile iki tiir aras1 pathway analiziyle goriilemeyen benzerlikler

yakalanmistir. Ancak bu benzerlikler FDR siralamasinda gegerlilik kazanmanustir. insan
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ve ke¢i kolostrumunda salgilama, sinyalizasyon, disiilfit baglanma ve
immiinoglobulinler ile ilgili kiimeler ortak olarak goziikmektedir. FDR degerleri
sonuclarina gore anlamli kabul edilenler Ek 3 ve Ek 4’te gosterilmektedir. %99 anlaml
kabul edilen bu sonugclara gére, Insan kolostrumunda 6, kegi kolostrumunda 3 ana kiime
belirlenmistir. Yine DAVID veritabaninda yapilan domain analizine gore kegi ve insan
kolostrumunda yaygin olarak immiinoglobulinlerin ortak oldugu goriilmektedir (Tablo

11 ve 12).

Tablo 11. Insan Kolostrumu Domain Analizi (DAVID)

Term Tekrar  Ilgili Genler FDR
Sayisi
IPR003597:Immunoglobulin C1-set 8 AZGP1, IGHD, IGHAL,
IGHA2, IGH@, IGKC, )
IGHM, B2M, IGLC3 1,89E-06
IPR003006: Immunoglobulin/major 8 AZGP1, IGHD, IGHAL,
histocompatibility complex, IGHA2, IGH@, IGKC, 1 09E-05
conserved site IGHM, B2M, IGLC3 ‘
IPR003596: Immunoglobulin V-set, 5 IGHAL, IGHA2, IGH@, 0,12058
subgroup IGKC, IGHM, IGLC3
IPR007110: Immunoglobulin-like 9 AZGP1, IGHD, IGHAL, 0,17653
IGHA2, IGH@, PIGR,
IGKC, IGHM, B2M, IGLC3
IPR013783:Immunoglobulin-like 9 AZGP1, IGHD, IGHAL,
fold IGHA2, IGH@, PIGR, 034531

IGKC, IGHM, B2M, IGLC3
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Tablo 12. Kegi kolostrumu Domain Analizi (DAVID)

Term Tekrar  lgili Genler FDR
Sayisi
IPR007110: Immunoglobulin-like 9 SEMA3G, IGHD, 0,02012

IGK@, IGH@, KIT,
IL12B, CD226, B2M,

IGLC3
IPR003597:Immunoglobulin C1-set 5 IGHD, IGK@, IGH@, 0,02204
B2M, IGLC3
IPR003006: Immunoglobulin/major 5 IGHD, IGK@, IGH@, 0,05833
histocompatibility complex, conserved B2M, IGLC3
site
IPR013783:Immunoglobulin-like fold 8 IGHD, IGK@, IGH@, 0,30644
KIT, IL12B, CD226,
B2M, IGLC3

Ayrica tiim bulgular ve biyoistatistik calismamiz sonucunda keg¢i ve insan
kolostrumundaki ortak whey proteinlerine ait protein listesi ve ilgili genler EK 5 ‘de

verilmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Insan ve keci kolostrumundaki ortak whey proteomunun saptanmasina yonelik
olarak dizayn edilen bu ¢alismada, insan (n=6) ve ke¢i (n=6) kolostrum Ornekleri 6nce
fraksiyonlarina ayrilmig, ardindan 2-DIGE ve MALDI-TOF/TOF MS proteomik
analizleri gergeklestirilmistir. Insan kolostrumu whey protein profili hakkinda daha énce
proteomik caligmalar bulunmasina ragmen bu calisma keg¢i kolostrumu whey protein
profilinin belirlenmesi ve insan kolostrumuyla karsilastirmali proteomik analizi
hakkindaki ilk calismadir. Ayrica insan siitiiniin protein profili konusunda yapilan
calismalar olmasina ragmen kendi popiilasyonumuz i¢in de yapilan ilk ¢alismadir. Keci
ve insan whey kolostrumunda saptanan ortak ve birbirinden farkli 270 protein;
immiinoglobulin, kazein, albiimin, laktoferrin, laktotransferrin, laktoglobulin ve
laktalbumin gibi major protein aileleri ayrica al-antitripsin, integrin, kathelisidin,
galaktin-3-binding protein, laktadherin, tenascin ve apoliprotein J gibi minér
proteinlerden olusmaktadir. Ayrica nispi degisim katsayis1 50 olarak belirlendiginde
insan kolostrumu igin, laktoferrrin ve laktotransferrin, ke¢i kolostrumu iginse, kazein ve
laktoglobulin iliskili proteinler spesifik olarak saptanmaistir.

Palmer ve ark.larmmin 2006 yilinda insan kolostrumunda yaptiklar ¢alisma ile
IgA, laktoferrin ve HSA (human serum albiimin) proteinlerinin major proteinler olarak
skim milk’te bulundugunu bildirmektedir (124). Yaptigimiz arastirmanin sonuglarina
gbre bu major proteinler hem insan ve hem ke¢i kolostrum 6rneklerine ait ortak whey
proteinleri arasinda saptanmistir. Bu proteinler inek siitlinde de bulunmaktadir. Yapilan
calismalarda keg¢i ve inek siitii proteinlerinin genel siniflandirilmasinda iki tiire ait kazein
ve a-laktalbuminlerin de benzerlik gosterdigi belirtilmektedir. Ancak keg¢i siitiiniin inek
siitline gore yiliksek protein icerigine sahip olmasina ragmen belirtilmis ve bircok
durumda inek siitii alerjilerine karsi kegi siitli kullaniminin bir alternatif sagladig

bildirilmistir (3-5, 56).
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Bu c¢alismada tespit edilen o-1 antitripsin, a-laktalboumin, karbonik anhidraz 6,
kordin benzeri protein 2, galektin-3- binding protein, laktadherin, laktoferrin, prolaktin-
uyarici protein ve tenascin gibi majoér ve mindr proteinler, Liao ve ark.larinin 2011°de
yaptig1 insan siitii proteomik analizinde de saptanmis, ve kolostrumda siite kiyasla fazla
bulunan proteinler olarak belirlenmistir. Bu proteinlerin kegi kolostrumunda da
yeralmas1 6nem igermektedir. Inek siitii calismalarinda karbonik anhidraz-6 , galektin 3-
binding protein, kordin benzeri protein 2, prolaktin uyarici protein ve tenascin proteinleri
tespit edilememistir. Ayrica yapilan caligmada tespit edilen integrin, a-1 antitripsin

proteinin de inek siitii ¢aligmalarinda belirtilmedigi gorilmistiir (28, 126).

Fruktoz-bifosfat Adolaz A proteininin insan skim kolostrum ¢alismasiyla
kolostrumda 2-5. giinlere kiyasla 1-2. gilinlerinde daha az miktarda bulundugu
belirtilmistir (124). Skim kolostrumun igerigine ait insan ve kegi kolostrumunda bulunan
ortak whey proteinlerini tespit ettigimiz g¢aligmamizda bu protein bulunamamastir.
Bulunamayisginin nedeninin protein ayirma yonteminden ya da kegide bulunmayan bir

protein olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

B-laktoglobulin insan siitiinde bulunmayan ancak inek siitiinde bulunan ve allerjiye
neden olan bir proteindir (6). Calismamizda ortak proteinler arasinda saptanmistir ancak
ke¢i kolostrumunda ¢ok yiiksek diizeyde bulunmustur. Bunun yaninda bilindigi gibi
aS1, aS2 ve k-kazein ruminantlarda olan proteinler olmasina ragmen beklenmeyen
sekilde mindr oranlarda caligmamizda ortak proteinler arasinda yer almiglardir. Bu
gelisen tekniklerle daha hassas bir dl¢iimle ortaya ¢iktigi ya da bizim popiilasyonumuza

0zgl olabilecegini diistindiirmektedir.

