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OZET

DEVE WHEY PROTEINININ YARA IYILESMESI UZERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Giindes S.E. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler
Biyoteknoloji Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2022.

Amag: Whey proteinlerinin yara iyilesmesini hizlandirdigi bilinmektedir. Ancak asit veya
enzim (sweet) kullanilarak {iretilen whey proteinlerinin yara iyilesmesindeki rolii agik
degildir. Bu arastirmada deve asit ve sweet whey proteinlerinin yara iyilesmesi ilizerine
etkinlikleri arastirilip inek asit ve sweet whey proteinleri ile karsilagtirildi.

Gere¢ ve Yontem: Yerli ciftliklerden alinan ¢ig deve ve inek siitleri kremadan
arindirildi. Elde edilen yagsiz siitten HC1 kullanilarak asit whey, peynir mayasi rennet
kullanilarak sweet whey elde edildi. Kazein uzaklastirildiktan sonra whey, 72 saat diyaliz
edilip dondurularak kurutuldu ve SDS-PAGE ile analiz edildi. Yara iyilesmesi i¢in 96 kuyulu
mikroplakaya HT-29 insan kolon kanser hiicreleri ekilip 1 giin inkiibasyondan sonra hiicreler
arasina ¢izik atilarak hiicresiz alanlar olusturuldu. Kuyucuklara deve ve inek sitiinden asit ve
sweet whey proteinleri (0-1000 pg/ml) eklenerek hiicresiz alanlardaki kapanma 48 saate kadar
g6zlemlendi. Sonuclar ANOVA ve Bonferroni post-hoc test ile analiz edildi.

Bulgular: Uygulanan whey protein dozlari yara iyilesmesini negatif kontrole (0 pg/ml) gore
istatistiksel olarak anlamli derecede (P<0,05) arttirdi. Fakat uygulanan en ylksek doz (1000
ug/ml) ile negatif kontrol arasinda anlamli bir fark goézlenmedi (P>0,05). Asit whey sweet
whey’e gore yara iyilesmesini anlamli derecede (P<0,05) artirdi. En yiiksek yara iyilesme
ylzdesi (%64,69) 48 saatte 10 pg/ml deve asit whey ile gozlendi. Inek sweet whey
proteinlerinin deve sweet whey’e gore yara iyilesmesini istatistiksel olarak anlamli derecede

(P<0,05) artirdig1 goriildii.

Sonug: Bu calismada deve ve inek siitl whey proteinlerinin yara iyilesmesini artirdigi,
muamele siiresi ile yara iyilesmesi arasinda dogru oranti oldugu, deve asit whey’in sweet
whey’e gore daha fazla iyilesme sagladigi, inek sweet whey’in deve sweet whey’e gore daha
fazla iyilesme sagladigi saptandi. Bu anlamda deve asit whey ve inek sweet whey proteinleri
yara lyilesmesini tesvik edici olarak kullanim alani bulabilir.

Anahtar kelimeler: Deve whey, Inek whey, Kolon kanseri, Yara iyilesmesi, HT-29



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF CAMEL WHEY PROTEINS ON
WOUND HEALING

Gundes S.E. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Molecular
Biotechnology Program, Master Thesis, Aydin, 2022.

Objective: Whey proteins are known to accelerate wound healing. However, the role of whey
proteins produced using acid or enzyme (sweet) in wound healing is not clear. In this study,
the effectiveness of camel acid and sweet whey proteins on wound healing was investigated
and compared with cow acid and sweet whey proteins.

Material and Methods: Raw camel and cow milks bought from local farms were freed from
cream. Acid whey was obtained from the skimmed milk using HCI, and sweet whey was
obtained using rennet. After the casein was removed, the whey was dialyzed for 72 hours,
freeze-dried and analyzed by SDS-PAGE. For wound healing, HT-29 human colon cancer
cells were seeded in a 96-well microplate and after 1 day of incubation, cell-free areas were
created by scratching between the cells. By adding acid and sweet whey proteins (0-1000
pg/ml) from camel and cow's milk to the wells, closure in cell-free areas was observed up to
48 hours. Results were analyzed by ANOVA and Bonferroni post-hoc test.

Results: The applied whey protein doses increased the wound healing statistically
significantly (P<0.05) compared to the negative control (0 pg/ml). However, no significant
difference was observed between the highest dose administered (1000 pg/ml) and the negative
control (P>0.05). Acid whey significantly (P<0.05) increased wound healing compared to
sweet whey. The highest wound healing rate (64.69%) was observed with 10 pg/ml camel
acid whey in 48 hours. It was observed that cow sweet whey proteins increased wound
healing significantly (P<0.05) compared to camel sweet whey.

Conclusion: In this study, it was found that camel and cow's milk whey proteins increased
wound healing. There was a direct relationship between treatment time and wound healing.
Camel acid whey provided more healing than sweet whey. Cow sweet whey was more
effective than camel sweet whey. In this sense, camel acid whey and cow sweet whey proteins
can find use as promoting agents in wound healing.

Keywords: Camel whey, Cow whey, Colon cancer, Wound healing, HT-29



1. GIRIS

Deve, Camelidae (Devegiller) familyasinin Camelus cinsini kapsayan iki evcillestirilmis
hayvan tiirtiniin ortak adidir (Yadav ve digerleri., 2015) ve yiizyillardir kurak ve yar1 kurak
bolgelerde yasayan toplumlarda sadece tasima amacl degil, iyi bir siit kaynagi olmasiyla da
onemli bir hayvandir (Saygili ve Karagozli, 2017).

Sut sektoriinde peynir atig1 olarak bilinen peynir alt1 proteini olan whey proteini, siit
proteinlerinin %20’lik kismini olusturan, igerisinde dnemli serum proteinlerinden olan (-
laktoglobulin, serum albiimini, o-laktaloumin, peptitler ve imminoglobulinleri kapsayan
kompleks bir proteindir (Korhonen ve digerleri., 1998).

Ozellikle diyabetli hastalarda yara iyilesme siiresinde meydana gelen gecikmeler, en
ciddi komplikasyonlardan biridir. Bu gecikmeye sebep olan ana unsur uygunsuz ya da yanlis
yara iyilesmesinde ¢ogalan mikroorganizma varhigidir. Whey proteinleri, diyabetli bireylerde
lezyonlu doku hiicrelerinin immun yanitin1 arttirip, bazi diyabetik komplikasyonlar1 hafifletip,
yara iyilesmesini hizlandirmistir (Badr, 2013). Streptozotosin kaynakli diyabetik farelerde
yapilan bir arastirmada deve whey proteinlerinin yara boyutunu azalttigi goriilmistir (Al-
Ayadhi ve Elamin, 2013; Al-Hashem Fahaid, 2009). Ancak literatiirdeki ¢alismalar yetersiz
olup, deve asit ve sweet whey proteinlerinin yara iyilesmesindeki rolii agik degildir.

Bu ¢alismanin amaci deve asit ve sweet whey proteinlerinin yara iyilesmesi lizerine
etkilerini arastirmak ve bu etkileri inek asit ve sweet whey proteinlerinin etkileri ile
karsilastirmaktir. Elde edilecek sonuglar ile yara iyilesmesi tizerine etkilerinin belirlenmesi,
uygun dozun secilmesi ve yara iyilesmesi ¢aligmalarina 1sik tutmasi, deneysel ¢alismalara

katkida bulunmasi amag¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Deve

Deve, Camelidae (Devegiller) familyasinin Camelus cinsini kapsayan iki evcillestirilmis
hayvan tiiriiniin ortak adidir. Bu iki tiir; Hindistan, Iran, Suriye, Misir ve Arabistan gibi Afrika
ve Giliney Asya’da yetistirilmekte olan tek horgiicli C. dromedarius ile Orta Asya’da
yetistirilmekte olan ¢ift horgiiglii C. bactrianus’tur (Yadav ve digerleri., 2015).

Deve, ylizyillardir kurak ve yar1 kurak bolgelerde yasayan toplumlarda sadece tasima
amagh degil, iyi bir siit kaynagi olmasiyla da 6nemli bir hayvandir (Saygili ve Karagozli,
2017). Su yetersizligi olan sert ve sicak iklimlerde kisithi kaynaklarla yetistirilmeye uygun,
dayanikli bir hayvan tiirii olmasindan kaynakli; glinimiizde ulasim, yiik tasima ve iilkemizde
sportif amacli deve giiresleri igin yetistirilmekte olan bir tiirdiir (Atasoy ve Ozbaser, 2014;
Semen ve Arif, 2016).

Kiiresel diizeyde, deve yetistiriciliginin ekonomideki onemi, diger evcillestirilmis
hayvanlarin yetistiriciligine kiyasla daha az seviyededir. Bunun sebebi, maliyetinin 6rnegin
stit yetistiriciligine kiyasla daha yiliksek olmasidir (Brezovecki ve digerleri., 2015). Sutl igin
evcillestirilmis olan ilk hayvan olmasiyla birlikte, insan siitiine en yakin siit icerigine sahip

hayvandir (Badr, 2013; Levy ve digerleri., 2013).

2.1.1. Deve Siitii ve Icerigi

Inek siitiiniin sahip oldugu tiim besin maddelerine sahip olan deve siitiiniin bilesimini
yem, su tiiketimi, hastalik, devenin cinsi ve laktasyon etkilemektedir. Rengi opak beyaz,
bazen tuzlu ve keskin, hafif eksi tattadir (Al haj ve Al Kanhal, 2010; Saygili ve Karagozli,
2017)

Deve siitii, su, siit proteinleri, deve siitii lipitleri, siit sekeri laktoz, deve siitii mineralleri

ve vitaminlerden olusur.



2.1.1.1. Proteinler

Deve siitli proteini, farkli niteliklerde proteinlerin bir karisimi olup 30’dan fazla
fraksiyondan meydana gelmektedir. Bu proteinler iki ana grupta toplanir. Bunlar kazein ve

whey proteinleridir.

2.1.1.1.1. Kazein

Dogada yalnizca siitte bulunan ve siit proteinlerinin en Onemli bdliimidiir. Siit
proteinlerinin %80’ini olusturur. Siitiin i¢erisinde miseller halinde bulunur. Kazein miseli as-
kazein, -kazein, k-kazein gibi bilesenlerden meydana gelir. Deve slttindeki toplam proteinin
%52-87si ve siitiin %1,60-2,70’1 kazeinden olusmaktadir.

Deve siitiindeki kazeinin ana bileseni asl-kazein, ardindan B-kazein gelmektedir. [-
kazein toplam kazein miktarinin 9%20-65’ini olusturur. Deve siitiinlin kazein miktari
bakimindan da insan anne siitiine benzerlik gostermesinin sebebi yiiksek B-kazein igermesidir
(Al haj ve Al Kanhal, 2010; D. Kumar ve digerleri., 2016).

2.1.1.1.2. Deve Whey Proteinleri

Yagsiz siitten kazeininin uzaklastirilmasinin ardindan geriye kalan kisma whey (serum)
proteini denir. Bu serum proteinleri de bircok fraksiyondan meydana gelmektedir ve st
proteinlerinin %20°lik kismin1 olusturmaktadir. Bu %20’lik kismin %0,7’si proteindir.

