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OQZET

ANNE SUTUNDE INSULIN BENZERI BUYUME FAKTORU PIN
BAGLAYICI PROTEINLERININ BLOTTING METODU iLE ANALIZI

Anne siitinde insiilin benzeri biiylime faktérii baglayict proteinlerinin
belirlenmesi i¢in dncelikle yagsiz anne siitiit SDS-PAGE elektroforezine tabi tutuldu ve
bunu takiben Western Blotting ydntemi uygulandi. Blotting sonucu nitroseliiloz
membran "1 ile isaretli IGF-I ile bir gece inkiibe edildi. Daha sonra Kodak BioMax

MS-1 X-Ray filmi ile dort giin boyunca -70°C’de inkiibasyona birakildi.

Elde edilen filmin 6zel filtre kullamlarak fotografi ¢ekildi. Bu sekilde IGF-I ile
baglanan IGFBP-2 ve IGFBP-3"iin varhg kamtlanms oldu.

Agustes, 2001 Mehtap YELDAN



SUMMARY

ANALYSIS OF INSULIN LIKE GROWTH FACTOR-I BINDING
PROTEINS IN HUMAN MILK USING WESTERN BLOTTING
METHOD

Defatted breast milk proteins were identified by SDS-Pelvacryamide gel
electrophosis and the protein bands were blotted by Western Blotting method. To
idedntify the insulin like growth factor-l binding proteins, the blot was incubated
overnight with 'I-labeled IGF-I. The blot was then exposed to Kodak BioMax MS-1 X-
Ray film for four days at -70°C te screen the proteins. The film was developed and was

shown that IGFBP-2 and IGFBP-3 were bounded by labeled IGF-I.

August, 2001 Mehtap YELDAN
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YENILIK BEYANI

ANNE SUTUNDE INSULIN BENZERI BUYUME FAKTORU PIN
BAGLAYICI PROTEINLERININ BLOTTING METODU iLE, ANALIZI

Anne sitinde IGFBP’lerin varhg '“lyot ile isaretli IGF-I ve gesitli yontemler

kullanilarak kanitlanmigtir.

Bu ¢alisma; bundan sonra yapilacak anne siitiindeki IGFBP’ler ile ilgili aragtirmalara
metot agisindan ¢ok yardimer olacaktir. Aynica anne siitiindeki IGFBP’lerin  varhgt

hakkindaki sorularida cevaplandiracaktir.

Agustos, 2001 Doc. Dr. Ayse OGAN Mehtap YELDAN
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BOLUM I. GENEL BOLUM

1.1 ANNE SUTU
1.1.1 Anne Siitii ve Meme Ucu Akmtisinin Ozellikleri

Anne sitii, yeni dogan bebek i¢in en iyi besindir, komposizyonu bebek
igin gerekli tim besinleri saglayabilecek ozelliktedir [1,2,3]. Gebeligin son
aylarinda, gogunlukla memelerden kiigiik miktar siit salgist olur. Dogumdan sonra
bebek emmeye baglayinca, sit hizla artar. Normal sartlarda, laktasyonun ikinci
giiniinde siit miktar1 100 ml civarindadir, ikinci hafta 500 ml’ye yiikselir. Etkili ve
yeterli siit olusumu, normal olarak dogumdan sonra 10-14 giin arasinda olur ve
sonraki aylarda, saghkli bir bebek 24 saatte 700-800 ml sut tuketir{4,5]. Buna
ragmen, anne ve bebek gruplan tizerinde yapilan ¢aligmalar, bu miktarlarda bityik
degisimler olabilecegini gostermektedir[2]. Anne siitii olusmaya basladiktan sonra

kolostrum, gegis siitii ve olgunlagmus siit olmak tzere ii¢ asama gegirir:

a. Kolostrum

Dogumdan hemen sonra salgilanan sart ve yapigkan bir sit
goriniimiindeki sivi, kolostrum olarak isimlendirilir. Laktasyonun ilk haftas:
boyunca salgilanir, kompozisyonu ve igindeki maddelerin miktarlar: olgunlasmis
siite gore oldukga farkhiliklar gosterir. Yag oram disik oldugu igin kalorisi, daha
sonra gelen siitlere gore biraz daha dugiiktir. San renk, A vitamininin Onciil
maddesi, beta-karotenden ileri gelir. Kolostrum, yiiksek protein ve disiik yag
miktan ile yeni doganin gereksinimlerini en iyi sekilde kargilayacak sekilde
ayarlanmugtir, ayrica antimikrobiyal proteinler; IgA, I1gG ve laktoferrin, albumin

ve laktalbuminler, olgunlagmus siite gore olduk¢a fazla miktarlardadir[6,7,8,9].

b. Gegis Siitii
Gegis siitii, dogumdan sonra 7-14 giin arasinda salgilamr. Protein miktari

dugerken, laktoz miktan artar[9].

¢. Olgunlasmus Siit
Genellikle dogumdan 15 giin sonra gelmeye baglar. Protein miktari

azalirken, yag oram olduk¢a artmustir. Buna bagh olarak enerji miktari da artar,



elektrolit miktarlar ise diigiis gosterir. Yapilan ¢aligmalar, sadece anneler arasinda
degil, aym anneden degisik zamanlarda alinan siut oOrneklerinde bile, siitiin

igeriginin oldukga degistigini gostermektedir[1,5].

Inek siitii ile anne siiti arasinda, ¢ok az benzerlik vardir. Inek sitii agirlikh
beslenen alt1 aydan kiicitk bebeklerde goriilen hipernatreminin en dénemli nedeni,
inek sitiniin yiksek oranda sodyum igermesidir. Inek siitiindeki sodyum ve
potasyum miktari, insan siitindekinin ¢ katidir, kompozisyonu da oldukg¢a
farklidir. Insan siitiindeki “whey” proteinlerinin, kazeine oram 65:35 iken, inek
stitiinin proteinlerinin % 80’i kazeindir[10]. Bu da inek sitiniin, yenidogan
tarafindan tolere edilmemesinin en 6nemli nedenidir. Inek sitii kazeininin midede

olusturdugu ¢okelek, insan siitiniin olugturdugundan daha kalin ve lastiksidir[11].

1.1.2 Anne Siitii Protein Icerigi

Siit proteinlerinin énemli bir bolimi meme bezlerinde, buyik onciil
molekiiller halinde sentezlenir, daha sonra mikrozomal proteazlar tarafindan
uygun yerlerinden pargalanir postsentetik olarak Golgi Aparatinda birikir, fosfat
ve sialik asit eklenerek glikoproteinler halinde ortama salmrlar[12]. Sutteki
protein miktar1, beslenmedeki degisiklikten etkilenmez, protein miktart dogumdan
hemen sonra, kolostrumda ¢ok vilksek iken, laktasyonun ilk haftasinda hizla

diigmeye baslar[13].

Siitteki proteinler iki grupta incelenir. Coken proteinler “Kazeinler” ve
cokmeyen proteinler “Whey” proteinler olarak isimlendirilir. Kazeinler,
izoelektrik noktalar1 pH:4.6’dan ¢oken fosfoproteinlerdir, beslenmede ¢ok onemli
olan, kalsiyumu baglarlar. Bebeg§in midesinde, ortamda g¢okelek olustururlar.
Laktasyonun erken doéneminde kazeinler, total siit proteinlerinin ~ % 20’sini

olustururken, daha ge¢ donemlerde ~ % 45’ini olusturdugu saptanmgtir[14].



1.2 ANNE SUTUNDE BULUNAN HORMONLAR,
BUYUME FAKTORLERI VE HORMON
OLMAYAN MADDELER

Siit ve kolostrum biyolojik aktiviteye sahip pek ¢ok protein, peptid ve
steroid igerir. Bu maddeler hormon (6rnegin; laktoferrin, transferrin), biiyime
faktorleri veya hormon dist etkileri olan maddelerdir. Sutte bulunan pek ¢ok

biyoaktif maddenin fonksiyonlarmin ¢ogu bilinmemektedir ve arastinlacaktir[15].