Yapilan whey protein ¢alismasinda beklenmedik sekilde kaseinlerin tespit edilmesi
ozellikle LAP’larin  belirlenmesinde metodun yeterince hassas olamadigini
gostermektedir. LAP larin tam olarak tesbit edilebilmesi i¢in bugiline kadar pek c¢ok
yontem denenmistir. Liao ve arkadaslar1 (53), insan kolostrum ve siit orneklerinin
analizinde ProteoMiner kullanmasinin LAP’larin miktar1 yiikselttigini, baz1 HAP’larin
miktarin1 da azalttigin1 bildirmektedir. Ayrica bu ¢alismada ProteoMiner’in whey

fraksiyonunda kazein kalintilarinin = giderilmesi iizerinde de bir miktar etki
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gosterdiginden bahsedilmistir (8). Yine aymi sekilde yiiriitiilen bagka bir c¢alismada
ProteoMiner kit, inek siitii whey proteinlerinin ayrigtirllmasinda LAP’larin ortaya
¢ikilisina destek oldugu bildirilmistir (152). Ancak, yapilan bir baska ¢alismada ise LAP
zenginlestiri bu kitin, whey HAP ve kazein proteinlerini ortadan kaldirici bir etki
gostermedigi, bu major proteinlerin islem sonrasinda hala tespit edildigi de belirtilmistir
(32). Baska bir arastirma grubu kazeinin whey fraksiyonundan ayrilmasi igin diisiik
pH’da (pH 4.6) ultrasantrifiijj ile yiiksek miktarda bulunan proteinlerin 5 kat
azaltilabildigi rapor edilmistir (147). Murakami ve arkadaslarinin 1998 yilinda (123)
yaptig1 bir ¢alismada ise ultrasantrifiij ile kazein ¢oktiiriilmiis ve ardindan HAP whey
proteinleri olan a-laktalbumin, secrotary immiinoglobulin A ve laktoferin
immiinoabsorbsiyon ile ortamdan uzaklastirilmistir. Yamada ve arkadaslarinin 2002
yilinda yaptiklari ¢alismada, 2 adet Onemli HAP (B-kazein (B-CN) ve I1gG),
immiinoabsorbsiyon ile inek siitii ve kolostrumundan uzaklastirilmistir. Uzaklagtirma
isleminde immobilize anti — 1gG ve anti — BCN kolonlar1 kullanilarak, tespit edilemeyen
diisiik miktarda bulunan proteinler ortaya ¢ikarilmistir (119). HAP’larin uzaklastiriimasi
icin aseton ile ¢oktiirme metodunun ultrasantriij analiziyle birlestirildigi ¢alismalar da
mevcuttur ancak aseton ¢oktiirmesiyle %22 kadar protein kaybedilebilmektedir (153).
Siitlin genel protein konsantrasyonu ¢ok yiiksek oldugundan bu say1 6nemsiz sayilabilse
bile final protein profilinde risk olusturmaktadir. Buna karsin aseton ¢oktiiriilmesi ile
daha iyi goriintiileme elde edildigi de bildirilmistir (154). Calismamizda ise santrifiij ve
ultrasantriflij yontemi kullanilmistir. Keci kolostrumunun kazein diizeyinin ¢ok yiiksek
olusu proteinlerin uzaklastirilmasini zorlastirmistir. ProteoMiner, immiinoabsorbsiyon
yontemlerinin  kullanilmamast  ve diisik pH’da ultrasantrifiij uygulanmamasi

arastirmanin limitasyonlarini olusturmaktadir.

Yine ayni sekilde HAP larin yeterince ortamdan uzaklastirilamayisinin bir nedeninin
de DIGE metodundan kaynaklandigir diisliniilmektedir. Arastirmamizda DIGE
metodunun ayni jel lizerinde 3 farkli 6rnek grubunun galisilmasia olanak saglamasi
nedeniyle karsilastirmali analizlerde tercih edilen bir yontem olmasina karsin, insanlarda

ve ruminantlarda uzaklastirmasi zor olan major proteinlerin aynit MW ve pH araliina
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denk diisen mindr proteinlerin comigrasyonu Kantifikasyon dogrulugunu olumsuz

etkilediginden proteinlerin bloklanmis oldugu diisiiniilmektedir (156).

Siitiin igeriginde yeralan bu proteinlerin fonksiyon ve biyolojisi hakkinda
Ogrenilecek pek cok sey bulunmaktadir. Aragtirma bulgularimizda gesitli biyoinformatik
araglar kullanilarak gen pathway analizleri ile proteinlerin daha iyi anlasilmasi
amaglanmistir. Calismada gen ontolojisi (GO) ve yolak (network, pathway) analizi gibi
gelisen biyoinformatik araglar kullanilarak siitteki proteinlerin rolii ve etkilesimlerinin
anlagilmasina calisilmigtir. Bu amagla proteinler, biyolojik siireclere katilma, hiicresel
bilesenleri ve molekiiler oOzelliklerine goére DAVID (database for annotation,
visualization and integred discovery) ve fonksiyonel 6nem igeren biyolojik yollar ve
hastaliklarin yolaklarinin tanimlanmasinda kullanilan PANOGA (Pathway and Network
Oriented GWAS (Genome-Wide Association Study) Analysis)ile biyoistatistik
degerlendirme yapilmstir. (170) (149).

PANOGA biyoistatik sonuglarina gore (Tablo 8) ke¢i kolostrumunun ozellikle
CD226 ve IL12B genleri ile kanser olusumuna yola acabilecek etkiye sahip oldugunu
ortaya ¢ikmaktadir. Bu bulgu Yang ve ark.larinin 2013 yilinda yaptigi g¢alisma
sonuglarini desteklemektedir. Yang ve arkadaslar1 2-DE LC-MS/MS analizi ile iTRAQ
kullanilarak yaptig1 bir ¢aligmada, inek, bufalo, ke¢i ve deve siitii whey fraksiyonlarinda
tespit edilen 211 proteinde GO (gene ontology) term analizi yapildiginda farkli tiirler
icin 6nemli whey protein fonksiyonlar1 belirlemistir. Bu sonuclarda dikkat c¢ekici olan
biglycan proteinlerinin nispi olarak keg¢i siitiinde daha yiiksek miktarda bulunmasi ve
biglycan proteinin overekspresyonunun tiimor olusuma yol agmasidir (159).
Calismamizda insan kolostrumu analizinde (Tablo 7) ise nérodejeneratif hastaliklara yol
acabilecek APP geni 6n plana ¢ikmaktadir. Bu genlerin normal dénemlerde koruyucu
etki gostermekle birlikte overekspresyon veya hiicre farklilagmasiyla beraber

hastaliklara sebebiyet verebilmektedirler .