Bu serum proteinleri immunoglobalin, lizozim, laktoferrin, laktoperoksidaz, serum
alblimin ve proteaz-peptonlar gibi proteinleri kapsar. Deve slti whey proteinlerinin esas
bilesimini a-laktoalblimin olusturmakta, inek siitiinlin aksine B-laktoglobiilin bakimindan
insan anne siitii gibi az miktardadir (Al haj ve Al Kanhal, 2010).

Deve sutiinde bulunan laktoferrin pH 3-4’te N-terminal ucunda, pH 6-7’de C-terminal
ucundan demir kaybederken; diger memeli hayvanlarin siitiinde bulunan laktoferrin pH 3-4’te
demir tutar (Khan ve digerleri., 2001).

Deve siitii whey proteinlerinin bilesenleri ve biyolojik aktiviteleri Tablo 1’de

verilmistir.



Tablo 1. Deve siitii whey proteinlerinin bilesenleri ve biyolojik aktiviteleri

Bilesen Biyolojik aktivite

Antijen stimulasyonuna kars1 antikor tepkisinin arttirilmasi
a-laktalbumin ve bebek mamasi tiretiminde kullanilir (Bounous ve
digerleri., 1989).

Mikroorganizmalara karsi anti mikrobiyal aktiviteler,
Laktoferrin antikanser ve anti inflamatuar etkileri mevcuttur (Legrand
ve digerleri., 2008).

Stit, tiikiiriik ve gdzyasinda bulunan antibakteriyel protein
Lizozom ve dolayisiyla dogustan gelen bagisikligi arttirmakta 6nemli
rol oynar (EI-Agamy ve digerleri., 2009).

Bagisiklik fonksiyonlarini gelistirir (Laleye ve digerleri.,

Immiinoglobulin
2008).

) Bakteriyel biiylimeyi baskilayici etkileri mevcuttur
Laktoperoksidaz
(Konuspayeva ve digerleri., 2007).

Asit mide salgisi tizerinde engelleyici bir etkiye sahiptir ve
Glikomakropeptit sindirim peptitlerini diizenleyen kan konsantrasyonunu
degistirir (EI-Hatmi ve digerleri., 2007).

Peptidoglikan tanima Bakteriyel peptidoglikanlara baglanir (S. R. Kappeler ve
proteini digerleri., 2004).

Deve siitiinde bulunan peptidoglikan tanima proteini (PGRP) yaklasik 19,11 kDa
boyutunda, arginin bakimindan zengin, lizin bakimindan fakir bir proteindir. Bu protein, deve
siittinde laktoperoksidaz, lizozim ve laktoferrin gibi diger proteinlerden daha yiiksek oranda

bulunur (Kappeler, 1998; Kappeler ve digerleri., 2004).




2.1.1.2. Deve Sutu Lipitleri

Deve siitli diisilk miktarda kolesterol ve diger tiirlere oranla daha fazla doymamis yag
asitlerini, baz1 fosfolipitleri igerir (Semen ve Arif, 2016). Deve sittnin igerisinde bulunan st
yag1 enerji kaynagi, yagda ¢oziinen vitaminler i¢in ¢oziicli ve ek olarak esansiyel yag asitleri
kaynagi bakimindan 6nem tagir. Siit yag asitlerinden C16:1 (palmitoleik asit) diger tiirlere
nazaran, deve sitiunde daha fazla miktarda bulunur. Doymamis yag asitlerinin yiiksek miktar1

nedeniyle deve siitii yagi mumumsu bir yap1 kazanir (Hagrass ve digerleri., 1987).

2.1.1.3. Laktoz

Deve suttindeki laktoz igerigi %2,4-5,8 degerleri arasinda degisir (Konuspayeva ve
digerleri., 2009). Siitteki laktoz miktar1 yemlerdeki bitki gesitliligine gore degismektedir.
Deve siitiindeki laktoz miktar1 inek siitiine nazaran daha az miktardadir (Soomro ve digerleri.,

2005).

2.1.1.4. Mineraller

Sutte bulunan anyonlar ve katyonlar tuz dengesini olusturur. Bunlar; laktasyon
periyodu, meme yapis1 ve beslenmeyi etkilemektedir. Deve siitii iceriginde bulunan Ca, Na, P,
K gibi makro minerallerin igerdigi miktar bakimindan inek siitiiyle benzerlik gostermektedir.
Deve siitiindeki diisiik miktarda bulunan sitrat, laktoferrin diizeyinin artmasina yol
acmaktadir. Deve siitii ayrica Fe ve Cu yoniinden zengindir. Demir igerigi inek siitlinden on

kat kadar yiiksek miktardadir (Mullaicharam, 2014).

2.1.1.5. Vitaminler

Deve siitii inek siitiine kiyasla yiiksek oranda karnitin, niasin ve C vitamini igerir.
Vitamin A ve vitamin E’yi diisiik oranda icermesi dezavantajdir. Inek siitiiyle kiyaslandiginda
daha diisiik oranda vitamin B1, B2, pantotenik asit ve folik asit bulunduran deve siitii, bu
vitaminler bakimindan insan anne siitiiyle kiyaslandiginda daha yiiksek orandadir

(Mullaicharam, 2014).



2.2. Inek Siitii ve Icerigi

Sahip oldugu igerik ve besleyicilik agisindan inek siitii, ¢ok uzun senelerdir insanlarin
tikettigi bir hayvansal gidadir. Farkli toplumda iiretim ve tiiketim miktar1 degismektedir.

Inek siitii porselen beyazi renginde, kendine has koku ve tada sahip bir sividir. Biiyiime
ve gelismenin haricinde; yapisinda bulunan ve fizyolojik 6dneme sahip immiinoglobulinler,
yag asitleri, enzimler, biiyiime faktorleri, vitamin ve mineral gibi igeriklerinden dolay1 yasam
dongiisiinde 6nemli 6zellikleri vardir. Inek siitiinde ayrica bir miktar N2, CO2, ve Oz gazi
bulunmaktadir.

Inek siitiiniin bilesiminde pek ¢ok madde bulunmaktadir. Bunlar su ve kuru madde

olarak iki ayr1 grupta incelenebilmektedir.

2.2.1. Su

Siitiin bilesiminin yaklasik %80’ini olugturmakta ve siit ¢esidi, beslenmesi ve laktasyon

stiresine gore degisiklik gostermektedir.

2.2.2. Kuru Maddeler

Laktoz, yag, proteinler, mineraller, vitaminler, enzimler ve koruyucu maddelerden

olusur.

2.2.2.1. Laktoz

Siitten baska hi¢bir gidada bulunmayan, hayvanlarin ve insanlarin bagirsaklarimi
yumusatma Ozelligine sahip, karbonhidratlarin disakkaritler grubuna giren siit sekeridir
(Metin, 2005).

2.2.2.2. Yag

Siitlin goriiniim, lezzet ve dayamikliligimi etkilemektedir. Meydana getirdigi kalori ve

lezzet acisindan siitiin 6nemli bir organik maddesidir.



2.2.2.3. Vitaminler

Inek siitii icerisinde vitaminlerin ¢ogu bulunmaktadir. Siit yag1 azaldiginda icerigindeki
vitaminler de azalmaktadir (Gregory D. ve digerleri., 2000; Lindmark-Mansson ve Akesson,
2000).

2.2.2.4. Mineraller
Siit yapisindaki tiim minerallerin farkli islevleri vardir. Igerisinde Na, Mg, Fe, P ve az

miktarda S, I, Cu, Zn ve Mn vardir (Gregory D. ve digerleri., 2000; Lindmark-Mansson ve
Akesson, 2000).

2.2.2.5. Enzimler

Metabolik reaksiyonlar1 yiiriiten organik ve anorganik bilesiklerdir. Siitiin igerisinde

fosfataz, kolesteraz, laktaz, karotinaz, amilaz, proteaz gibi enzimler bulunmaktadir.

2.2.3. Koruyucu Maddeler

Immiinoglobulin, agliitinin ve antitoksinlerden meydana gelen antikorlari tasiyan siit,
hayvanin organizmasinda bakterilere ve yabanci proteinlere karsi meydana gelirler. Kan yolu

araciligiyla siite gegerler.

2.2.4. Proteinler

Inek siitii proteinleri kazein ve whey proteinlerinden olusmaktadir.

2.2.4.1. Kazein

Siitlin icerisinde bulunan proteinlerin yaklagik %80’lik kismii olusturur, siitiin

icerisinde kalsiyum tuzu halinde bulunurlar.



2.2.4.2. Whey Proteinleri

Siit proteinlerinin - %20°lik  kismin1  olusturan whey, igerisinde 6nemli serum
proteinlerinden olan P-laktoglobulin, serum albiimini, o-laktaloumin, peptitler ve
immunoglobulinleri kapsayan kompleks bir proteindir (Korhonen ve digerleri., 1998). Kazein
koagiilasyon sekline gore asit ve ya sweet olabilmektedir (Tablo 2) (Baruk¢i¢ ve digerleri.,
2014). Whey protein konsantrasyonu ise beslenme, laktasyon zamani, siitii ¢esidi, whey
proteininin tipi ve isleme kalitesine gore degismektedir (Pintado ve digerleri., 2016).

Inek siitindeki serum proteinlerinin yarisim B-laktoglobulin olusturmakta ve bu
ozelligiyle deve siitiiyle ayrilmaktadir. Sistein aminoasidi bakimindan zengin olan [-
laktoglobulin, karaciger tarafindan tretilen U¢ aminoaside sahip antikanserojenik glutatyon
sentezinde gorevlidir (De Wit, 1998).

Serum proteinlerinin kazeinden farkli olarak asitle ¢okmemesi ve kimozin enzimine
direng gostermesi bu proteinlerin serumda ¢6ziiniir halde bulunmasini saglar (De Wit, 1998).

a-laktalbumin oOzellikle yeni doganlar i¢in Onemli bir enerji kaynagidir ve laktoz
biyosentezini desteklemekte, pH 4 degerinde ¢oziinmekte olan bu protein, midede bulunan
pepsin enzimine karsi hassasiyeti arttirip ve sindirimi kolaylastirmaktadir (Korhonen ve
Pihlanto, 2006).

Serum albimin kan serum albiminine benzeyip, siite kilcal damarlardan gegmektedir.
Kanda bulunan serbest yag asitlerini baglayip, karacigerde tretilen glutatyon i¢in elzem bir
kaynak olusturmaktadir.

Laktoferrin ve laktoperoksidaz serumda miktar olarak az bulunmaktadir. Demir i¢eren
protein olan laktoferrin 25 aminoasitten meydana gelmektedir. ki kiiresel yapidan olusan
laktoferrinin her parcasi Fe*? iyonu tasir ve bagirsaklardaki demir emiliminde rol oynar (De

Wit, 1998).



Tablo 2. inek asit whey’in protein igerigi ve molekiiler agirliklar: (Pedersen ve digerleri.,

2003).
Protein Molekiiler Agirhik (kDa mol™?)
B- laktoglobulin 18,3
o- laktalbimin 14,2
Serum albumin 66,0
IgG, IgA, IgM 150,0-900,0
Laktoperoksidaz 78,0
Laktoferrin 78
Peptidoglikan tanima proteini 19,1

2.3. Inek ve Deve Whey Proteinleri

Inek ve deve whey proteinlerinin igeriklerinin karsilastirilmas: Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Deve ve inek siitliniin i¢erik olarak karsilastirilmasi (Semen ve Arif, 2016).