1.2.1 Hormonlar

A) Adrenal Bezi hormonlart

B) Gonadal hormonlar (Ostrojenler ve progesteron)

C) Beyin-gut hormonlart (GnRH, Somostatin, GH, TRH)

D) Bilyiime hormonlar: (Insulin, Relaksin, Bilyiime Hormonu (GH), Prolaktin
(PRL))

E) Diger hormonlar; Kalsitonin, PTH-related peptid, Eritropoetin, TSH, Tiroid

bezi hormonlar, prostoglandinler

Siitte bulunan hormonlarin icinde en ¢ok bulunanlant tiroid bezi

hormonlar, relaksin, gonodotropin serbestlestirici faktor, prolaktin ve 6strojendir.

Yukarida saydigimiz bu hormonlarin metabolik diizenlemeye katkilari
vardir. Ornegin adrenal bezi hormonlarindan kortikosteroidler meme bezinde
sentez kapasitesini arttirir, eritropoetin yenidoganda eritroporezi uyarirken, TSH
yenidoganda Ts/T, seviyesini dizenlemeye yardimci olur. Biiyiime hormonu
(GH), IGF-Iin hiicresel seviyedeki miktarim ayarlar ve biiyimeye yardimer olur,

PRL meme bezinde laktasyonu saglar [15].

1.2.2 Bityiime Faktorleri

Siitte bulunan biiyiime faktorleri Epidermal Biiyime Faktori (EGF),
Transforming Biiyiime Faktori o (TGF-ot), Transforming Buyime Faktori B

(TGF-B), Insulin Benzeri Bityiime Faktorleri; IGF-I ve IGF-11, Noral Biyume



Faktori (NGF), Insulin Benzeri Biyime Faktorii Baglayict Proteinleri
(IGFBP’ler) dir.

Yiiksek konsantrasyonda biyiime faktorlerinin olmasi ii¢ agidan énemlidir.

1- Sit anne organizmasimin biyolojik klirensinin yapildifn uygun bir ortam
olabilir.

2- Biyoaktif siit faktorleri meme bezinin biyiime fonksiyonunu etkileyebilir.
Ornegin, IGF’lerin meme bezinde yitksek miktarda bulunmasi gebelik
sirasinda ¢ok aktif meme biiyiimesi ve geligmesinin oldugu period ile uygun
diismektedir. Aym zamanda laktasyonun devam etmesi ve kesilmesi meme
bezinde bulunan pek ¢ok bilyiime ve biiyiimeyi engelleyici faktorler tarafindan
saglanmaktadir.

3- Siitte bulunan bu biyoaktif maddeler, besinlerin transferinde rol oynayabilir ve

pek gok cenin dokularin bilyiimesini ve farklilagmasimnin dizenler [15].

1.2.3 Hormon Olmayan Maddeler

Hormon dist etkisi olan, 6rnegin immunoglobulinler, allerjinler, opiyatlar,
enzimler, kasomorfinler ve siklik niikleotidler gibi maddeler de anne sutiinde
bulunmaktadir ve bunlarin bebegin gelisimi tizerinde onemli etkileri oldugu ileri

strilmektedirf15].

1.3 INSULIN BENZERi BUYUME FAKTORLERI
(IGF-I VE IGF-II)

nsan plazmasinda IGF’lerin varligt insilline karst olusturulan anti-
serumun insilin benzeri aktiviteyi engelleyemediginin gosterilmesi ile One
siriildi[15]. IGF’ler bugiin insilin, IGF-1, IGF-II ve relaksinden olusan insiilin
ailesinin bir kismdir. Bu ailenin farkh faktorlerinin arasindaki homoloji diger aile
bireyleri reseptorleriyle capraz reaksiyon verebilecegi ve biyolojik cevaplar
baglatabilecegi diigiincesini uyandirmaktadir. Insiilin benzeri bilyime faktorleri
(IGF-I ve IGF-II) hiicre bolinmesinde ve farklilasmasinda 6nem tagirlar. IGF-1 ve
IGF-II polipeptid yapidadirtar ve molekil agirhiklari 7.5 kD civanindadr.
Proinsiilinin homologlandir. In vitro ve in vivo deneylerde hem metabolik hem de