Calismamizda ayrica DAVID biyoistatik araci ile Go term, domain ve kiime
analizleri de yapilmistir. Domain analizine gore hem insan hem de keci kolostrumunda

yenidoganin ilk gereksinimi olarak kabul edilebilecek immiinoglobulinlerin varligi
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goriilmektedir. Domain analizinde yakalanan benzerlik diger analizlerde yerini
farkliliklara birakmaktadir. Ozellikle Go Term analizinde insan kolostrumunda yaygin
varhigi goriilen homeostatik dengenin saglanmasina yonelik yolaklarin  kegi
kolostrumunda goriilmemektedir. Buna ragmen kiime analizinde ke¢i kolostrumda
insana gore diisiik FDR seviyelerinde de olsa homeostasis yolagiyla iliski kuruldugu
tespit edilmistir. Ancak %99 gegerliligine sahip kiimeler arasinda bulunmamaktadir.
Keci ve diger ruminantlara ait siitlerde yasanan alerjenite sorunlarinin olusmasinda bu
homeostatik denge yolaginin etkisi oldugu diistiniilmektedir. Bu hipotezimiz ileri ki
calismalarla arastirilmalidir. Kiime analizine baktigimizda sekresyon, sinyalizasyon,
disiilfit baglanma ve immiinoglobulin kiimelerinin iki kolostrum tipi i¢in ortak oldugu
tespit edilmektedir. insan kolostrumunda anlamli kabul edilen kiimelerde ayrica akut
yanit, savunma yaniti, inflamatuar yanit, homeostasis ve protein processing gibi
ozellikler goriiliirken keci kolostrumunda bagisikligin diizenlenmesine yonelik 6zellikler

yer almaktadir.
Sonug olarak;

1. Bu calisma kec¢i ile insan kolostrumunda bulunan ortak whey proteinlerin
belirlenmesi i¢in Oncii nitelik tagimasina ragmen; ozellikle insan siitiine alternatif
formiillerin gelistirilmesi goz oniine alindiginda, insan ve kegci siitlinlin proteomik
profillerinin 6rneklem sayisinin artirilarak 6zellikle low abundant proteinlerin
detaylica incelenmesi ve ortak olmayan insan ve ke¢i kolostrum proteinlerinin de
belirlenmesi gerekmektedir.

2. Kegi ve insan kolostrumundaki ortak proteinlerin nispi farkliliklari temel alinarak
yapilan PANOGA biyoistatigi sonucunda ke¢i kolostrumunun kanser yolaklarinda,
insan kolostrumunda ise norodejeratif hastaliklarla ilgili yolaklarla iliskili oldugu
belirlenmistir.

3. Yine nispi farkliliklara gére DAVID biyoistatistigi sonucunda insan kolostrumunda
homeostatik dengenin saglanmasinda gorevli yolaklarin kegi kolostrumunda

giivenilir diizeyde olmadigi belirlenmistir. Bu durumun ke¢i ve tim diger
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ruminantlara ait siitlerin yenidoganlar iistiinde gosterebildigi alerjik etkinin sebebi

oldugunu diistindiirmektedir.
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7. EKLER

EK 1: Insan kolostrumunda yiiksek oranda tespit edilen proteinler

Target
No

367

542

391

538
532

371

426

533

T-test
Degeri

4.60E-05

1.70E-06

6.40E-05

5.00E-06
2.30E-05

0.00019

0.0003

3.50E-05

Ort.
Oran*

-332.6

-188.02

-156.91

-111.6

-104.51

-85.18

-60.7

-52.2

Protein Ad1

Chain A, Crystal Structure Of Human Seminal Lactoferrin At 3.4
A Resolution

Chain A, Crystal Structure Of Human Seminal Lactoferrin At 3.4
A Resolution

Chain A, Crystal Structure Of Human Seminal Lactoferrin At 3.4

A Resolution
lactotransferrin isoform 2 [Homo sapiens]
Lactotransferrin [Homo sapiens]

Chain A, Crystal Structure Of Human Seminal Lactoferrin At 3.4
A Resolution

Chain A, Crystal Structure Of Human Seminal Lactoferrin At 3.4
A Resolution

Chain A, Crystal Structure Of Human Seminal Lactoferrin At 3.4

A Resolution

*Ortalama oran, ortak proteinlerde miktara gore (Keci/Insan), nispi fazlaliklar1 ifade

etmektedir. Pozitif degerler ke¢i, negatif degerler insan1 temsil eder.
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EK 2: Kegi kolostrumunda yiiksek oranda tespit edilen proteinler

Target
No

1173
1317
1255
1338

2035

1337

2039

1660
1328
1696
1262
1662
1705

1711

T-test
Degeri

4.80E-06
4.20E-07
2.20E-06
2.00E-06

0.00037

2.50E-06

0.0001

6.20E-07
7.30E-07
2.30E-07
4.20E-07
3.20E-07
5.70E-07

2.20E-08

Ort.
Oran*

50.02

51.09

54.08

58.58

63.94

70.09

73.41

87.56

87.63

89.72

108.33

108.49

129.53

135.16

Protein Ad1

kappa casein [Capra hircus], asl1-casein [Capra hircus]
beta-casein [Capra hircus],kappa casein [Capra hircus]
beta-casein [Capra hircus],kappa casein [Capra hircus]
beta-casein [Capra hircus],kappa casein [Capra hircus]

Chain A, Alpha-Lactalbumin, kappa-casein [Homo

sapiens],

PREDICTED: serine/arginine repetitive matrix protein 4

[Heterocephalus glaber], TNK2 protein [Homo
PREDICTED: BUD13 homolog [Echinops telfairi]

immunoglobulin lambda light chain F7-299
[Capra hircus],
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: import

[Cavia porcellus]

sapiens],

in-13

Chain A, Alpha-Lactaloumin, PREDICTED: serine/arginine

repetitive matrix protein 4 [Heterocephalus glaber]
RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags
kappa casein [Capra hircus],beta-casein [Capra hircus]
RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags
beta-casein [Capra hircus]

RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags
RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags

Chain A, Mutant Human Lysozyme With Foreign N-
Terminal Residues, RecName: Full=Beta-lactoglobulin;
Short=Beta-LG; Flags: Precursor,

Ig alpha-1 chain C region - gorilla (fragment)

HRPE773 [Homo sapiens],

PREDICTED: autism susceptibility gene 2 protein

. Precursor

. Precursor

. Precursor

: Precursor
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1247

1698

1258

1682

1670

1675

1687

1254

1724

1702

1741

1672

1870

1663

1242

1694

1271

1.80E-06

8.10E-07

1.60E-07

1.40E-07

2.90E-07

1.40E-07

1.40E-07

1.40E-07

1.40E-07

1.40E-07

2.80E-07

2.20E-08

1.40E-06

3.30E-07

7.40E-07

6.20E-07

2.10E-07

137.32

143.25

153.33

158.32

166.12

175.96

177.87

180.42

187.94

190.28

196.43

200.47

200.92

219.42

226.31

232.97

244.98

[Echinops telfairi]

beta-casein [Capra hircus]

RecName:  Full=Beta-lactoglobulin;  Short=Beta-LG;  Flags:

Precursor, RecName: Full=Beta-casein; Flags: Precursor
beta-casein [Capra hircus], kappa casein [Capra hircus]
RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor

RecName:  Full=Beta-lactoglobulin;  Short=Beta-LG;  Flags:
Precursor, PREDICTED: phosphoinositide 3-kinase regulatory

subunit 5 [Cavia porcellus]

RecName:  Full=Beta-lactoglobulin;  Short=Beta-LG;  Flags:
Precursor, PREDICTED: e3 ubiquitin-protein ligase RBBP6-like

[Monodelphis domestica]
RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor

kappa casein [Capra hircus], alpha s1 casein variant precursor [Ovis
aries], beta-casein [Capra hircus], PREDICTED: LOW QUALITY
PROTEIN: tetratricopeptide repeat protein 24 [Ceratotherium simum

simum]

RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor
RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor
RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor
RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor

Beta-lactoglobulin, malate dehydrogenase precursor (EC 1.1.1.37),

partial [Sus scrofa]

RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor
beta-casein [Capra hircus], kappa casein [Capra hircus]

RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor

beta-casein [Capra hircus], kappa casein [Capra hircus], asl-casein
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1658

1746

1749

1745

1787

1757

1752

1783

1751

1782

1775

1742

1760

1781

1627

1.60E-07

1.60E-07

3.00E-07

5.80E-07

2.00E-07

1.40E-07

1.60E-07

1.60E-07

2.00E-06

1.60E-07

4.60E-07

3.30E-07

9.10E-08

5.70E-07

2.00E-07

265.84

316.65

330.48

334.86

389.52

394.99

429.4

431.31

447.32

495.02

498.73

552.05

554.84

663.21

718.5

[Capra hircus]

RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor
RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor
RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor

RecName:  Full=Beta-lactoglobulin;  Short=Beta-LG;  Flags:
Precursor, PREDICTED: semaphorin-3G isoform 1 [Dasypus

novemcinctus]

RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-
LG; Flags: Precursor, RecName:
Full=Haptoglobin;  AltName:  Full=Zonulin;
Contains: RecName: Full=Haptoglobin alpha
chain; Contains: RecName: Full=Haptoglobin
beta chain; Flags: Precursor

RecName:  Full=Peptidoglycan  recognition
protein 1; Flags: Precursor

RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor

RecName:  Full=Beta-lactoglobulin;  Short=Beta-LG;  Flags:
Precursor,PREDICTED: e3 ubiquitin-protein ligase RBBP6-like
[Monodelphis domestica]

RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor
RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor

RecName:  Full=Beta-lactoglobulin;  Short=Beta-LG;  Flags:
Precursor,PREDICTED: integrin beta-4 isoform 1 [Cavia porcellus]

RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor
RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor
beta-lacto-globulin [Ovis aries]

RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor

RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor

81



1792

1736

1726

1733

1657

1789

4.00E-07

5.70E-07

1.00E-06

3.30E-07

4.20E-07

3.00E-07

738.81

1020.4

1181

1251.1

1681.8

20114

RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor

RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor

RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor
RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor

RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor

RecName: Full=Beta-lactoglobulin; Short=Beta-LG; Flags: Precursor

*Ortalama oran, ortak proteinlerde miktara gére (Keci/Insan), nispi fazlaliklar1 ifade

etmektedir. Pozitif degerler keci, negatif degerler insani temsil eder.
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EK 3: Insan kolostrumu DAVID kiime analizi

Kiime 1

Enrichment Score:
6.092307611213138

Kiime 2

Term
Secreted

GO0:0005576~extracellul
ar region

disulfide bond

signal

signal peptide

disulfide bond

glycoprotein

Enrichment Score:
5.189334744917408
Term

ilgili Genler

KLK®6, LALBA, TF, C3, CLU, PIGR,
IGHM, CSN1S1, B2M, AMBP, LAMAZ2,
AZGP1, APOA2, TFRC, SAA1L, ALB,
IGHD, IFNG, SERPINA3, SCG3, LTF,
IGH@, PCSK1N, CSN3

LALBA, TF, C3, CLU, IGHM, B2M,
AZGP1, APP, APOA2, SAAL, ALB,
IFNG, SERPINAS3, SCG3, LTF, IGKC,
KLKG®, PIGR, CSN1S1, AMBP, LAMA2,
TFRC, IGHD, IGH@, PCSK1N, CSN3,
IGLC3

LALBA, TF, C3, GABRB2, CLU, IGHM,
B2M, 0S9, AZGP1, APP, APOA2, ALB,
IGHAL, IGHA2, LTF, IGKC, KLK®,
PIGR, CSN1S1, AMBP, LAMA2, TFRC,
IGHD, IGH@, CSN3, IGLC3

LALBA, TF, C3, GABRB2, CLU, IGHM,
B2M, 0OS9, AZGP1, APP, APOA2, SAAL,
ALB, IFNG, SERPINA3, SCG3, LTF,
IGKC, KLK6, PIGR, CSN1S1, AMBP,
LAMA2, KIAA1199, IGH@, PCSK1N,
CSN3

LALBA, TF, C3, GABRB2, CLU, IGHM,
B2M, OS9, AZGP1, APP, APOA2, SAAL,
ALB, IFNG, SERPINA3, SCG3, LTF,
IGKC, KLK6, PIGR, CSN1S1, AMBP,
LAMA2, KIAA1199, IGH@, PCSKI1N,
CSN3

KLK®6, LALBA, TF, C3, GABRB2, CLU,
PIGR, IGHM, B2M, AMBP, LAMAZ2,
AZGP1, APOA2, APP, TFRC, ALB,
IGHD, IGHA1L, IGHA2, LTF, IGH@,
IGKC, IGLC3

LALBA, TF, SLC5A5, C3, GABRB2,
CLU, IGHM, B2M, 0S9, AZGP1, APP,
GALNTLS, ALB, IFNG, SERPINA3,
IGHAL, IGHA2, LTF, KLK®6, PIGR,
AMBP, LAMA2, TFRC, KIAA1199,
IGHD, SPTBN1, IGH@, CSN3

Genes

FDR

4,76E-07

2,03E-06

5,32E-04

9,24E-04

0,001147

0,023393

0,052933

FDR
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SM00407:1Gcl AZGP1, IGHD, IGHAL, IGHA2, IGH@, 6,36E-07
IGKC, IGHM, B2M, IGLC3

IPR003006:Immunoglob  AZGP1, IGHD, IGHAL, IGHA2, IGH@, 1,09E-05
ulin/major IGKC, IGHM, B2M, IGLC3

histocompatibility

complex, conserved site

G0:0006955~immune CIITA, C3, CLU, IGHM, B2M, AZGP1, 2,67E-04
response IGHD, IFNG, KRT1, IGHAL, IGHAZ,
LTF, IGH@, IGKC, IGLC3

IGHD, KRT1, IGHAL, IGH@, IGKC, 0,001948
IGHM, IGLC3

heterotetramer

IPR003596:Immunoglob  IGHAL, IGHA2, IGH@, IGKC, IGHM, 0,120583
ulin V-set, subgroup IGLC3

IPRO13783:Immunoglob  AZGP1, IGHD, IGHAL, IGHA2, IGH@,
ulin-like fold PIGR, IGKC, IGHM, B2M, IGLC3

0,345308

Kiime 3 Enrichment Score:
5.020279573335584

G0:0002526~acute TF, APOA2, TFRC, C3, SAAL, CLU, 4,09E-05
inflammatory response SERPINA3, KRT1

GO0:0006954~inflammat  CIITA, TF, APOA2, TFRC, C3, SAAL,
ory response CLU, SERPINA3, KRT1

0,013384

Kiime 4 Enrichment Score:
3.4526820210401046

m ﬁ
=



G0:0002526~acute TF, APOA2, TFRC, C3, SAAL, CLU, 4,09E-05
inflammatory response SERPINA3, KRT1

Term ilgili Genler FDR

G0:0055082~cellular KLK®6, TF, APP, GCK, TFRC, SAAL,
chemical homeostasis LTF, ITPR3, EIF2B2

0,041492

G0:0019725~cellular KLK®6, TF, APP, GCK, TFRC, SAA1,
homeostasis LTF, ITPR3, EIF2B2

0,174882

GO0:0006953~acute- TF, TFRC, SAAL, SERPINA3 0,458807
phase response

Enrichment Score:

1.9572378103402226

G0:0016485~protein KLKS8, C3, CLU, KRT1, PCSK1IN 0,735766
processing

8
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EK 4 : Keg¢i kolostrumu DAVID kiime analizi