Icerik Deve Inek
Toplam kuru madde 109 108
Yag 141 129
Protein 163 164
Whey proteini 74 58
Kazein 338 354
Laktoz 72 74

Deve ve inek siitliniin pihtilastirilmasinin ardindan elde edilen peynir alt1 suyunun rengi

ve konsantrasyonu siit ¢esidine gore degismektedir. Inek siitiinden elde edilen peynir alt1 suyu

yesilken, deve peynir alt1 suyu daha beyazdir (Zlbeir ve Jabreel, 2008).




Deve ve inek siitiindeki lizozimler arasinda antijenik bir benzerlik olmadigi gibi,
yapilar1 da birbirinden farklidir. Memeli hayvanlardaki lizozim derisimi, diger bilesimlerde de
oldugu gibi; laktasyon siiresi, tiir ve beslenmeye gore degisiklik gdstermektedir. Deve sitd,
inek sltunden daha fazla miktarda lizozim icermektedir (Barbour ve digerleri., 1984).

Deve siitil, inek siitiine gore daha az B-laktoglobulin icermekte ve inek sttiundeki temel
whey proteini B-laktoglobulin iken deve siitiinde a-laktalbumindir (Brezovecki ve digerleri.,
2015).

Deve siitiinde bulunan laktoferrin konsantrasyonu inek siitiiniin yaklasik ti¢ katidir (S.
Kappeler ve digerleri., 1999). Laktoferrin memelilerden gelen farkli g¢esit biyolojik sivilarda
ve noétrofillerde bulunan demir baglayic1 6zellikte bir glikoprotein olup, deve siitiinde; inek
stitine kiyasla daha yiksek miktarda laktoferrin, lizozim ve IgG icermektedir (Elagamy,
2000).

2.4. Deve Siitii ve Whey Proteininin Saghk Alaninda Kullanimi

Deve suttinde bulunan immunglobiilinler bagisiklik sisteminin etkinligini arttirmakta,
insiilin diizeyinin yiiksek olmasi sebebiyle geleneksel diyabet tedavisinde kullanilmaktadir.
Laktoferrin icerigi sebebiyle antiviral, antibakteriyel ve antitimor 6zellikleri bulunmaktadir
(Mullaicharam, 2014). Laktoferrin, ¢ocuklarda kulak iltihabina sebebiyet veren Haemophilus
influenza gibi patojenlere karsi koruyucudur. Laktoferrin’in bu koruyucu antimikrobiyal
ozelligi esasen serbest demirden kaynaklanmaktadir. Laktoferrin, peptit fragmenti olan
laktoferrisin (laktoferrisin B) gibi direkt olarak yapiya zarar verip, hiicre membraninda gram
negatif bakterilerin gegirgenligini degistirmektedir. Boylelikle mikrobiyal hiicrelerin
biitiinliigli  bozulup Olmektedir (Harper, 2004; Karag6zli ve Bayarer, 2004).
Immiinglobulinler, laktoperoksidaz gibi proteinler de laktoferrin gibi immin dizenleyici ve
antiinflamatuvar etkilere sahiptir (Beaulieu ve digerleri., 2007).

Bazi arastirmalardan elde edilen sonuglara bakildiginda deve siitiiniin multiple sclerosis
(MS), lupus, sedef ve alerjik asttim (Wernery, 2007); dizenli deve siti tiketiminin ise Crohn
hastalig1 {izerinde etkili oldugu bulunmustur (Yerlikaya ve digerleri., 2016).

Ishal sikdyeti bulunan otistik sendromlu hastalarin diyetlerine deve siitii eklendiginde
serebral belirtilerin azaldigi, normal bagirsak hareketlerin olustugu gozlenmistir (Shabo ve

digerleri., 2005).
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Deve sitd, inek sitinde bulunan, kazomorfin olusturan B-kazein ve B-laktoglobulin
icermedigi i¢in; aktif bagisiklik sistemi elamanlariyla otoimmiin problemlerin ¢odziimiine
yardimci olmaktadir (Al-Ayadhi ve Elamin, 2013; Shabo ve digerleri., 2005).

Inek siitiinde bulunan B-laktoglobulin, deve siitinde bulunmadig1 igin B-laktoglobulin
alerjisi bulunan ¢ocuklarin deve siitii tilketmesi daha giivenli olmaktadir (Fiocchi ve digerleri.,
2010). Gida alerjisi olan sekiz ¢ocugun deve siitilyle beslenmesinin ardindan, ¢ocuklarin
tamaminin sagiliginin hizlica iyilestigi ve daha sonralarda diger gidalarin da sindirilmesinde
artis gozlenmistir (Shabo Yosef MD ve digerleri., 2005).

Whey proteinlerinin bazi kanser tiirlerine yonelik koruyuculugu oldugu bildirilmistir.
Whey proteinin antikanserojenik Ozelliklerini arastiran hayvan c¢alismalarinda, bu etkinin
laktoferrin ve glutatyonun antioksidan, immin dizenleyici ve detoksifiye edici etkilerinden
kaynaklandigi ileri siriilmiistir (Marshall K., 2004). Bir arastirmada, kobaylarda kolon
kanserinin olusumunun whey proteinleriyle beslenen grubun, kazein, soya veya et
proteinleriyle beslenen gruba nazaran daha diisiik seviyelerde kaldigi gozlenmistir. Bunun
sebebi whey proteinlerinin iceriginde oksidatif stresi azaltan sistein ve glutamatin oldukca
fazla bulunmasidir. Ayrica laktoferrinin de serbest demiri ortadan kaldirarak oksidasyonu
Onlemesi ve bazi bilesiklerin oksidatif reaksiyonlarini katalizleme yeteneklerini sinirlandirma
ozelligi vardir (Parodi, 1998).

Whey proteinlerinin tamami antikanserojenik etki gostermektedir. Ornek olarak o-
laktalbumin iki farkli memeli bagirsak hiicresiyle inkiibe edildiginde, hiicre boliinmesi
azalmaktadir (Ganjam ve digerleri., 1997). Laktoferrinin varliginda, kolon kanserli siganlarda
timor biliylimesinin ve primer timor metastazinin baskilandigi bildirilmistir (Sekine ve
digerleri., 1997; Yoo ve digerleri., 1998).

Bazi caligmalarda whey proteini ekstraktlarinda cesitli gelisme faktorlerinin bulundugu
bulunmustur. Bu faktérler IGF-1, IGF-2, asidik ve bazik FGF, TGF-f 1, TGF-f 2 gibi
adlandirilan maddelerden olusmaktadir. Bu gelisme faktorlerinin, yipranmis dokularin
tamirinde rol aldigi, deney hayvanlarinda yapilmis deneylerde bu gelisme faktorlerinin
bagirsaktaki yaralanmalara kemoterapik etki gostererek beklenen sekilde azalttigi, yarali
hiicrelerin onarimina katkida bulundugu kanitlanmistir (Regester ve digerleri., 1998).

Whey proteinlerinin, yarali dokulardaki hiperoksit ve ROS diizeylerini azaltarak,
hidroksipolin igerigini geri yiikleyerek, glutatyon diizeylerini arttirarak, gen ekspresyonlarini

yiikselterek diyabetik yaralarin iyilesmesini hizlandirdigi bulunmustur (Badr, 2013).
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2.5. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi, deri ve deri altindaki dokularin yaralanma sonrasinda kendilerini
onardig1 bir siiregtir. Hasar gérmemis ciltte epidermis (ylizey tabakasi) ve dermis (derin
tabaka) dis ortama karsi koruyucu bir tabaka olusturmaktadir. Bu bariyer hasar gordiigiinde,
hasar1 onarabilmek amaciyla diizenlenmis bir dizi biyokimyasal olay gerceklesir. Bu siire¢
birka¢ asamayla gruplandirilmaktadir. Bunlar; hemostaz (kan pihtilasmasi), iltihaplanma,
¢ogalma (doku biiyiimesi) ve olgunlasma (dokunun yeniden sekillenmesi)’dir (Werner, 2003;
Werner ve digerleri., 2007).

2.5.1. Yara lyilesme Asamalar

Dort asamadan olusur. Bu asamalar hemostaz, enflamasyon, proliferasyon ve

olgunlagma asamasidir.

2.5.1.1. Hemostaz

Hemostaz, yara iyilesmesinin ilk agamasidir. Bu asama, ilk yaralanmadan hemen sonra
gergeklesir. Yaralanma aninda genellikle kanama meydana gelmektedir. Kanama, hemostazi
aktive eder. Vaskiler yaralanma bdlgesinde, ndrojenik mekanizmalar ve endotelin sekresyonu
ile vazokonstriksiyon hemen baslatilmaktadir. Bu vazokonstriksiyon, daha fazla kan kaybini
onlerken, fibrin pihtis1 yaralanma bolgesi iizerinde gegici olarak bir miihiir olusturmakta ve

mikroorganizmalarin igeri girmesini dnlemektedir.

Bir yaralanmadan sonra trombositler, yaralanma bolgesinde ortaya ¢ikan ilk hiicrelerdir.
Yaralanma bolgesi, fibriller kollajen, fibronektin ve trombositlerin yapismasina ve aktive
olmasma izin veren diger yapiskan proteinler gibi hiicre digi matriks proteinlerini agiga
cikarmaktadir. Yapisma sirasinda trombositler agregasyona ugramakta ve ayni zamanda
seratonin, adenozin difosfat ve tromboksan gibi birgok araciy1 serbest birakmaktadir. Ayrica
fibrinojen, fibronektin, trombospondin ve Von Willebrand faktor VIII gibi yapiskan
proteinleri serbest birakmaktadir. Bu aracilar ve lokal olarak iiretilen trombin, daha fazla
trombosit agregasyonunu ve salgilanmasimi indiiklemekte ve trombosit tikacini

olusturmaktadir. Trombosit agregasyonu sirasinda trombin ¢6zinur, dolasimdaki fibrinojeni
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¢oziinmez fibrine doniistiiriir ve bu da hemostaz tikacinin fiziksel varligini olusturmakta ve bu

birincil hemostaz siirecini olusturmaktadir (Li ve digerleri., 2007; Strodtbeck, 2001).

Kan pihtilagma yollari, faktér X'in aktive oldugu yerde birlesen dissal ve i¢sel yolaklara
bolunmektedir. Trombosit agregasyonu ayrica kanda Hageman faktér XII olarak bilinen
spesifik bir enzimi tetikleyerek intrinsik pihtilagma yolunu baglatmaktadir. Bu basamakta,
bazi proenzimlerin aktivasyonu ile protrombin, trombine doniistirilmektedir. Bu arada, digsal
pihtilasma yolu, doku hasar1 boélgelerinde a¢iga ¢ikan hiicresel bir lipoprotein olan doku
faktori tarafindan aktive edilmektedir (Li ve digerleri., 2007). Ek olarak trombositler,
hiicreleri iyilesmenin sonraki asamalarina katilmaya cagiran trombosit kaynakli biiylime
faktorleri gibi sitokinler de uretmektedir. Ornegin kolajen sentezi, fibroblastlarin iceri akist ve
hicre gocuniin diizenlenmesi gibi bazi islemlerden sorumlu olmaktadirlar (Barros Almeida ve
digerleri., 2021).