bitlyiime iizerine etkileri oldugu saptanmustir. Serum, sit ve difer biyolojik
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stvilarda bulunurlar ve kendilerine 6zgii olan sayilart bugiin igin 6 olan baglayici
proteinlerle sikica baglamirlar. IGF’ler endokrin etkilerinin yamsira onlan
baglayan proteinler olan IGFBP’lerin diizenlemesi altinda oto/parakrin etkilerde
gosterirler. IGF’ler bugiin en genig buyume dizenleyicisi, gelistiricisi ve

farkhlastiricist olarak genis bir gekilde dagilmiglardir[15].

Sitte bulunan biiyiime faktorleri, bilyiimenin ve meme dokusunun salmim
fonksiyonlarimin ~ diizenlenmesinde 6nemli oldufu kadar yeni doganin
biiytimesinin diizenlenmesinde, gelisim ve bagirsak sisteminin, gut, immiin sistem
ve diger noéroendokrin sistemlerin olgunlagmasinda da énemli rol oynarlar[15].
Klaksbrun [16], insan siitiinde tipk: inek sutinde oldugu gibi biiyume faktorlerinin
bulundugunu ve kiltir edilmis hiicrelerin biiyimesini saptayan ilk aragtirmacidir.
Baxter ve ark..[17] IGF’lerin insan siitiinde varligint Radyoimmiinoassay (RIA)
ile gostermislerdir ve en yiiksek konsantrasyonlarin gegis ve olgunlagmig siite
gore kolostrumda bulundufunu saptamuglardir. Malven ve ark.[18] ineklerin
dogum oncesi sekresyonlarinda IGF’lerin bulundugunu tespit etmislerdir. Diger
arastirma gruplari da siitte bilyiimeyi uyarici veya engelleyici etkisi olan bir takim

protein yapih faktorlerin varhigim saptarmglardu[15].

IGF-I'in temel kaynaginin karaciger oldugu samlmaktadir. Fakat IGF-I’in
m-RNA’ sinin meme bezlerinde eksprese edilmesi IGF-I’in lokal olarak da

{iretiminin onemli olabilecegini akla getirmektedir|15].

IGF reseptorleri insulin reseptorlerine gok benzemekle birlikte bir ¢ok
yonden farkhiliklar gosterir. Insilin reseptérii gibi molekil agirhig 300-350.000
dalton arasinda degisen bir membran glikoproteinidir. iki tane o alt unitesi ve iki
tane de B alt initesi igerir (90.000 dalton).Ornegin IGF-I reseptore baglandiginda
intraselliiler tirozine ozgii protein kinaz aktivitesini uyarir ve B alt Gnitesinin

fosforillenmesini saglar. Bu fosforillenmeyi takiben sinyal baglar[15].

Yukanida saydigimiz bu hormon ve biiyiime faktorlerinin bir kismi anne

kanindan yapist ve aktivitesi deBigmeden site derhal tagimirken bazilan

glikozilasyon, fosforilasyon ve proteoliz gibi islemlerle meme bezinde ve ya stitin

icinde bir takim degisikliklere ugramaktadir[15].



1.4 (IGFBP) INSULIN BENZERI BUYUME FAKTORU
BAGLAYICI PROTEINLER

IGF’ler serbest halde IGFBP’ler ile kompleks olustururlar(Sekil-1.1).
Bunlardan 6 tanesi karakterize edilmigtir. IGF-I ve 1GF-II"yi baglamalar1 farkhdir.
IGFBP’ler IGF etkisini diizenleyen en 6nemli diizenleyicidirler ve aym zamanda
IGF transport proteinlerini de kontrol ederler. IGF’den bagimsiz hareket eden
IGFBP’lerde  kesfedilmigtir. Ornegin; bilylime hormonunun seviyelerinin

tespitinde onemli indikatorler haline gelmislerdir{15].