Kiime 1 Enrichment Score: 4.977505743849939
Kategori Term Genes FDR
disulfide bond LALBA, OR1K1, C3, ITGB4, OR4K17, 1,77E-04
PGLYRP1, CST1, HP, MFGES, KIT, CSN1S1,
B2M, SEMAS3G, IGHD, PIP, LTF, IGH@,
IL12B, CD226, CSN3, IGLC3
Secreted LALBA, C3, PGLYRP1, HP, MFGES8, CST1, 5,23E-04
CSN1S1, B2M, SEMASG, IGHD, PIP, LTF,
IGH@, IL12B, CSN3, CSN2
disulfide bond LALBA, OR1K1, C3, OR4K17, PGLYRP1, 0,00363
ITGB4, CST1, HP, MFGES, KIT, B2M,
SEMAZS3G, IGHD, PIP, LTF, IGH@, IL12B,
CD226, IGLC3
signal LALBA, C3, PGLYRP1, ITGB4, CST1, HP, 0,005221
MFGES, KIT, CSN1S1, B2M, EPHB2,
GLYCAML1, SEMASG, PIP, LTF, IGH@,
IL12B, CD226, CSN3, CSN2
signal peptide LALBA, C3, PGLYRP1, ITGB4, CST1, HP, 0,006176
MFGES, KIT, CSN1S1, B2M, EPHB2,
GLYCAML1, SEMAS3G, PIP, LTF, IGH@,
IL12B, CD226, CSN3, CSN2
GO0:0005576~extracellular LALBA, C3, PGLYRP1, CST1, HP, MFGES, 0,009764
region KIT, CSN1S1, B2M, SEMASG, IGHD, PIP,
LTF, IGH@, IL12B, CSN3, CSN2, IGLC3
glycoprotein LALBA, OR1K1, C3, ITGB4, OR4K17, 1,057706
PGLYRP1, HP, MFGES, KIT, B2M, EPHB2,
SEMASG, IGHD, PIP, LTF, IGH@, IL12B,
CD226, CSN3
Kiime 2 Enrichment Score: 3.4500781703540286
Term Genler FDR
heterotetramer IGHD, KRT14, HP, IGH@, IGLC3  0,013467
IPR007110:Immunoglobulin-like SEMAS3G, IGHD, IGK@, IGH®@, 0,020119
KIT, IL12B, CD226, B2M, IGLC3
IPR003597:Immunoglobulin C1-set IGHD, IGK@, IGH@, B2M, 0,022037
IGLC3
SMO00407:1Gcl IGHD, IGK@, IGH@, B2M, 0,024841
IGLC3
Immunoglobulin domain SEMAZ3G, IGHD, IGH@, KIT, 0,046122
IL12B, CD226, B2M, IGLC3
IPR003006:Immunoglobulin/major IGHD, IGK@, IGH@, B2M, 0,05833

histocompatibility complex, conserved site

IGLC3
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IPR013783:Immunoglobulin-like fold IGHD, IGK@, IGH@, KIT, IL12B, 0,306441
CD226, B2M, IGLC3

Term Genler FDR

G0:0002708~positive regulation of C3, IL12B, CD226, B2M 0,102694
lymphocyte mediated immunity

G0:0002706~regulation of lymphocyte C3, IL12B, CD226, B2M 0,411621
mediated immunity
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EK 5: Tespit edilen kolostrum protein listesi ve gen karsiliklar

No  Gen isimleri Protein Isimleri NCBI Fonksiyonlari
1 1gh-VJ558 Chain A, Crystal S_tructure Of Qleaved gi|443345
Human Alphal-antichymotrypsin At 2.7
Angstroms Resolution And Its
Comparison With Other Serpins
2 Abcgsll PREDICTED: LOW QUALITY gi|410985519
PROTEIN: ATP-binding cassette sub-
family A member 3-like [Felis catus]
3 Abcg3ll Qhain A, Human Kallikr_ei_n 6 (Hk_G) gi|21465970
Active Form With Benzamidine Inhibitor
4 ACSM2A PREDICTED: acyljcoenzym_e A_ gi|488537977
synthetase ACSM1, mitochondrial-like
[Dasypus novemcinctus]
5 ACTB mutant beta-actin _(beta‘-actin) [Homo gi|28336
sapiens]
6 AHSG FETU alpha—Z-HS-egcopr_otein precursor [Ovis gi|57526674
A aries]
7 alb albumin precursor [Capra hircus] gi|193085052
8 ALB albumin gi[229552
9 ALG1 ~ PREDICTED: gi|410985260
chitobiosyldiphosphodolichol beta-
mannosyltransferase [Felis catus]
10 AMBP Ig heavy chain precursor gi|108750
(B/MT.4A.17.H5.A5) - bovine
11  An04g03380 hypothetical protein [Homo sapiens] gi|31874206
12 APOA2 apolipoprotein J_precursor [Homo gi|178855
sapiens]
13 App Family with sequence similarity 19, gil58477582 EnCO?eS a cell surface
member A4 [Mus musculus] receptor
14  ARHGEF35 PREDICTED: rho gqanine nucleotide gi|335295703
exchange factor 5-like [Sus scrofa]
15 asl-casein asl-casein [Capra hircus] gi|954
16 ASP Re(_:Name: Full=Complement C3; gi|124056491
Contains: RecName: Full=Complement
C3 beta chain; Contains: RecName:
Full=Complement C3 alpha chain;
Contains: RecName: Full=C3a
anaphylatoxin; Contains: RecName:
Full=Acylation stimulating protein;
Short=ASP; AltName: F
17 AUTS2 PREDICTED_: autisrr_l susceptib_il_ity gene  4i|507660025
2 protein [Echinops telfairi]
domestica]
19 AZGP1 Zn-alpha2-glycoprotein [Homo sapiens]

0i|38026
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20

21
22

23

24

25
26
27

28

29

30

31

32

33

34

35
36
37
38
39

40

41
42

43

44

45
46

AZGP1

B2M
B2M

B2M

BAG6

BLG
BLG
BRCA1

BUD13
C3
C3
C3
C3

C3

C3

c3b

c3b

c3b
CATHL1

CB1_0001720
53

CD226

CD300A
CIITA

CLDN22
CLU

CLU
CLU

zinc-alpha2-glycoprotein precursor
[Homo sapiens]
beta-2-microglobulin [Ovis aries]

B2M [Homo sapiens]

Chain A, The Double Mutant Of Beta-2
Microglobulin K58p-W60g

PREDICTED: BAG family molecular
chaperone regulator 5-like
[Ornithorhynchus anatinus]

beta-lactoglobulin [Capra hircus]

Beta-lactoglobulin

breast cancer 1 protein, partial
[Blarinella griselda]
PREDICTED: BUD13 homolog
[Echinops telfairi]
PREDICTED: complement C3
[Ochotona princeps]
PREDICTED: complement C3-like,
partial [Ovis aries]
prepro complement component C3 [Bos
taurus]
complement component C3 [Homo
sapiens]
PREDICTED: complement C3, partial
[Macaca mulatta]

Chain B, Human Complement
Component C3c
beta-casein [Capra hircus]

beta-casein [Homo sapiens]
Chain A, Alphal-Antitrypsin
cathelicidin-1 precursor [Bos taurus]

PREDICTED: sodium/iodide
cotransporter-like [Macaca mulatta]

killer cell immunoglobulin-like receptor,
three domains, long cytoplasmic tail, 3
[Nomascus leucogenys]

poly-Ig receptor, partial [Homo sapiens]

Chain B, Crystal Structure Of Mhc Class
I Hla-A2.1 Bound To A Photocleavable
Peptide
PREDICTED: claudin-22 [Condylura
cristata]

PREDICTED: clusterin isoform 2 [Pan
paniscus]
clusterin preproprotein [Bos taurus]

sulfated glycoprotein-2, partial [Homo
sapiens]

gi[220151
gi| 145207027
gi|48146249
gi|301015783

0i|149441871

gi|183186230
gi|125912
gi|300486803

gi|507690468
0i|504172699
0i|426258629
qi|83764016
gi|179665

gi[297275935

gi|78101270

gi|443345

gi|317455056
gi[78101267
gi[27807341
gi[297276472

gi|303228093

gi|514366
gi[290560013

gi|507947588
gi|397521527

gi[27806907
gi|338057

Megakaryocytic cell
maturation
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47