2.5.1.2. Enflamasyon

Yara iyilesmesinin ikinci evresi, hemostazdan hemen sonra baslayan ve yaklasik 4-6
giin siiren inflamatuar evredir. Vazodilatasyon, histamine yanit olarak vaskiiler geg¢irgenligi
artiran  ilk  vazokonstriksiyonu takip etmektedir. Vazodilatasyon, vaskiiler sivinin
intravaskiiler bosluktan ekstravaskiiler kompartmana sizmasina izin vermektedir (Phillips,
2000). Vazodilatasyon ile notrofiller, lenfositler ve monosit yaralanma bdolgesine go¢
etmektedir (Strodtbeck, 2001). Nétrofiller ilk birkag giin baskindir ve yara enfekte olmazsa
kaybolmaktadirlar. Notrofil ayrica lokal fibroblastlar: ve epitel hiicrelerini aktive ederek yara
onarimini baglatmaktadir. Daha sonra inflamasyonda monositler makrofajlara farklilagir ve
yaralanma bolgesinde ana fagositik hiicre haline gelmektedir (Li ve digerleri., 2007;
Strodtbeck, 2001). Hem nétrofiller hem de makrofajlar, bakteri ve doku artiklari gibi yabanci
maddeleri tanimalarina, baglamalarina ve yutmalarina izin veren ylizey reseptorlerine

sahiptirler. Yuttuktan sonra, bakteri ve kalintilar iltihapl hiicreler tarafindan sindirilmektedir.

Makrofajlarin fagositik 6zelliginin yani1 sira hiicreler, biiyime faktorleri de dahil olmak
tizere bazi sitokinleri sentezlemektedirler. Bunlar doku onarimi i¢in migrasyon, proliferasyon
ve organizasyonla ilgilidir (Monaco ve Lawrence, 2003). Makrofajlar ayrica yarali bolgeye

kollajenaz ve elastaz gibi matriks metalloproteinazlar (MMP'ler) ad1 verilen 6zel enzimler
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uretmektedir. Kollajenaz, yara debrimentinde ve bag dokusunun sekillenmesinde 6nemli rol

oynamaktadir (Strodtbeck, 2001).

2.5.1.3. Proliferasyon (yeni doku buyimesi)

Bu evrede fibroblastlar aktive olmakta ve endotel hiicreleri cogalmaktadir. Fibroblastlar
yara c¢evresindeki saglikli dokulardan yara igerisine ilerleyerek, yara i¢inde fibroz bir dolgu
seklinde graniilasyon dokusunu olusturmaktadirlar. Yara bolgesinde bulunan fibroblastlar
saglikli dokulardakilere gore daha fazla kontraksiyon ve kollajen sentezleme ozelligine
sahiptirler. Ozellikle TGF-B (Déniistiiriicii biiyiime faktorii beta) ile aktive olan fibroblastlar
daha fazla matriks proteini, matriks proteaz inhibitori ve integrin reseptoru
sentezlemektedirler. Aktive olmus makrofaj ve trombositlerden salinan sitokinler fibroblast

proliferasyonunu artirmaktadir.

Inflamasyon evresinde gorevli notrofillerse bu evrede makrofajlar tarafindan fagosite
edilerek gorevlerini tamamlamaktadirlar. Yine bu evrede, yaradaki hematojen dolgunun igine
dogru hasarli dokunun gevresindeki veniillerde bulunan endotel hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
damarlanmayla kapillerleri olusturmasiyla bir damarlanma artisi goriilmektedir. Ayni
zamanda yaralanmadan birkag glin sonra, yara kenarlarindaki ve yara i¢inde saglam kalmig
cilt eklerindeki (kil, yag follikiil epiteli gibi) epitelyal hiicrelerde ¢ogalmanin tetiklenmesiyle

yaranin kapanmasini saglayan epitelyal hiicre ortiisii (epitelizasyon) olusmaya baslamaktadir.

Epitelizasyonu tetikleyen mekanizmalar tam olarak ortaya konamamis olsa da makrofa;
ve epitel hiicrelerinden salinan sitokinler ile kontrol edildiklerine dair bulgular vardir.
Epitelizasyonu tetikleyen epidermal biiytime faktorii (EGF) trombositlerden salgilanir, ancak
kollajenin varligi da epitelizasyonu tetikler. Epitelizasyon, kontakt inhibisyon ile sona erer
(Shakespeare, 2001; Witte ve Barbul, 1997).

2.5.1.4. Olgunlasma (yeniden sekillenme)

Olgunlasma ve yeniden sekillenme sirasinda, kolajen, gerilim hatlar1 boyunca yeniden
hizalanmakta ve artik ihtiya¢ duyulmayan hiicreler apoptoz ile uzaklagtirilmaktadir (S

Werner, 2003; Steinstraesser ve digerleri., 2008, Werner ve digerleri., 2007). Yeniden
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sekillenme siireci, doku hasar1 ve onarimi sirasinda iiretilen, baslica TGF- (Doniistiiriicii
biylme faktoru beta), PDGF (Platelet kdkenli buytume faktorii) ve FGF (Fibroblast blylime
faktorii) olmak lizere gesitli bliylime faktorleri tarafindan diizenlenmektedir. Yara onariminin
son fazinda yer alan diger biiylime faktorleri arasinda insilin benzeri blylme faktorleri,

interlokin-1, TNF-B (Tiimor nekroz faktor beta) ve interferon-y yer almaktadir.

Gevsek graniilasyon dokusu, kararli hiicre disi matrikse farklilasmaktadir. Kollajen
lifler yeniden organize olur, yeniden sekillenir, olgunlasir ve yara nihai gerilme mukavemetini
kazanir. ECM (Extra cellular matrix) 'ye baghi biiylime faktorini ve MMP (Matriks

metalloproteinaz)'leri aktive eden makrofajlar ve fibroblastlar bu agamada hayati bir rol oynar.

Graniilasyon asamasimin sonunda miyofibroblastlar (farklilasmis fibroblastlar) aktive
olur ve yara kasilmaya baslamaktadir. Yara kapanmasi ile Tip III kollajen yikima ugramakta
ve tip I kollajen sentezi zirveye ulasmaktadir. Bu siireg, MMP'lerin eylemleriyle yeni
kollajenin kontrollli sentezi ve eski kollajenin par¢alanmasidir. MMP'ler metalloproteinazlarin
doku inhibitorleri tarafindan kontrol edilmektedir. Yara olgunlasma sirecinde
metalloproteinazlarin doku inhibitorleri ile MMP'ler arasinda bir denge olmalidir (Li ve
digerleri., 2007). Yeni bag dokusu olusumu sirasinda, fibronektin ve hyaluronan degistirilir,
yerinde kollajen demetleri biyr, gicli neovaskularizasyon durur ve ECM igindeki metabolik
aktivite azalir. Makrofajlar, keratinositler, fibroblastlar ve miyofibroblastlar gibi hiicrelerin
yogunlugu apoptoz ile azalmaktadir. Yeni kolajenin sentezi ile eskinin bozunmasi arasindaki
denge de yara onarimi ve yeniden sekillenmesi i¢in dnemlidir. Yeniden sekillenme evresinin
sonunda yeni bag dokusu olgunlagsmakta ve pembe-kirmizidan beyaz renge doniismektedir
(Strodtbeck, 2001).

2.6. Yara Onarim Tipleri

Yara iyilesmesi primer, sekonder ve tersiyer yara iyilesmesi olarak iice ayrilir.

Primer yara iyilesmesi, yara olusmasi lizerinden 12-24 saat ge¢mis, kenarlar1 doku
yapistiricilari, bantlar, cerrahi dikis veya mekanik bazi uygulamalarla temiz, enfekte olmayan

cerrahi insizyonun iyilesmesidir (V. Kumar ve digerleri., 2000).

Sekonder yara iyilesmesi, herhangi bir materyal kullanmadan veya islem yapmada,

spontan iyilesmeye birakilmig yaralari tanimlamaktadir (V. Kumar ve digerleri., 2000).
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Tersiyer yara iyilesmesi, gecikmis primer kapama olarak da tanimlanabilmektedir.
Kontamine olmus dokuda enfeksiyon riski varliginda bu iyilesme sekline bagvurulur.
Kontamine olmus dokunun temizlenmesinin ardindan graniilasyon dokusunun olusmasi
beklenir. Yaklasik yedi giin boyunca sekonder iyilesmeye birakilir ve daha sonra yara
kenarlar1 yaklagtirilir (KOkl(, 2003).

2.7. Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Yara iyilesmesi sistemik ve lokal kaynakli faktorlerden etkilenmektedir. Yas, irk,
protein eksikligi, karbonhidrat ve yag eksikligi, eser elementlerin eksikligi, vitamin eksikligi,
malniitrisyon ve diyabet sistemik kaynakli faktorlerden bazilaridir. Lokal kaynakli faktorler
ise enfeksiyon, ©6dem, doku perflizyonu, yara lokalizasyonu, yabanci cisimler ve
radyasyondur. Bu sistemik ve lokal kaynakli tiim faktorler yara iyilesmesini dolayli ya da
direkt olarak etkilemektedir (Bishop, 2013; Campos ve digerleri., 2008; Clark Richard, 1993;
Kim ve Shklar, 1983; V. Kumar ve digerleri., 2000; Lansdown ve digerleri., 2007; MacKay
ve Miller, 2003; Ozbek ve digerleri., 2005; Rodriguez ve digerleri., 2008; Stechmiller, 2010;
Thompson ve Fuhrman, 2005).

Yara iyilesmesini etkileyen faktorlerden biri de biiyime faktorleridir. Bu biiyiime
faktorleri; Trombositlerce salinan biiyiime faktorii PDGF, transforme edici blylme faktor
beta (RGF-p), interlokinler (IL-1, IL-2), EGF (Epidermal biylme faktori), TNF-a (Timor
nekroz faktdr alfa)’dir (Ozkorkmaz ve Ozay, 2009).

2.8. Whey Proteini ile Yapilan Yara lyilesmesi Calismalari

Beaulieu ve ark. (Beaulieu ve digerleri., 2007) tarafindan yapilmis bir ¢alismada,
icerisinde whey proteini bulunan, laktik asit bakterisinden elde edilmis bir jelin, atopik
dermatite lokal bir sekilde uygulandiginda, steroidlerle karsilagtirilabilecek seviyede iyilesme
sagladig1 gbzlenmistir.

Badr ve ark. (2013) diyabetik farelerde kusurlu yara onariminin daha diisiik
hidroksiprolin igerigi ile iligskili oldugunu gozlemis, bununla birlikte, whey protein

tedavisinden sonra hidroksiprolin igeriginin arttigini belirtmistir. Hidroksiprolin, kollajende

16



bulunan ana bilesendir. Igerigini yara bolgelerinde tip 1 kollajen miktarinin bir gdstergesi
olarak kullanir (Badr, 2013).