IGFBP’lerin kandaki varh@ Hintz ve Liu [19] tarafindan gosterilmistir. Fakat
onemlerini o0 zaman ¢ok iyi kavramlmamugtir. Yakin zamanda yapilan bir
konferansta 6 tane baglayici protein oldugu agtklanmugtir ve bunlarin herbirinin

tanimlanmasi i¢in uluslar arasi bir isimlendirme kabul edilmastir [15].

Bilinen IGFBP’lerden dort tanesi(IGFBP-1-4) cesitli tirlerin sttinde
saptanmugtir. Fakat anne sitinde IGFBP-4 saptanmamistir. IGFBP-1 ve IGFBP-
3’tn IGF-I ve IGF-1'ye ilgisi esit iken, IGFBP-2’nin ilgisi IGF-II’ye IGF-I’den
daha fazladir[20].

IGFBP’lere ilaveten IGFBP-3ii baglayan bir protein varlig: kesfedildi. Fakat
IGFBP’lere dogrudan baglanmayan bu proteinin kan dolagiminda aside dayanikh
bir kompleks oldugu saptanmistir[15].

Diger IGFBP tiirlerininde muhtemelen siitte bulunduklari, sitin iglenmesi
sirasinda veya proteolitik olarak diger IGFBP’lerden kopan pargalar olduklar
tahmin edilmektedir. Fakat simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda sitte tespit

edilememisglerdir{15].

IGFL Receptor

Sekil-L1 IGFBP’nin Hiicre Yiizeylerine Baglanmasmun Etkisi ve IGF nin IGFBP’ye ve

Onun Reseptirlerine Baglanmas:



1.4.1 IGFBP’lerin Yapilan

Alt1 farkli IGFBP Tablo-1.1 deki gibi tanimlamir. Yaklagik 260°a yakin
amino asit uzunlugunda proteindirler. N ve C terminal bolgeleri, disulfit baglarla
konformasyon yapacak sekilde ¢ok sayida sistein kalintilan ile homololoji
gosterir. Birincil yapinin orta bolgesinde heterojenlik vardir, sirast herbir
IGFBP’ler igin karakteristiktir. Alti ¢esit baglayict protein biiylik oranda
degiskendir. Farkh kaynaklardan saflagtirilirlar. Reseptorlerden ¢ok daha fazla
IGF lere ilgileri vardir; tercihli olarak IGF-I1 ya da IGF-II‘ye bagh olabilirler;
aynca glikolizlenebilirler va da fosforlanabilirler. Hucre ylizeyleri matriks
yapilarla iliskive izin verecek gekilde olabilir. Belirli gen yapilarina sahip

olabilirler ve genleri farkli kromozomlarda yerlesiktir[21].

Tablo-1.1 Bilinen 6 IGFBP*nin, Molekiil Afirhklan, Kaynaklari ve Bazi Ozellikleri(21)

IGFBP SDS-PAGE |Kaynak Tercihli Glikozilas | Proteoliz
yon. ile bul. baglanma yon
M.A. (kDa)
1 25 Insan, koyun|IGF-I1= - -
ve inek sitii . | IGF-11
2 31 Insan, sigan, | IGF-II - +
inek ve koyun
suti.
3 42/38 fnek, koyun,|IGF-I= IGF-|{N-bagh |+
stgan ve insan| Il
suti.
4 26 Inek, koyun|IGF-I = IGF-|N-bagh |+
ve sigan siti. |1
5 29 Tespit IGF-11 - +
edilememistir.
6 23 Tespit IGF-11 O-bagh |-
edilememigtir,