48

49
50

51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

63
64
65

66

67

68

69

70

71

CLUAP1

co3

CSCN1
CSN1S1

CSN1S1
CSN1s1
CSN1S2
CSN1S2
CSN1S2
CSN2
CSN2
CSN2
CSN2
CSN3
CSN3
CSN3

CSN3
CST1

D623 100103
31

D623 100238
68
DYNLT1
DYNLT1
E2F6

EGK_01520

EIF4E2

PREDICTED: clusterin isoform 2
[Gorilla gorilla gorilla]

RecName: Full=Complement C3;
Contains: RecName: Full=Complement
C3 beta chain; Contains: RecName:
Full=Complement C3 alpha chain;
Contains: RecName: Full=C3a
anaphylatoxin; Contains: RecName:
Full=Acylation stimulating protein;
Short=ASP; AltName: F
CSCNL1 [Capra hircus]

alpha s1 casein variant precursor [Ovis
aries]
alpha sl casein [Capra hircus]

alpha S1-casein [Homo sapiens]
alpha-S2-casein precursor [Ovis aries]
alpha-s2-casein [Ovis aries]
alpha s2-casein C [Capra hircus]
PREDICTED: beta-casein [Papio anubis]
beta-casein precursor [Capra hircus]
beta-casein [Capra hircus]
beta-casein [Homo sapiens]
kappa-casein, partial [Oryx gazella]
kappa casein [Capra hircus]

RecName: Full=Kappa-casein;
Short=Kappa-CN; Flags: Precursor

kappa-casein [Homo sapiens]
cathelicidin-1 precursor [Bos taurus]

Hypothetical protein D623_10010331
[Myotis brandtii]

Tau-tubulin kinase 2 [Myotis brandtii]

Chain A, Crystal Structure Of Human
Seminal Lactoferrin At 3.4 A Resolution

nuclear mitotic apparatus protein 1
precursor [Bos taurus]

PREDICTED: transcription factor E2F6-
like [Ornithorhynchus anatinus]

hypothetical protein EGK_01520
[Macaca mulatta]
PREDICTED: LOW QUALITY
PROTEIN: eukaryotic translation
initiation factor 4E-like [Callithrix
jacchus]

gi|426359207

gi|37962703
gi[213391437

0i|394997385
gi|1359714
gi|57164371
0i[284025662
gi|707034
0i|402869645
gi|15425980
gi|49781319
gi[29674
gi|14572687
gi|117958741
gi|115669

gi|186655
0i|399124842
gi|521021727

gil521022227
gi[28948741

0i[329664652
gi[345304921

gi|355558651

gi[390474846
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72 EIF4E2 Chain A, Humar} Lactoferrin, N-terminal gi|157834115
Lobe Mutant With Arg 121 Replaced By
Ser (r121s)
73 EIF4E2 PREDICTED: LOW QUALITY 0i|390474846
PROTEIN: eukaryotic translation
initiation factor 4E-like [Callithrix
jacchus]
75 Eif2b5 initiation factor-2Be [Rattus norvegicus] 9i|924597
76 EPHB2 PREDICTED: uncharacterized protein gi|532093271
LOC101966053 [Ictidomys
tridecemlineatus]
[Octodon degus]
79 FCAR Beta-lactoglobulin gi|31615935
80 Fit3 PREDICTED: LOW QUALITY gi|532000481
PROTEIN: receptor-type tyrosine-
protein kinase FLT3 [Microtus
ochrogaster]
81 Gcek hexokinase type I, partial [Rattus ; Catalyzes the initial
nt))/rpvegicﬁs] [ gil204615 Ztlzré;rs\eutilization of
82 GGT3P PREDICTED: putative gamma- gi[114685042
glutamyltranspeptidase 3-like, partial
[Pan troglodytes]
83 GHDC GH3 domain-containing protein isoform gi|14210490
1 precursor [Homo sapiens]
84 GIG25 growth-inhibiting protein 25 [Homo gi|46981961
sapiens]
85 gld-3 Chain B, Crystal Structure Of Germ-line gi|469474709
Precursor Of Nih45-46 Fab
86 GLYCAM1 glycosylation-dependent cell adhesion gi|147744650
molecule-1 [Capra hircus]
87 GLYCAM1 RecName: Full=Glycosylation- gi|22096365
dependent cell adhesion molecule 1;
Short=GlyCAM-1; AltName: Full=28
kDa milk glycoprotein PP3; AltName:
Full=Lactophorin; AltName:
Full=Proteose-peptone component 3;
Short=PP3; Flags: Precursor
88 GM4976 PREDICTED: uncharacterized protein gi|532049661
LOC101989810 [Microtus ochrogaster
89 GW7_02064 PREDICTED: putative polypeptide N- gi|512813136
acetylgalactosaminyltransferase-like
protein 5 [Heterocephalus glaber]
90 GW?7_02660 Serine/threonine-protein kinase Nek11 gi|351695211
[Heterocephalus glaber]
91 GW?7_06202 Lupus La protein [Heterocephalus gi|351711764
glaber]
92  GW?7_13573 Protein KIAA1199 [Heterocephalus gi|351704930
glaber]
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93

94
95

96
97

98

99

100

101
102

103
104

105

106

107

108

109

110

111

112
113

114

115

HLA-DPA1

hp
HP

HRNR
179 017031

179 019209

IFNG
IGG

IGGL
IGH@

IGH@
IGHAL

IGHAL
IGHA2

IGHD

Ighg
IGHM

IGHM
IGHM

Ighvl

IGHV40R15-
8

IGHV40R15-
8 VSIG6

1G]

Ig gamma-1 chain C region, partial [Bos
grunniens mutus]

haptoglobin [Rupicapra rupicapra]

RecName: Full=Haptoglobin; AltName:
Full=Zonulin; Contains: RecName:
Full=Haptoglobin alpha chain; Contains:
RecName: Full=Haptoglobin beta chain;
Flags: Precursor
hornerin [Homo sapiens]

PREDICTED: double homeohox protein
4-like protein 4-like [Cricetulus griseus]

PREDICTED: putative phospholipase B-
like 2 [Cricetulus griseus]

breast cancer 1 protein, partial
[Blarinella griselda]
Ig alpha-1 chain C region - gorilla
(fragment)
Ig L-chain V-region [Homo sapiens]

Chain A, Crystal Structure Of
Complement C3b In Complex With
Factors B And D
IGH®@ protein [Homo sapiens]

Ig H-chain V-region (DP-38) [Homo
sapiens]
PREDICTED: immunoglobulin J chain
isoform 3 [Gorilla gorilla gorilla]

immunoglobulin alpha-2 heavy chain
[Homo sapiens]

Ig heavy chain C region - sheep
(fragment)
unnamed protein product [Mus
Musculus]
Chain A, Crystal Structure Of Copper-
And Oxalate-Substituted Human
Lactoferrin At 2.0 Angstroms Resolution

immunoglobulin heavy chain variable
region, partial [Homo sapiens]

immunoglobulin A heavy chain variable
region, partial [Homo sapiens]

Ig heavy chain V region (30p1) - human
immunoglobulin heavy chain variable
region [Homo sapiens]

immunoglobulin G heavy chain variable
region [Homo sapiens]

Ig J-chain, partial [Homo sapiens]

gil440891567

gi|307742657
gi|226709030

gi[28557150
0i|354482239

gi|354497505

gi[203282277
9i|86666

gi|27552515
gi|317455056

gi|41351320
gi|32897

gi|426344566
gi|184761

gil109029
gi|28071026

gi|157831776

gi[392576
gi|519672850

gi|106396
0i|247424136

gi|371446908

gi|532598
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116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127
128

129

130

131

132

133
134

135

136
137

138

139

IGK@
IGKC
IGKC

IGLC3
IGLC3
IGLL

IGLL1

IGLL1

IGLL1

IGLL1
IGLL1

IGM
IGSF1

IL12B
IMPAD1

IPO13

Itga7

Itgal
ITGB4

ITPR3

KCAS
KIT

Kisslr

KRT14

Chain L, Crystal Structure Of The
Broadly Neutralizing Anti-Hiv Fab F105

immunoglobulin kappa light chain
variable region [Homo sapiens]