Zhang ve ark. (2013) diyabetik sicanlarda bozulmus yara iyilesmesinin daha diislik
hidroksiprolin igerigi ile iliskili oldugunu gozlemlemistir. Onceki bir ¢alisma, tip 1 diyabet
hastalariin akut yaralarinda bozulmus kollajen birikiminin potansiyel olarak azalmis
fibroblast proliferasyonundan kaynaklandigini gdstermistir. Artan hidroksiprolin seviyesi ve
dolayisiyla artan kollajen seviyesi, whey proteini ile takviye edilmis diyabetik farelerde
muhtemelen yenilenen dokuyu giiclendirmis, yetersiz beslenen farelerde whey proteinin
fagositozu 6nemli 6l¢iide arttirdigr bulunmustur. Benzer sekilde Michee ve ark. (2013) LPS
ve TNF-o'ya maruz kalan makrofajlarin fagositozu artirdigini bulmustur. Normal goc ve
makrofajlarin kemotaksisi i¢in gerekli olan kemokin ifadeleri, yetersiz beslenen farelerde
yaralanmadan sonraki ilk iki giin i¢inde azaldigi bildirilmistir. Buna karsilik, whey
proteininin, yetersiz beslenen farelerde yara iyilesmesinin enflamatuar asamasinda bu
kemokinleri yukar1 regiile ettigi bulunmustur (Abdel-Salam ve digerleri., 2016).

Diyabetik deneklerde ROS (Reaktif oksijen tiirleri) iiretim hizi1 artirilarak ve antioksidan
savunma azaltilarak oksidatif stres artirtlir. Badr ve ark. (2013) diyabetik farelerin whey
proteini ile tedavisinin yarali dokudaki hidroperoksit ve serbest radikal seviyelerini
disiirdiigiinii gézlemlemistir. Whey protein tedavisinin diyabetik farelerde yara iyilesmesini
iyilestirdigini gbzlemlenmis, uygulanan tedavi yarali dokularda uzun siireli inflamasyonu
sinirlayan yiiksek proinflamatuar sitokin (IL-6, TGF-B ve TNF-a) seviyelerini diizeltmistir.
Bu bulgu, peynir alti suyu proteini ile takviye edilmis diyabetik farelerde gozlemlenen
gelismis bagisiklik tepkisinin ve iyilestirilmis yara iyilesmesinin altinda yatan mekanizmay1
gostermektedir. Bu sonuclar, laktoferrinin inflamasyonu ve mortaliteyi azaltan TNF-a ve IL-6
seviyelerini diizenleyebildigini gosteren oOnceki bir g¢alisma ile desteklenmektedir. Deri
yaralanmasi, 6zellikle insan D -2 ve 3 olmak uzere defensinlerin ekspresyonunu etkiler.
Deriden tiiretilen bu defensinler, patojenler tizerindeki antimikrobiyal etkileri ve yara onarim
hiicreleri ve bagisiklik hiicreleri lizerindeki uyarici etkileri nedeniyle yara iyilesmesini etkili
bir sekilde destekleyebilir.

Badr (2013) whey proteini takviyesinden sonra yara kapanmasi ile [-defensin
ekspresyonu arasinda korelasyonlar gostermistir. Bu korelasyonlar, diyabetik farelerin whey
proteini ile takviyesinin, BD-1(Beta defensin), 2 ve 3'in mRNA ve protein ekspresyon
seviyelerini 6nemli 6l¢iide restore ettigini gostermektedir. Bu nedenle, whey protein takviyesi

yoluyla B-defensin seviyelerini diizenleyerek yara kapanma hizini hizlandirmanin miimkiin
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oldugunu varsaymaktadir. Bu etki, yara iyilesme doneminde tespit edilen azalmig ROS ve

hidroperoksit seviyeleri ile teyit edildigi gibi, daha diislik oksidatif strese atfedilebilir.

18



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Cahismada Kullanilan Siit Ornekleri

Calismada kullanilan deve siitii drnekleri Aydn ili Incirliova ilgesinde bulunan Kaya

Kardesler Deve Ciftligi’nden, inek siitii 6rnekleri ise Aydin ili Uyar Ciftligi’nden temin

edilmistir. Siit 6rnekleri kullanilana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Akrilamid Bis Akrilamid %30 Mix 29:1

Amonyum Persulfat

Asetik Asit (Glacial)
Bromofenol Blue
Coomassie Brillant Blue R-250
DMEM

Fetal Bovine Serumu (FBS)
Glycine

Gliserol

Hidroklorik Asit

Metanol

PBS

Protein Marker 94964 500UL BLUeye

RPMI-1640 Medium
Sodyum Dodesil Sulfat
TEMED

Tripsin

Tris Base

BioFroxx
BioFroxx
Tekkim
Merck
BioFroxx
Sigma
Sigma
ChemCruz
Merck
Tekkim
Isolab
Sigma
Sigma
Cegrogen
BioShop
BioFroxx
Sigma

ChemCruz
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3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Invert Mikroskop

CO; Inkiibator

Sinif 2 Biyogiivenlik Kabini
Otoklav

Saf Su Cihaz1

Santrifiij Cihaz1

Santrifiij Cihazi

Su banyosu

pH Metre

pH Metre

SDS-Page Goriintiilleme Cihazi
SDS-Page Yiiriitme Tank1
Liyofilizator

Tart1

Manyetik Karistirict

3.2. YOntem

Euromex, Hollanda
Nive, Tlrkiye
Nive, Turkiye
Nive, Tlrkiye
Nive, Tlrkiye
Hettich, Almanya
Eppendorf, Almanya
Nive, Tlrkiye
Mettler Toledo, isvicre
AZ, Tayvan
Syngene, Ingiltere
BioRad, Amerika
Labconco, Amerika
Kern, Almanya

Isolab, Almanya

3.2.1. Siit Orneklerinin Alinmasi ve Kremasindan Arindirilmasi

Yerli iiretici ¢iftliklerden deve ve inek siitleri alinarak 50 ml’lik falcon tiiplere ayrilmis

ve kullanilana kadar -20°C’de depolanmistir. Kazein ¢oktiirme iglemi, yani asit ve sweet

whey eldesi 6ncesinde sut drnekleri 5000 xg +4°C’de 30 dakikalik dongiiyle (Akindykova ve

digerleri., 2019) santrif(ij edilip kremalarindan arindirtlmistir.
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Resim 1. Santrifiij islemi sonrasi deve siitiinden kremasinin ayristirilmast.

|4

Resim 2. Santrifiij islemi sonrasi inek siitinden kremasinin ayristirilmasi.

3.2.2. Deve ve inek Siitiinden Asit Whey Eldesi

Yaglarindan arindirilmasimin ardindan, yagsiz deve ve inek siitii ornekleri farkli

beherlere alinmis, igerisine manyetik balik koyularak manyetik karistiriciya konulmustur.
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Deve ve inek siitli 6rneklerine oda sicakliginda yavasca 1M HCI eklenip, deve siitiiniin pH
derecesi 4,3’¢, inek siitiiniin pH derecesi ile 4,5’¢ getirilmistir (Badr, 2013). Asit derecesine
gelen siit 6rnekleri ependorf tiiplere alinip, 30°C 10.000 xg’de 30 dakika santrifiijlenmistir.
Kazeinlerin tamamen arindirilmasi i¢in santrifiij islemi tekrarlanmistir. Santrifiij sonrasi asit

whey proteinleri siipernatant olarak alinmistir.

-
—

R 1 4,

Resim 3. Santrifiij sonrasi deve ve inek siitiinden kazeinin ¢oktiiriilmesi.

3.2.3. Deve ve Inek Siitiinden Sweet Whey Eldesi

Yaglarindan arindirilmis inek ve deve siitii 6rnekleri farkli beherlere alinmis ve 42°C
1s1da sabitlenmis su banyosuna alinmustir. Siitlerin sicakliklar1 42°C’ye ulastiginda 50 ml siit
orneklerine 100pul Trakya® Peynir Mayasi eklenmistir. Peynir mayasi ekledikten sonra birkag
defa pipetaj yapilmis ve siit Srnekleri 42°C’lik su banyosunda 1 saatlik mayalanmaya
birakilmistir. 1 saatin sonunda beherlerde meydana gelen ¢okelme gozle goriilmiistiir.
Ornekler filtre kagidindan siiziiliip, yeni beherlere alinmustir. Ardindan ependorf tiiplere
almarak 10.000 xg 30°C 30 dakika santrifiij islemi uygulanmistir.
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Resim 5. Sweet wheylerin filtre kdgidindan siizdiiriilmesi.
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Resim 6. Siizmenin ardindan elde edilmis peynir alt1 suyu.

-
-
L

Resim 7. Santrifiij sonras1 kazeinden tamamen arindirilmis peynir alt1 suyu.
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3.2.4. Whey Proteinlerinin Diyaliz Edilmesi

Proteinlerin membran digina gecisini engelleyip, 6rnegin icerisinde bulunan seker, tuz
ve minerallerden kurtulmak amaciyla diyaliz yapilmistir.

Kazein c¢oktiirme islemleri ardindan elde edilen whey proteinleri ThermoFisher
Scientific SnakeSkin 3.5K MWCO 22 mm diyaliz tiipiine alinmistir (Badr, 2013). Diyaliz
tiiplerine siit 6rnekleri konulup, iki ucundan rafya ile baglanmistir. Beher i¢ine soguk steril saf
su eklenip diyaliz tilipili yerlestirilmistir. Manyetik balik da atilan su, iistii aliiminyum folyo ile
kapatilarak +4°C’ye manyetik karistiric izerinde koyulmustur. 3, 24, 27, 48, 51. saatlerde saf

su, yeni ve soguk saf su ile degistirilmis, 72. saatte diyaliz islemi sonlandirilmistir.

Resim 8. Whey proteinlerinin diyaliz tiipline aktarilmasi.

3.2.5. Liyofilizasyon

72 saatlik diyaliz sonrast Ornegin stabilizasyonu acisindan liyofilizasyon islemi
uygulanmistir. Diyalizden alinan 6rnekler liyofilizatore konulmadan biiyiik bir behere alinip -
80°C’de dondurulmustur. Ornekler tamamen donduktan sonra liyofilizatdre alinip bir giin

boyunca -50°C’de 0,366 mbar vakumla dondurularak kurutulmustur.
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Resim 9. Liyofilizasyon islemi.

3.2.6. Liyofilizatlarin Tartim

Liyofilizasyon uygulamasinin ardindan elde edilen toz whey proteinler tartilmis ve

tartim sonuglar1 Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Whey proteinlerinin diyaliz 6ncesi ve liyofilizasyon sonrasi miktarlari

Whey Proteini Baslangig siit miktar1 (ml) Liyofilizasyon sonrasi toz
whey miktar1 (g)
Deve Asit Whey 48 ml 0,1602 g
Deve Sweet Whey 48 ml 0,2865 g
Inek Asit Whey 48 mi 0,2660 g
Inek Sweet Whey 48 ml 0,1045 g
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3.2.7. SDS-PAGE (Sodyum Dodesilstlfat — Poliakrilamid Jel Elektroforez) Uygulamasi

SDS-PAGE, proteinlerin negatif yiikle yiiklenmis SDS molekiillerle kaplanip,
molekdler agirliklarina gore elektrik alanda poliakrilamid jel ortaminda kosmasi ve boya ile

bantlarin goriiniir hale getirilmesine dayanan bir yontemdir.