1.4.2 IGFBP’lerin Fonksiyonlari

a-) IGF’leri plazmanin igine tagirlar, damar yiizeyinden akimim kontrol eder ve
metabolik klirensini diizenlerler.

b-) IGF’lerin dokuya yerlesmesine imkan saglarlar.

c-) IGF’lerin reseptorler ile etkilesimini dizenlerler.

d-) IGF den bagimsiz direkt fonksiyonlan vardir.
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IGFBP’lerin belli deneysel kosullar altinda IGF’lerin etkilerini arttirdiklan
kesfedilmigtir. Hiicre yiizeyine bagh bir IGFBP’nin biyolojik roli; IGF’lerin
baglanma ilgilerini azaltmaktir, boylece reseptorler ile etkilesime girmek igin

serbest kalirlar.

L4.3 IGFBP’lerin Tayin Metotlar:

IGFBP’ler  immiinoassay veya ligant-blot  yontemiyle  tayin
edilmektedirler. Ligant tekniZi kullamldigi zaman elektroforez ile aymrilan
IGFBP’ler veya onlann fregmanlan "1 ile isaretli IGF veya isaretli
poliantiklonal antikor ilave edilerek tespit edilirler. Ligant-blot ile IGFBP

yapilarinin IGF’lere baglanmasi goriinur hale gelir.

1.4.4 Sekresyon Materyalinin Kaynagi

Biyime faktorlerinin kaynagt ve site transferi icin  u¢ yol
disinilmektedir. Sekil-1.2’de  kaynaklar ve biiyiime faktorlerinin transfer
mekanizmalar gosterilmektedir. Ekstraselliiler sividan transfer edilebildikleri gibi
de nova sentez ile meme bezi hiicrelerinde sentezlenmektedirler. Meme
dokusunda ise epitel hiicreler ve epitel olmayan hiicrelerde drnegin fibroblastlarda

sentezlenmektedirler[15].

IGF sentez ve akisina spesifik IGFBP’ler ile eslik etmektedir.. Kandaki
IGF’ler IGFBP’ler ile smirlandiniimigtir ve ¢ogu hallerde IGFBP’ler 1GF’lerin
biyolojik etkilerini engeller. Biitiin hiicreler IGFBP’lerin sentezine katkida
bulunabilirler. Fakat sentez yontemleri doku ve hiicreler arasinda farklilik
gosterir, Meme sekretor epitel hiicreleri IGFBP’leri sentezler ve salgilar. Sekil-1.2
IGFBP’lerin meme hiicrelerinden, diger meme hiicrelerinden (v.b. fibroblastlar)
ve kandan meydana geldigini gostermektedir. Meme hiicreleri tarafindan
IGFBP’lerin sentezlenmesi ve salgilanmast IGF’lerin pozitif kontrolu altinda iken,
EGF’ler ile negatif kontrolu altindadir. Diger faktorlerin de bu diizenlemeye
katkisi olmasi muhtemeldir. Ayrica meme salgilarinda IGFBP’ler kolosturumda

ve dogum oncesi siit siirecinde degigir. Bu yiizden IGF’lerin aki mekanizmalart



IGFBP’lerin orneklerindeki degisiklikleri ve meydana geliglerini tamamlamahdir

(15).
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Sekil-L2 IGF’ler ve IGFBP’lerin Siitteki Varhg ve Hareketi Icin Diisiiniilen Mekanizma
A: Kapiler Yatak, B: Epitel Olmayan Hicreler(Fibroblastar), C: Gegis
Yollan

1.4.5 Hiicre Yapilarina Baglanma

IGFBP ler IGF aktivitesini hiicre yiizeylerine baglanarak da dizenlerler.
Mekanizma ¢ok 1yi anlasitimamakia birlikte IGFBP ler integrin ailesine ait
spesifik reseptorlere veya heparin baglayici domainlere baglanmirlar (Sekil-1.2).
Hucre yizeylerine baglanarak IGF ler ile hem fazla temas onlenmis hem de IGF
ler reseptorleri ile etkilesmede serbest kalmig olur. Hiicre yizeylerine baglanan
IGFBP’ler IGF den bagimsiz olan etkilerini de gostermis olur. Ornegin endotel
hiicrelerinden glukoz alinmmini arttirmak gibi. IGFBP’nin proteolitik yikim trina

IGF’ye baglanamazken hiicre buylimesini engelleyebilmektedir[15].