Ig kappa chain C region (allotype
Inv(1,2)) - human (fragment)

Ig lambda chain C region - sheep
(fragment)

Ig lambda chain C region - chimpanzee
(fragment)
immunoglobulin light chain [Homo
sapiens]

Chain A, Crystal Structure Of The
Rabbit Igg Fc Fragment

immunoglobulin lambda light chain
[Homo sapiens]
PREDICTED: immunoglobulin lambda-
like polypeptide 5-like [Papio anubis]
immunoglobulin heavy chain [Homo
sapiens]
immunoglobulin light chain [Homo
sapiens]
beta-lacto-globulin [Ovis aries]

immunoglobulin variable region [Homo
sapiens]
immunoglobulin gamma 2 heavy chain
constant region [Capra hircus]

PREDICTED: inositol monophosphatase
2-like [Cricetulus griseus]
PREDICTED: LOW QUALITY
PROTEIN: importin-13 [Cavia
porcellus]

PREDICTED: laminin subunit alpha-2
isoform X1 [Ictidomys tridecemlineatus]

integrin alpha L [Mus musculus]
PREDICTED: integrin beta-4 isoform 1
[Cavia porcellus]

inositol 1,4,5-trisphosphate receptor-
interacting protein-like 2 precursor
[Homo sapiens]
kappa-casein [Nanger dama]

PREDICTED: uncharacterized protein
LOC100924770 [Sarcophilus harrisii]

PREDICTED: kiSS-1 receptor [Saimiri
boliviensis boliviensis]

Keratin 14 [Homo sapiens]

gi|75765276
gi[27368992
gi|106529

gi|109030
gi|7439133
qil149673887

gi|203282277

gi|33700

gi|402883739

gi|1200067
gi|149673887

gi|10835792
gi[323432599

gi|147744654
gi|354485660

gi|348552222

gi|532099566

qi|4587848
gi|348551298

qi|77798169

gi|353526169
0i|395539785

gi|403308169

qi|12803709

A cytokine that acts on

T and natural killer
cells
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140

141
142
143

144
145

146

147
148

149

150

151

152
153
154

155

156

157

158

159

160

161

162

KRT2

KRT2
KRT81
LACT

LALBA
LALBA

LALBA

LALBA
LALBA

LGAL

LGAL

LGALS3BP

LGB
LGB
LGB1

LILRB1

LOC10029574
1

LOC10065324
5

LOC10092692
0

LOC10156770
4

LOC10201346
2

LOC10201518
2

LOC793540

PREDICTED: keratin, type Il
cytoskeletal 6B [Pan troglodytes]

epidermal cytokeratin 2 [Homo sapiens]
keratin 1 [Homo sapiens]

unnamed protein product [Homo
sapiens]
B2M [Homo sapiens]

PREDICTED: alpha-lactalbumin
[Nomascus leucogenys]

RecName: Full=Alpha-lactalbumin;
AltName: Full=Lactose synthase B
protein; Flags: Precursor
Chain A, Alpha-Lactalbumin

RecName: Full=Alpha-lactalbumin;
AltName: Full=Lactose synthase B
protein
PREDICTED: galectin-3-binding protein
isoform 1 [Gorilla gorilla gorilla]

galectin-3-binding protein precursor
[Homo sapiens]
PREDICTED: LOW QUALITY
PROTEIN: galectin-3-binding protein
[Pongo abelii]
beta-lacto-globulin [Ovis aries]

lactoglobulin beta

RecName: Full=Beta-lactoglobulin;
Short=Beta-LG; Flags: Precursor

PREDICTED: immunoglobulin-like
domain-containing receptor 2 [Jaculus
jaculus]

HRPE773 [Homo sapiens]

Ig heavy chain V-I1I region (TD-Vp) -
human (fragment)

PREDICTED: alpha-1D adrenergic
receptor [Sarcophilus harrisii]

PREDICTED: uncharacterized protein
LOC101567704 [Octodon degus]

PREDICTED: uncharacterized protein
LOC102013462 [Chinchilla lanigera]

PREDICTED: uncharacterized protein
LOC102015182 [Chinchilla lanigera]

anti-Bacillus anthracis toxin
immunoglobulin kappa variable region
[Mus musculus]

gi|114644570

gi|181402
gi[7331218
gi|193787568

gi[2392356
0i|332206362

gi|125998

gi[21465970
gi|126004

0i|426346505

gi|5031863

gi|395749542

gi|1279615
gi[223780
gi|125912

gi|507535497

gil37183160
qil87858
gi|395508862
gil507630038
gil533115110
qil533125538

gi|100289114
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163

164
165

166

167

168
169

170
171
172
173

174
175

176

177

178

179
180

181

182

183

184
185

186

187

LRG1

LTF
LTF

LTF

LTF

LTF
LTF

LTF
LTF
LTF
LTF

LTF
LTF

LTF

LYPD3
LYZ

map34-A
MCM10

MDH1
MFGES8
MPHOSPH8

MT3
MT3

NPC2 HE1

OR1F1

PREDICTED: leucine-rich alpha-2-
glycoprotein [Pongo abelii]
beta-casein precursor [Capra hircus]
PREDICTED: lactotransferrin isoform 8
[Pan troglodytes]

Chain A, Structure Of Human
Apolactoferrin At 2.0 A Resolution.

PREDICTED: lactotransferrin [Papio
anubis]
lactoferrin [Capra hircus]

PREDICTED: lactotransferrin isoform 3
[Pan troglodytes]
truncated lactoferrin [Homo sapiens]

beta-lactoglobulin [Capra hircus]
lactoferrin [Homo sapiens]

Chain X, Structure Of Recombinant
Human Lactoferrin Produced In The
Milk Of Transgenic Cows

Lactotransferrin [Homo sapiens]

lactotransferrin isoform 2 [Homo
sapiens]
Chain A, Cleaved Alpha-1-Antitrypsin

Polymer

PREDICTED: ly6/PLAUR domain-

containing protein 3 [Sorex araneus]

Chain A, Mutant Human Lysozyme With
Foreign N-Terminal Residues

MAP34-A protein [Capra hircus]

PREDICTED: protein MCM10 homolog
[Microtus ochrogaster]

malate dehydrogenase precursor (EC
1.1.1.37), partial [Sus scrofa]

milk fat globule EGF factor 8 protein,
partial [Capra hircus]

PREDICTED: M-phase phosphoprotein
8 isoform 2 [Sus scrofa]

alloalbumin Venezia [Homo sapiens]
Alpha-protein kinase 3, partial [Bos
grunniens mutus]

Chain A, Solution Structure Of Human
Secretory Component

Chain N, Crystal Structure Of Antibody
1f1 Bound To The 1918 Influenza
Hemagglutinin

gi|297703177

gi|157831776
gi|114586532

gil4699853

gil402860314

9i|556807
gi|114586534

gi|186927721
gi|28948741
gi[2104522
qi|75766355

gi|18490850
gi|312433998

gi|157834115

gi|505856120
gi|5821956

gi|5139359
gi|532023126

gi|164541
gi|347803266

gi|311266603

gil440913170
gi|146387599

gi|430800984
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188

189

190

191

192
193

194

195

196

197

198

199

200
201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

OR1K1
OR4K17

0S89

ovar

P/X

PAL_GLEAN
10004704

PAL_GLEAN
10005088
PAN3
PAN3
PANDA_0027

23

PANDA_0035
61

PBX

Pcskln
PGLYRP1

PGLYRP1

PIGR

PIGR
PIGR
PIK3CG

PIP
PIP

Ptgr2

Ptgr2

PREDICTED: olfactory receptor 1K1-
like [Pongo abelii]