3.2.7.1. Ornek Hazirlanmasi

SDS-PAGE islemi i¢in katt 5 mg whey proteini alinarak 50 pl 2X sample buffer ile

seyreltilmis ve 95°C’de 15 dakika protein denatiirasyonu yapilmistir.

3.2.7.2. Jel Hazirlanmasi

Jellerin hazirlanma asamasinda %30’luk akrilamid- bisakrilamid karisimi, %10’luk
APS, 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), ayrica 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) kullanilmistir. Tablo 5’te
kullanilan alt ve iist jellerin igerikleri verilmistir.

Jellerin hazirlanmasinin ardindan, olusturulmus kuyucuklara 5 pl 6rnek, 1,5 pl protein
marker yiiklenmistir. Tank, gii¢ kaynagina baglanarak sirasiyla 90, 100 ve 120 V akimda

yarimgar saat ylriitilmiistiir.

Tablo 5. Ust ve alt jellerin igerikleri

1850 pl distile su

1850 pl %30 akrilamid-bisakrilamid

%11 Alt Jel 1250 pl seperation buffer (1,5 M Tris-HCI (pH 8,8))
50 pl %10 SDS

25 pl %10 APS

5 ul TEMED

3050 pl distile su

650 pl %30 akrilamid-bisakrilamid

%4 Ust Jel 1250 pl stacking buffer (0,5 M Tris-HCI (pH 6,8))
50 pl %10 SDS

25 pl %10 APS

5 ul TEMED
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3.2.8. Hucre Kilturi

Bu ¢alismada deve whey proteininlerinin yara iyilesme mekanizmasi iizerine etkilerinin
arastirmak iizere HT-29 Kolon kanseri hiicre hatt1 kullanilmastir.

HT-29 kolon kanseri hiicreleri, %10 FBS icerikli RPMI-1640 besiyeri kullanilarak 25
cm?’lik flasklarda steril kosullarda biiyiitiildii. 37°C sicakliktaki %5 CO2 iceren inkiibatérde
inkiibe edildi. Flasktaki hiicre yogunlugu %80’e ulastiginda pasajlama yapilmistir (Wen ve
digerleri., 2012).

3.2.8.1. Hiicre Pasajlanmasi

Hiicreler belirlenmis yogunluga ulastiktan sonra pasajlanmamasi halinde birlesik
hucrelerin mitotik aktivitesi azalmakta, hiicreler 6lebilmektedir.

Flasktaki hiicrelerin yogunlugunun %80’e ulagmasiyla pasajlama islemi yapilmasi
gerekmektedir. Doluluga ulagmis hiicreler kabine alinmis ve hiicreleri kaplayan besi ortami
dokiilerek uzaklastirilmistir. Serum ve hiicre artiklarinin ortamdan temizlenmesi amaciyla 1
ml PBS eklenmis, ardindan ortamdan uzaklastirilmistir. Daha sonradan ortama 2 ml tripsin-
EDTA soliisyonu eklenmis, ylizeye yapigmis hiicrelerin kaldirilmas: amaciyla 4 dakika
stiresince 37°C'de inkiibasyona alinmistir. Bekleme siiresinin ardindan kiiltiir plakasini hafifce
vurarak yapisan hiicrelerin tamamen kaldirilmasi1 hedeflenmistir. Hiicrelerin plakadan
ayrildigindan emin olmak i¢in hiicreler, invert mikroskopta incelenmistir. Hiicrelerin ayrildig:
goriildiigiinde, flaska 2 ml RPMI-1640 eklenerek 15 ml’lik falcona alinip +4°C'de 5 dakika
1000 rpm hizda santrifiij islemi gergeklestirilmistir (Verhoeckx ve digerleri., 2015).

Santriflij oncesinde sayim i¢in, flasktan 50 pl 6rnek alinip 50 pl tripan mavisiyle
karistirtlmis ve Thoma lamina bir miktar aktarilmistir. Thoma lamima alinmis Ornek
mikroskopta incelenmis, cansiz hiicrelerin mavi, canli hiicrelerin acik renkli sitoplazmaya
sahip olduklar1 gozlemlenmis; canli hiicrelerin sayimlar1 yapilmis ve ardindan hiicre
yogunluguyla orantili yeni besi ortami flaska eklenmistir (Kamiloglu ve digerleri., 2020).

Santrifiij isleminin ardindan siipernatant atilmis, pellet kismina 4 ml yeni medium
eklenmistir. Vorteks isleminden sonra sayim sonucu elde edilen sonug yardimiyla istenilen
miktarda hiicre alinip, yeni flaska ekilmis ve uygun kosullar saglanarak hiicreler yeniden

kiiltiire alinmustir.
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3.2.8.2. Yara lyilesmesi Deneyi Oncesi Hiicre Ekimi

Hiicre hatt1 iizerinde yara olusturmadan Once kiiltiire alinmis ve yeterli yogunluga

ulasmis hiicreler alinip, 15 ml’lik falcon tiipte homojenizasyonu yapilmistir. 96 kuyulu

plakaya ekilmeden 6nce sayimi yapilip, her kuyuda 40.000 hiicre olacak sekilde RPMI-1640

mediumla karistirilip, 200 pl miktarinda kuyulara ekim yapilmistir. Ekim yapildiktan sonra

hiicreler bir giinliik stireyle 37°C'de inkiibasyona birakilmistir (Han ve digerleri., 2015; Oltulu
ve digerleri., 2019).

3.2.9. Proteinlerin Hazirlanmasi

Elde edilmis olan deve asit whey, deve sweet whey, inek asit whey ve inek sweet whey

proteinlerinden 7,5 mg tartilip, 1,5 ml saf su i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan 0,22 pl’lik

siringa filtreden gecirilip sterilizasyonu saglanmistir. Olusan konsantrasyondan seyreltme

yapilarak, proteinlerin diger dozlar1 elde edilmistir.

Proteinler ve konsantrasyon miktarlar1 Tablo 6’da gdsterilmistir.

Tablo 6. Hazirlanan proteinler ve medium miktart ile konsantrasyonlari.

Konsantrasyon

Deve Sweet Whey

Deve Asit Whey

Inek Asit Whey

Inek Sweet Whey

(@) 2000 pg/ml

120 pl protein +

120 pl protein +

120 pl protein +

120 pl protein +

180 ul RPMI 180 ul RPMI 180 ul RPMI 180 ul RPMI

(b) 200 pg/ml | 30 ul protein + 270 | 30 ul protein + 30 pl protein + 30 pl protein
ul RPMI 270 pl RPMI 270 pl RPMI +270 ul RPMI

(c) 20 pug/ml | 30 ul protein + 270 | 30 ul protein + 30 pl protein + 30 pl protein +
il RPMI 270 ul RPMI 270 ul RPMI 270 pl RPMI

(d) 2 pg/mi 30 pl protein + 270 | 30 pl protein + 30 pl protein+ 30 pl protein +
pl RPMI 270 ul RPMI 270 ul RPMI 270 pl RPMI

(€) 0,2 ug/ml | 30 ul protein + 270 | 30 pul protein + 30 pl protein + 30 pl protein +
pl RPMI 270 ul RPMI 270 ul RPMI 270 pl RPMI

(f) 0,02 pug/ml | 30 pl protein + 270 | 30 pl protein + 30 pl protein + 30 pl protein +
il RPMI 270 pl RPMI 270 ul RPMI 270 pl RPMI
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a’dan f’ye seyreltme yapilarak gidilmistir. Tiiplerdeki konsantrasyonlar, istenilen
konsantrasyonlarin iki kat1 seklinde yapilmistir. Kuyulardaki konsantrasyonlarin sirayla 1000,
100, 10, 1, 0,1 ve 0,01 pg/ml olmas1 i¢in, whey proteinler kuyulara dagitildiktan sonra
tizerlerine 100 pl medium eklenmistir. Negatif kontroliin saglanmasi1 amaciyla 120 pl saf suya
180 pul RPMI eklenerek karigim hazirlanmistir. Kuyulara 100 pl karisim, 100 pl medium

eklenmistir.

3.2.10. Yara lyilesmesi Deneyi

Bir giin inkiibasyonda kalan hiicrelerin, plakada %90’lik yogunluga ulasip ulagsmadigi
mikroskopta kontrol edilmistir. istenilen yogunluga ulasan hiicreler yara iyilesmesi deneyi
icin kabine alinmistir. 10 pl’lik pipet ucuyla hiicre ekimi yapilmis tiim kuyulara c¢izik
atilmistir. Cizme isleminin ardindan 96’lik plaka dairesel hareketle c¢evrilip, ¢izilen hat
boyunca kaldirilmis hiicrelerin plakadan ayrilmasi i¢in plaka 2-3 dakikaligina inkiibatore
koyulmustur. Kisa siireli inkiibasyonun ardindan pipet yardimiyla kuyulardaki tiim medium
cekilmistir. Kuyulara, her protein karisimimdan hazirlanan 6 farkli konsantrasyon ikiser tekrar
olarak 100 pl miktarinda eklenmis, iizerlerine 100 pl medium eklenerek baslangic saati
goriintiileri alinmustir.

Baglangi¢ saati gorlintiisiiniin alinmasinin ardindan hiicreler %5 CO2, 37°C inkibatorde

inkiibasyona alinmistir. 4, 24 ve 48. saatlerde yeniden goriintiileri alinmis ve kaydedilmistir.

3.2.11. Yara lyilesmesi Ol¢iimleri

Gorlntiler Zeiss AXIO Isik Mikroskobu, Axiocam 305 color kamera kullanilarak

alinmis ve ZEN 3.4 Blue Edition programi kullanarak mesafe dl¢timleri yapilmistir.

3.2.12. istatistiksel Degerlendirmeler

Gruplar aras1 farklilik tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile, farklarin 6nem kontrolii
ise post-hoc Bonferroni testi ile yapildi. Yapilan istatistiksel analizlerden elde edilen
sonuglardan p<0,05 olan degerler 6nemli kabul edildi. Tiim veriler ortalama ve + standart

sapma olarak verildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda deve ve inek siit 6rneklerimizden kazeinin arindirilmasi ve asit/sweet

whey proteinlerinin elde edilmesiyle ilgili SDS-PAGE goriintiisii Resim 10°da verilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8

Resim 10. SDS-Page Jel Elektroforezi goruntiisu.

A: 1gG-1gA-1gM: 190-160-150 kDa (Marshall, 1996), B: 1gG-1gA-1gM: 190-160-150
kDa (Marshall, 1996), C: Laktoferrin: 90 kDa (Ereifej ve digerleri., 2011), D:
Laktoperoksidaz: 78 kDa (Marshall, 1996), E: Serum albimin: 66,2 kDa (EI-Agamy ve
digerleri., 2009; Ereifej ve digerleri., 2011), F: a-kazein: 32 kDa (Farah, 1993), G: p-kazein:
28 kDa (Farah, 1993), H: k-kazein: 25 kDa (Farah, 1993), I: PGRP: 19,1 kDa (S. R.
Kappeler ve digerleri., 2004), J: p-laktoglobulin: 18,3 kDa (Marshall, 1996), K: a-
laktalbumin: 14,2 kDa (El-Agamy ve digerleri., 2009; Ereifej ve digerleri., 2011).