1.4.6 IGFBP’lerin Klinikteki Onemi

IGFBP’ler birgok metabolik olayda klinik 6nemi olan proteinlerdir. IGF-
IGFBP-Insiilin sisteminde olan degisiklikler biiyiime hormonu (GH) sekresyonu
ve etkisiyle dogrudan ilgilidir. Ornegin;biiyiime hormonu yetersizligi , akromegali
ve bityiime hormonu direnci gibi. Ozellikle IGFBP-3 miktarnin seviyesinin 24

saatte salinan toplam bilylime hormonu miktariyla ¢ok yakindan ilgili oldugu



saptanmugtir. Biiyiime hormonu yetersizligi olan g¢ocuklarda serum IGF-I ve
IGFBP-3 seviyelerinin, biiyiime hormonu yetersizligine bagh olmayan boy
kisaligi olan gocuklara gore daha az oldugu saptanmistir. IGFBP-3 seviyesindeki
farkhilik ¢ok daha bityiiktiir. Bunun bir sebebi IGFBP-3 seviyelerinin daha az
degisken olmasidir. Akromegali olan hastalarda ise IGFBP-3 seviyeleri g¢ok
yiiksektir. Bilyiime hormonu hassasiyetinin olmadigi durumlarda IGFBP-3
seviyesi ¢ok diisiiktiir ve disaridan IGFBP verilse de seviyeleri artmaz. Bu durum
IGFBP-3’iin élgiimiini bilyiime hormonu yetersizligi veya direnci olan ¢ocuklarda
cok degerli bir teshis parametresi haline getirir. Aym sekilde akromegalide de

rutin bir laboratuar testi haline gelmigtir [21].

IGFBPlerin Renal yetmezlikte hormon dengelerinin bozulmasina baglh
olarak IGFBP 3 diisiik molekiil agirlikli fregmaninin agiri miktarda oldugu IGF
ile baglanmanin da agirt oldugu ve bu durumun biiytime tizerinde olumsuz etkisi

oldugu saptanmustir{21].

Tumor hipoglisemisinde ve kanserde IGFBP 6l¢iimii 6nem kazanmugtir.
Bazi1 kanserli hastalarda serum IGFBP-2 seviyesi artarken IGFB-3 seviyesinin

azaldig: saptanmugtir{21].

Katabolik durumlarda ¢rnegin ameliyat sonrasi, diabet ve gebelik gibi

durumlarda IGFBP miktarlarini arttigt saptanmistir[21].

Biz bu calismamizda IGF-I’i baglayan proteinlerin siitteki varlifim
Western Blotting Metodunu kullanarak gosterdik. Bu ¢aligma IGF-I izolasyonu ile
ilgili kapsamli projenin bir kismmi gergeklestirmek amaci ile yapilmustir.
Caligmamiz klinik ¢aliyma yapmak isteyen arastirmacilarin katithmi ile devam
edecektir. Calismamizin bundan sonraki bolimiinde beslenmesi tam oldugu halde
gelisim bozuklugu gosteren yeni doganlarin anne siitlerinde IGFBP yoniinden

eksiklikleri olup olmadiginin aragtiriimasidir.
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BOLUM I1. DENEYSEL BOLUM

IL1 BIYOLOJIK MATERYAL (ANNE SUTU TEMINI)

Anne siti Pakize Tarzi Klinigi'nden temin edildi. Sat 6nce 3700 rpm’de

santrifiijlendi. Santrifiij sonucu ustte toplanan krema uzaklastirildi. Toplam hacim

3 ayn kisma boliinerek gerekli ¢aligmalar i¢in ~40°C’de sakland:.