PREDICTED: olfactory receptor 4K17-
like [Ochotona princeps]

PREDICTED: osteosarcoma amplified 9,
endoplasmic reticulum lectin
[Oryctolagus cuniculus]
immunoglobulin alpha heavy chain [Ovis
aries]
kappa casein, partial [Capra hircus]

OTU domain-containing protein 7A
[Pteropus alecto]

Keratin, type Il cytoskeletal 1 [Pteropus
alecto]

PREDICTED: uncharacterized protein
LOC737791 [Pan troglodytes]

RecName: Full=Alpha-S2-casein;
Short=Alpha-S2-CN; Flags: Precursor

hypothetical protein PANDA_002723
[Ailuropoda melanoleuca]

hypothetical protein PANDA 003561
[Ailuropoda melanoleuca]

Chain L, Crystal Structure Of A
Chimeric Fab' Fragment Of An Antibody
Binding Tumour Cells
protein Len,Bence-Jones

PREDICTED: peptidoglycan recognition
protein 1 [Ovis aries]

RecName: Full=Peptidoglycan
recognition protein 1; Flags: Precursor

PREDICTED: polymeric
immunoglobulin receptor isoform X1
[Homo sapiens]
polymeric immunoglobulin receptor
precursor [Homo sapiens]

immunoglobulin lambda light chain F7-
299 [Capra hircus]

PREDICTED: phosphoinositide 3-kinase
regulatory subunit 5 [Cavia porcellus]

prolactin-inducible protein precursor
[Homo sapiens]
prolactin-induced protein [Homo
sapiens]
zinc-binding alcohol dehydrogenase
domain-containing protein 2 [Rattus
norvegicus]
PREDICTED: prostaglandin-E(43) 9-
reductase-like [Sorex araneus]

gi|395755639
gi|504144991

gi|291409376

gi|2582411

gil17939669
gil431917328

gi|431921648
0i|332831092
gi|416751
0i[281350888
gi[281348421

gi|493869

gi[229528
gi|426243041

gi|223635600

gi|530366266

gi|31377806
gi|61378762
0i|348560953

gi|4505821
gi|116642261

gi|157817316

qi|505789077

Modulator of
extracellular signals
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211

212

213

214

215

216

217

218

219
220

221

222

223

224

225

226

227
228
229

230
231

232

RAVER1

RBPJ
RBPJ

RET

Rev

RPS14

RSAD2

SAAl

SAAl
Sare_2610

SCAMP3
Scg3
SCGB1D2

SCRN1

SEMA3G
SERPINA1

SERPINA1
SERPINA1
SERPINA1

SERPINA1
SERPINA3

SLCO4A1

PREDICTED: ribonucleoprotein PTB-
binding 2 [Pan paniscus]

immunoglobulin J chain precursor [Bos
taurus]
immunoglobulin J chain precursor
[Pongo abelii]
PREDICTED: proto-oncogene tyrosine-
protein kinase receptor Ret [Ochotona
princeps]

Chain L, Crystal Structure Of Rv144-
elicited Antibody Ch59 In Complex With
V2 Peptide
40S ribosomal protein S14 [Cricetulus
griseus]

Chain C, Crystal Structure Of Mj5 Fab,
A Germline Antibody Variant Of Anti-
Human Cytomegalovirus Antibody 8f9

Chain A, Structure Of Human Serum
Albumin With S-Naproxen And The Ga
Module
serum albumin precursor [Ovis aries]

Ig mu chain C region, secreted splice
form - human
transmembrane secretory component
[Homo sapiens]

PREDICTED: LOW QUALITY
PROTEIN: secretogranin-3 [Felis catus]

secretoglobin family 1D member 2
precursor [Homo sapiens]

PREDICTED: secernin-1 [Jaculus
jaculus]
PREDICTED: semaphorin-3G isoform 1
[Dasypus novemcinctus]

alpha-one antitrypsin, AT (171) [human,
Peptide Partial, 20 aa]

beta-2-microglobulin [Ovis aries]
asl-casein [Capra hircus]

Chain A, Interactions Causing The
Kinetic Trap In Serpin Protein Folding

pre-alpha-1-antitrypsin [Homo sapiens]

serpin peptidase inhibitor, clade A
(alpha-1 antiproteinase, antitrypsin),
member 3, isoform CRA_a [Homo
sapiens]
PREDICTED: solute carrier organic
anion transporter family member 2A1-
like [Ornithorhynchus anatinus]

gi|397470819

gi[32401410
gi[197098320

gi|504179829

gi|448262584

gi|344248795

gi|218681905

gi|168988718

qi|57164373
gi|7428607

qi[238236
gil410961231
qil5729909

gi|507537605

gi|488545924
9i|393350

gi|7245932
gi|157831596
gi[28948408

gi|177822
0i|119601993

gi|345323402
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233

234

235
236

237

238

239

240

241
242
243

244

245
246
247

248

249

250

251

252

253

254

SMURF2

SORCS2

spas

SPTBN1

SPTY2D1

SRRM2

TEX10

tfl

TFRC
TFRC
Timd2

TNC

TNC
TNK2
TNXB

TNXB
TPA

TREES_T100
002555

TRERF1

TRPMS8

TRPM8

TTC7B

PREDICTED: e3 ubiquitin-protein ligase
RBBP6-like [Monodelphis domestica]

PREDICTED: VPS10 domain-
containing receptor SorCS2 [Otolemur
garnettii]

PREDICTED: spastin [Octodon degus]

PREDICTED: LOW QUALITY
PROTEIN: spectrin beta chain, non-
erythrocytic 5 [Tursiops truncatus]
PREDICTED: protein SPT2 homolog
[Jaculus jaculus]

PREDICTED: serine/arginine repetitive
matrix protein 4 [Heterocephalus glaber]

PREDICTED: testis-expressed sequence
29 protein [Pan troglodytes]

PREDICTED: serotransferrin [Ovis
aries]
Transferrin [Homo sapiens]

transferrin

T-cell receptor beta chain V region
PHDS203 [Myotis brandtii]

PREDICTED: tenascin isoform 2
[Gorilla gorilla gorilla]

TNC protein [Homo sapiens]
TNK2 protein [Homo sapiens]

PREDICTED: tenascin isoform X3
[Homo sapiens]
PREDICTED: tenascin isoform X4
[Homo sapiens]

TPA: hypothetical protein BOS_21073
[Bos taurus]
Gamma-aminobutyric acid receptor
subunit beta-2 [Tupaia chinensis]

transcriptional regulating factor 1,
isoform CRA_a [Mus musculus]

PREDICTED: transient receptor
potential cation channel subfamily M
member 1 [Dasypus novemcinctus]

PREDICTED: transient receptor
potential cation channel subfamily M
member 6 isoform 1 [Nomascus
leucogenys]
PREDICTED: LOW QUALITY
PROTEIN: tetratricopeptide repeat
protein 24 [Ceratotherium simum
simum]

gi|334333427

0i|395853443

gi|507630779
gi|470628454

gi|507533600
gi|512962998
gi|332841653

gil426218284

gi|37747855
gi|37747855
0i|521023796

gi|426362836

gi|156229767
gi|14250828
gi|530391087

gi|530391089
gi|296474912

gi|444731258
gi|148691602

gi|488594977

gi|332236554

gi|478524156
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256 immunoglobulin mu heavy chain

. . h gi|7018324
variable region [Homo sapiens]

258 WDR12 WD repeat-containing protein 60 gi|528769581

[Camelus ferus]

260 kappa-casein, partial [Litocranius

° gi|14572709
walleri]

albumin, isoform CRA_h [Homo gi|119626071
sapiens]

264 Chain L, Ch04hCHO2L P212121

0i|358439917
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