1: Protein Marker 94964 500UL BLUeye (Sigma), 2: a-kazein, 3: p-kazein, 4: k-kazein,
5: Inek Asit Whey, 6: Inek Sweet Whey, 7: Deve Sweet Whey, 8: Deve Asit Whey.
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Resim 11’de alt1 farkli dozda uygulanmis deve sweet whey proteininin dort farkli saatte

cekilmis yara iyilesmesi gorselleri verilmistir. 0’nci saatte c¢izik belirgin bir sekilde

goriilmektedir. Isik mikroskobu goriintiilerine goére 24’ncii saatte hiicre migrasyonunun

basladigi ve 48’inci saatte migrasyonun devam ettigi gézlemlenmistir. Deve sweet whey

proteinin uygulanmadig1 negatif kontrolde (0 pg/ml) baslangic saatinde ¢izik belirgin bir

sekilde goriilmektedir. Yavas migrasyon sonucunda 48’nci saatin sonunda, atilan ¢izik halen

gorulebilmektedir.

KONTROL
(0 pg/ml)

Doz 1
(0,01 pg/ml)

Doz 2
(0,1 pg/ml)

Doz 3
(1 pg/ml)

Doz 4
(20 pg/ml)

Doz 5
(100 pg/ml)

Doz 6
(1000 pg/ml)

Resim 11. Alt1 farkli dozda uygulanmis deve sweet whey proteininin dort farkli saatte
cekilmis yara iyilesmesi gorselleri.

Sekil 1°de dort farkli saat araliginda olgiilmiis alt1 farkli doz deve sweet whey proteinin

yara iyilesme gorsellerinden Ol¢lilmiis iyilesme yiizdeleri verilmistir. Saat uygulamasi arttikca

iyilesme yiizdesinin arttigi, 48’nci saatte 0,1 pg/ml deve sweet whey protein uygulamasiyla en
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yiiksek %51,15 yara iyilesmesinin saglandigi gozlenirken, negatif kontrolde (0 pg/ml)

kuyucukta %28,80 yara iyilesmesi gézlemlenmistir.
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Sekil 1. Deve Sweet Whey ve Yara iyilesmesi Yiizdeleri

Resim 12’de alt1 farkli dozda uygulanmis deve asit whey proteininin dort farkli saatte
¢ekilmig yara iyilesmesi gorselleri verilmistir. 0’inci saatte c¢izik belirgin bir sekilde
goriilmektedir. Isik mikroskobu goriintiilerine gore 24’lincii saatte hiicre migrasyonunun
basladig1 ve 48’nci saatte migrasyonun devam ettii gézlemlenmistir. Negatif kontrolde (0
pmg/ml)  baslangic saatinde ¢izik belirgin bir sekilde goriilmektedir. Yavas migrasyon

sonucunda 48’°nci saatin sonunda, atilan ¢izik halen goriilebilmektedir.
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KONTROL
(0 pg/ml)

Doz 1
(0,01 pg/ml)

Doz 2
(0,1 pg/ml)

Doz 3
(1 pg/mi)

Doz 4
(20 pg/ml)

Doz 5
(100 pg/ml)

Doz 6
(1000 pg/ml)

Resim 12. Alt1 farkli dozda uygulanmis deve asit whey proteininin dort farkli saatte ¢ekilmis
yara iyilesmesi gorselleri.

Sekil 2°de dort farkli saat araliginda Sl¢lilmiis alt1 farkli doz deve asit whey proteinin

yara iyilesme gorsellerinden Sl¢iilmiis iyilesme yiizdeleri verilmistir. Saat uygulamasi arttikga

iyilesme yiizdesinin arttigi, 48’nci saatte 10 pug/ml deve asit whey protein uygulamasiyla en

yiiksek %64,69 yara iyilesmesinin saglandigi gozlenirken, negatif kontrolde (0 pg/ml)

kuyucukta %28,80 yara iyilesmesi gozlemlenmistir.
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Sekil 2. Deve Asit Whey ve Yara lyilesme Yiizdeleri

Resim 13’te alt1 farkli dozda uygulanmis inek sweet whey proteininin dort farkli saatte
cekilmis yara iyilesmesi gorselleri verilmistir. 0’inc1 saatte c¢izik belirgin bir sekilde
gorilmektedir. Isik mikroskobu goriintiilerine gore 24’iincii saatte hiicre migrasyonunun
basladig1 ve 48’inci saatte migrasyonun devam ettigi gozlemlenmistir. Negatif kontrolde (0
pg/ml) baslangic saatinde ¢izik belirgin bir sekilde goriilmektedir. Yavas migrasyon

sonucunda 48’nci saatin sonunda, atilan ¢izik halen goriilebilmektedir.
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KONTROL
(0 pg/ml)

Doz 1
(0,01 pg/ml)

Doz 2
(0,1 pg/ml)

Doz 3
(1 pg/ml)

Doz 4
(20 pg/ml)

Doz 5
(100 pg/ml)

Doz 6
(1000 pg/ml)

Resim 13. Alt1 farkli dozda uygulanmis inek sweet whey proteininin dort farkli saatte
cekilmis yara iyilesmesi gorselleri.

Sekil 3’te dort farkli saat araliginda olgiilmiis alt1 farkli doz inek sweet whey proteinin

yara iyilesme gorsellerinden dl¢iilmiis iyilesme yiizdeleri verilmistir. Saat uygulamasi arttikga

iyilesme yiizdesinin arttig1, 48inci saatte10 pg/ml inek sweet whey protein uygulamasiyla en

yiiksek %56,50 yara iyilesmesinin saglandigi gozlenirken, negatif kontrolde (0 pg/ml)

kuyucukta %28,80 yara iyilesmesi gozlemlenmistir.
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Sekil 3. Inek Sweet Whey ve Yara lyilesmesi Yiizdeleri

Resim 14’te alt1 farkli dozda uygulanmis inek asit whey proteininin dort farkli saatte
cekilmis yara iyilesmesi gorselleri verilmistir. 0’nci saatte c¢izik belirgin bir sekilde
goriilmektedir. Isik mikroskobu goriintlilerine goére 24’ilincii saatte hiicre migrasyonunun
basladig1 ve 48’nci saatte migrasyonun devam ettii gézlemlenmistir. Negatif kontrolde (0
pg/ml) baslangi¢ saatinde ¢izik belirgin bir sekilde goriilmektedir. Yavas migrasyon

sonucunda 48’°nci saatin sonunda, atilan ¢izik halen goriilebilmektedir.
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KONTROL
(0 pg/ml)

Doz 1
(0,01 pg/ml)

Doz 2
(0,1 pg/ml)

Doz 3
(1 pg/ml)

Doz 4
(20 pg/ml)

Doz 5
(100 pg/ml)

Doz 6
(1000 pg/ml)

Resim 14. Al farkli dozda uygulanmis inek asit whey proteininin dort farkli saatte ¢ekilmis
yara iyilesmesi gorselleri.

Sekil 4’te dort farkli saat araliginda Ol¢iilmiis alt1 farkli doz inek asit whey proteinin

yara iyilesme gorsellerinden Sl¢iilmiis iyilesme yiizdeleri verilmistir. Saat uygulamasi arttik¢a

iyilesme yiizdesinin arttig1, 48’nci saatte 10 pg/ml inek asit whey protein uygulamasiyla en

yiiksek %57,85 yara iyilesmesinin saglandigi gozlenirken, negatif kontrolde (0 pg/ml)

kuyucukta %28,80 yara iyilesmesi gézlemlenmistir.
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Sekil 4. Inek Asit Whey ve Yara lyilesmesi Yiizdeleri

Genel olarak yara iyilesme gorsellerinde whey protein uygulamasindan sonra whey
proteini uygulanmis tiim kuyularda 24 ve 48’nci saatte belirgin bir hiicre migrasyonu oldugu
goriilmektedir. Cizik, 24’lincii saatte belirgin bir sekilde kapanmis ve 48’nci saatte neredeyse
tamamen yok olmustur (Resim 11-12-13-14). Whey proteini uygulanan ¢izik gorinttlerinde
24’ilincli saatte hiicre migrasyonunun hizli oldugu saptanmistir. Cizik izi 48’nci saatin
sonunda belli olmayacak sekilde kapanmistir (Resim 11-12-13-14). Whey proteinleri arasinda
48’nci saatte 10 pg/ml deve asit whey protein uygulamasiyla en yiiksek (%64,69) yara
tyilesme ylizdesi saglandig1 gozlenmistir.

Dort farkli whey proteini karsilastirildiginda, asit whey uygulamalarinin sweet whey
uygulamalarina gore yara tyilestirmesini istatistiksel olarak anlamli derecede (P<0,05) daha
fazla sekilde artirdig1 goriilmiistiir.

Hiicre kiltiirii lizerinde gerceklestirilen yara iyilesme g¢alismalarinda uygulanan whey
protein dozlar1 gézlemlenen yara iyilesmesini negatif kontrole (0 ug/ml) gore istatistiksel
olarak anlamli derecede (P<0,05) farkli sekilde artirmiglardir. Fakat uygulanan en yiiksek doz
(1000 ug/ml) whey proteini ile negatif kontrol arasinda anlamli bir fark gozlemlenmemistir
(P>0,05; ANOVA ve Bonferroni post-hoc test).

Yara iyilesme calismalarinda muamele siiresi ile yara iyilesmesi arasinda dogru oranti
tespit edilmistir. Uygulanan 4, 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde gozlemlenen yara
iyilesme oranlari arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farklar tespit edilmistir

(P<0,05; ANOVA ve Bonferroni post-hoc test).
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Yara iyilesme sonuclara gore deve asit ve inek asit wheylerinin gosterdikleri etkiler
arasinda anlaml bir fark goriilmemekle (P>0,05) birlikte diger tiim ikili karsilagtirmalar (deve
sweet ile deve asit, deve sweet ile inek sweet, deve sweet ile inek asit, deve asit ile inek sweet

ve inek sweet ile inek asit) arasinda anlamli fark oldugu (P<0,05) tespit edilmistir (Tablo 7).
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Tablo 7. Farkli dozlarda 4 farklt whey’in baslangi¢ saatine gore gosterdikleri ortalama yara
iyilesme oranlar1 ve standart sapma degerleri.

Deve Sweet Whey inek Sweet Whey Deve Asit Whey Inek Asit Whey
Doz
(ug/ | 4sa | 24sa | 48sa | 4sa | 24sa | 48sa | 4sa | 24sa | 48sa | 4sa | 24sa | 48sa
ml)
0 782 | 24,25 | 28,80 | 7,82 | 24,25 | 28,80 | 7,82 | 24,25 | 28,80 | 7,82 | 24,25 | 28,80
* + * * + * + + + + + +
3,14 | 1593 | 20,66 | 3,14 | 1593 | 20,66 | 3,14 | 1593 | 20,66 | 3,14 | 15,93 | 20,66
001 11,21 | 28,14 | 41,66 | 6,77 | 29,81 | 47,94 | 10,50 | 33,61 | 48,69 | 11,84 | 36,60 | 50,63
’ + + + + + + + + + + + +
6,14 | 14,71 | 15,38 | 1,07 | 13,94 | 8,83 5,35 8,56 5,34 4,69 8,58 11,01
01 8,77 | 32,06 | 51,15 | 11,81 | 38,23 | 52,96 | 11,93 | 40,59 | 57,46 | 10,87 | 37,02 | 56,66
' + + + + + + + + + + + +
2,68 | 13,80 | 16,69 | 1,58 9,13 5,54 4,18 8,03 3,76 5,20 9,65 5,76
1 10,90 | 26,18 | 44,16 | 7,34 | 28,99 | 55,49 | 11,45 | 43,21 | 64,60 | 579 | 36,85 | 56,46
+ + + + + + + + + + + +
6,43 8,13 10,17 | 2,19 1,73 4,69 3,11 473 7,58 2,24 5,58 8,30
10 7,81 | 26,29 | 38,66 | 9,62 | 3532 | 56,50 | 11,42 | 46,97 | 64,69 | 10,95 | 41,31 | 57,85
* + * * + * + + + + + +
6,00 3,67 5,80 547 | 10,11 | 7,69 8,01 9,53 2,89 7,86 | 11,17 6,31
100 0,00 | 16,83 | 33,63 | 9,26 | 34,68 | 52,10 | 552 | 44,48 | 60,84 | 11,04 | 39,83 | 57,66
+ + + + + + + + + + + +
8,98 | 16,44 | 18,29 | 4,06 3,91 2,82 4,61 1,69 6,92 6,34 | 10,62 | 9,56
1000 3,65 | 20,95 | 27,27 | 1,68 | 23,84 | 37,44 | 7,62 | 30,34 | 4458 | 9,30 | 29,62 | 40,42
+ + * * + * + + + + + +
3,89 | 10,30 | 10,75 | 6,73 9,94 12,14 | 571 | 12,67 7,92 4,64 5,55 8,53
P<0,05 a b c c
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5. TARTISMA

Deve siitii zengin igerigi ile sagligin birgok alaninda kullanim sahasi bulmustur. Bazi
arastirmalardan elde edilen sonuclara bakildiginda deve siitiiniin diyabet, multiple sclerosis
(MS), lupus, sedef ve alerjik asttim (Wernery, 2007); Crohn hastalig1 lizerinde etkili oldugu
bulunmustur (Yerlikaya ve digerleri., 2016). Ishal sikdyeti bulunan otistik sendromlu
hastalarin diyetlerine deve siitii eklendiginde serebral belirtilerin azaldigi, normal bagirsak
hareketlerin  olustugu gozlenmistir (Shabo ve digerleri., 2005). Whey proteinin
antikanserojenik Ozelliklerini arastiran hayvan arastirmalarinda, bu etkinin laktoferrin ve
glutatyonun antioksidan, immiin diizenleyici ve detoksifiye edici etkilerinden kaynaklandigi

ileri stirtilmistiir (Marshall K., 2004).

Literatiirde kisitli sayida yapilmis yara iyilesmesi ¢alismalarinda whey proteinlerinin,
yarali dokulardaki hiperoksit ve ROS diizeylerini azaltarak, hidroksiprolin igerigini geri
yiikleyerek, glutatyon diizeylerini arttirarak, gen ekspresyonlarini yiikselterek diyabetik
yaralarin iyilesmesini hizlandirdigi bulunmustur (Badr, 2013). Zhang ve ark. (2013) diyabetik
sicanlarda bozulmus yara iyilesmesinin daha diisiik hidroksiprolin igerigi ile iligkili oldugunu
gozlemlemistir. Badr ve ark. (2013) diyabetik farelerin whey proteini ile tedavisinin yarali
dokudaki hidroperoksit ve serbest radikal seviyelerini diisiirdiigiinii gézlemlemistir. Whey
protein tedavisinin diyabetik farelerde yara iyilesmesini 1iyilestirdigini gozlemlemis,
uygulanan tedavi yarali dokularda uzun siireli inflamasyonu smirlayan yiiksek proinflamatuar
sitokin (IL-6, TGF-B ve TNF-a) seviyelerini diizeltmistir. Bu bulgu, whey proteini ile takviye
edilmis diyabetik farelerde gozlemlenen gelismis bagisiklik tepkisinin ve iyilestirilmis yara
tyilesmesinin altinda yatan mekanizmay1r gostermektedir. Bu sonuglar, laktoferrinin
inflamasyonu ve mortaliteyi azaltan TNF-a ve IL-6 seviyelerini diizenleyebildigini gosteren
onceki bir caligma ile desteklenmektedir. Deri yaralanmasi, ozellikle insan BD-2 (Beta
defensin) ve 3 olmak Uzere defensinlerin ekspresyonunu etkiler. Deriden tiretilen bu
defensinler, patojenler iizerindeki antimikrobiyal etkileri ve yara onarim hiicreleri ve
bagisiklik hiicreleri lizerindeki uyarici etkileri nedeniyle yara iyilesmesini etkili bir sekilde
destekleyebilir. Badr (2013) whey proteini takviyesinden sonra yara kapanmasi ile 3-defensin
ekspresyonu arasinda korelasyonlar gostermistir. Bu korelasyonlar, diyabetik farelerin whey
proteini ile takviyesinin, BD-1, 2 ve 3'in mMRNA ve protein ekspresyon seviyelerini énemli

olgiide restore ettigini gostermektedir. Bu nedenle, whey protein takviyesi yoluyla 3-defensin
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seviyelerini diizenleyerek yara kapanma hizin1t hizlandirmanin mimkiin oldugunu
varsaymaktadir. Bu etki, yara iyilesme doneminde tespit edilen azalmig ROS ve hidroperoksit
seviyeleri ile teyit edildigi gibi, daha diisiik oksidatif strese atfedilebilir. Ebaid H. (2013)
yaptig1 bir calismada deve whey proteinlerinin yara iyilesmesini sagladigi, diyabetik
sicanlarda serum insiilin seviyelerinde artisin oldugunu, yarali diyabetik siganlarda glutatyon
seviyesini, glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutazin (SOD)
aktivitesini artirarak hepatik lipid peroksidasyonunu baskilayip antioksidan savunma sistemini
uyardig@in1 gostermistir (Ebaid ve digerleri., 2013).

Badr G. (2012) Diyabetik farelerde yara dokusunda anti-inflamatuar sitokin olan (IL-
10)’de 6nemli bir azalma ve inflamatuar sitokinlerin (TNF-o, IL-1 ve IL-6) seviyelerinde
uzun siireli bir ylikselme ile karakterize edilen gecikmis yara kapanmasi gozlemledi. Ayrica,
diyabetik farelerin yara dokusunda kontrol diyabetik olmayan farelere kiyasla, yara
iyilesmesini (MIP-la, MIP-2, KC ve CX3CL1) ve buyume faktorlerini (TGF-p) dlzenleyen
kemokinlerin anormal ekspresyonu gozlendi. Tedavi edilmemis diyabetik farelerle
karsilastirildiginda, whey proteini ile takviye, normal IL-10, TNF-a, IL-1p ve IL-6
seviyelerinin restorasyonu yoluyla inflamatuar uyaranlar1 sinirlayarak diyabetik yaralarin
kapanmasini 6nemli 6l¢lide hizlandirdi. En 6nemlisi, diyabetik farelerin whey proteini ile
desteklenmesi, tedavi edilmemis diyabetik farelere kiyasla yara dokusunda MIP-1a, MIP-2,
KC, CX3CL1 ve TGF-B ekspresyonunu 6nemli dl¢lide modiile ettigini gozlemlemistir (Badr
ve digerleri., 2012).

Inek siitii ile yapilan bir calismada, diisiik yag icerikli inek st proteinlerinin ve kesik
siit suyu proteinlerinin tavsanlarda yara iyilesme hizim arttirdig: bildirilmistir. Inek siitiiniin
ve bilesenlerinin hiicre onarim siirecini hizlandirdig1 ve yara iyilestirme {izerinde olumlu
etkisi oldugu goriilmiistiir (Hemmati ve digerleri., 2018)

Yukarida bahsedilen caligmalarda deve ve inek whey proteinleriyle yapilmis yara
tyilesmesi ¢alismalarinda diyabetik hayvan modelleri olusturulmus ve oral yolla beslenerek
whey proteini uygulanmistir. Bu ¢alismalar sonucunda whey proteinlerinin diyabetik durumu
tyilestirerek, uzun siireli inflamasyonu sinirlayarak, oksidatif stresi baskilayarak ve diyabetik
sicanlarda antioksidan savunma sistemini yiikselterek yara kapanmasi iyilestirdigi
gozlemlendi. Ancak literatiirde whey proteinlerinin hiicre kiiltlir ortaminda yara iyilestirici
potansiyelini arastiran, deve whey ve inek whey proteinlerinin yara iyilestirmesindeki
etkilerini birbirleri arasinda karsilagtiran bir ¢alisma yoktur. Bu sebeple ¢alismamiz 6zgiin

olup, bu caligmada literatiirdeki mevcut boslugun doldurulmasi amaglanmastir.
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Calismamizda kolon kanser hiicre hatlarinda yara iyilesme modeli olusturularak deve ve
inek whey proteinlerinin literatiirdeki diyabetik hayvan modellerinde yapilan g¢alismalara
benzer iyilestirici etkisi saptanmustir. Whey proteininden asit whey proteinlerinin, sweet whey
proteinine karst daha fazla yara iyilestirici etkisi oldugu, inek sweet whey proteinin yara
iyilestirmede deve sweet whey proteininden daha etkili oldugu; whey proteinlerinin muamele

stiresi ile yara iyilesmesi arasinda dogru orant1 oldugu saptanmastir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak, bu caligmanin ¢iktilari, deve ya da inek whey proteinlerinin yara
iyilesmesinde ve yaralarin kapanmasinda fayda saglayabilecegini desteklemektedir. Ozellikle
bu ¢alisma, whey proteininin asit ve sweet whey olarak farkli Gretim metodu ile Gretilmesinin
yara iyilesmesi tizerine olabilecek potansiyel farkliligina deginen ilk ¢alismadir. Literatlrde
bu konuda sinirli ¢alisma oldugundan bu ¢iktilar, literatiirdeki boslugun doldurulmasina
katkida bulunabilecektir. Bu deneylerin hayvan modellerinde tekrarlanarak deve ve inek whey
proteinlerinin yara iyilesmesini arttirict etkilerinin altinda yatan mekanizmalarinin
aydinlatilmas1 saglanabilir ve deve ile inek siitlerinin katma degeri yiiksek ticari iriine

doniistiiriilme potansiyeline katkida bulunabilir.
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T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETiK BEYANI

“Deve Whey Proteininin Yara lyilesmesi Uzerine Etkilerinin Arastiriimas1” baslikli
Yiiksek Lisans tezimdeki biitiin bilgileri etik davranis ve akademik kurallar ¢ergevesinde elde
ettigimi, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢aligmada, bana ait olmayan her
tiirlii ifade ve bilginin kaynagma eksiksiz atif yaptigimi bildiririm. ifade ettiklerimin aksi

ortaya ¢iktiginda ise her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.
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