1.2 KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Caliymamizda kullamlan Tris-HCl (Tris [hidroksimetil] aminometan
hidroklorik), Tris-baz (Tris [hidroksimetil] aminometan), Bisakrilamid
(N,N’Metilen-bis-Akrilamid), TEMED (N,N,N’ N -Tetrametil etilendiamin) ve
BSA(Bovine serum albumin), Sigma, St. Louis, MO,USA). ; Comassie
brillant blue R-250, Metanol, Glasial asetik asit, Borik asit, SDS (Sodyum
dodesil siilfat), Amonyum persulfat, Gliserin ve Brom fenol blue, Merck Co.
Darmstadt; Akrilamid (Akrilik asit amid) ve Glisin, Fluka Co.; 1237 ile isaretli
IGF-1, Research Reagents firmalarindan temin edildi. Kullamlan bitin
reaktifler analitik safliktadir. Film: Sigma, KODAK, Biomax MS-1 (13*18),
Kaset: Sigma, Exposure Cassette, Stainless Steel (13*18 Film), Nitroselluloz

membran: Sigma, St. Louis, MO,USA.

1.3 KULLANILAN CIHAZLAR

Spektrofotometre

Otomatik Mikropipet

Hamilton Pipetler

pH metre

Etiv

Hassas Terazi
Vorteks

Derin Dondurucu
Distile Su Cihaz1

Elektroforez Cihaz
(SDS-PAGE)

Elektroforez Giig¢ Kaynagi

SCHIMADZU UV-VISIBLE RECORDING
SPECTROPHOTOMETER UV-240
TRANSFERPETTE(GERMANY)

50ml’lik, 25mI’lik

ELEKTRO-MAG

GENLABMIDI 72/ AL (100 derece)
SATORIOS ANALYTIC

FISONS Whirli Mixer

SANYO Medical Freezer

FISTREEM CYCLON

SCHLEICHER&SCHUELL, Pofile  System

SIGMA-ALDRICH, TECHWARE PS 250-2
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¢ Blotting Cihaz1 SAMMY, SCHLEICHER&SCHUELL,

Semi-dry blotter

I1.4 HAZIRLANAN COZELTILER

Modifiye Lowry Metodu ile Protein Tayini ig¢in Hazirlanan Gézeltiler

PBS (150 mM NaCl + 5 mM Na;PO, pH=8.0)
% 15 DOC (Sodyum deoksi kolat)

% 72 TCA (Trikloroasetik asit)

2.0 mg/ml BSA (Bovine serum albumin)

A Reaktifi (CTC+SDS+NaOH+Su)

B Reaktifi (1:5 Folin-Ciocalteau :Distile Su)

SDS-PAGE Metodu icin Hazirlanan Gozeltiler

% 10 SDS (Sodyum dodesil siilfat)

% 10 APS (Amonyum persiilfat)

Akrilamid/Bisakrilamid ¢ozeltisi (30 g/0.9g)/ dL.)

Tris Cozeltisi (1.5 M, pH:8.8)

Tris-HCL Cozeltisi (1.0 M, pH:6.8)

Boyama ¢ozeltisi (2.5g Comassie Brillant Blue / 454mL Distile Su / 454mL
Metanol / 92mL Glacial Asetik asit)

Boya ¢ikarma ¢ozeltisi (%010(V/V) Asetik asit)

PAGE Tamponu (3g Tris-baz / 15g Glisin / 1g SDS / 1000mL Distile su)
PAGE Yiikleme Tamponu (1mL Tris-HCl/ 1.6mL Gliserin / 2mL %10 SDS /
0.2mL %0.1 Brom fenol blue / 8mL Distile su)

Western-Blotting igin Hazirlanan Cozeltiler

125;:

®

Blotting Tamponu(50mM Borat / %20 Metanol pH:9.0)
(3.09g Borik Asit, 250mL Metanol, 18.6mL 1N NaOH, 750mL Distile su)

li IGF- lile igaretieme igin Hazirlanan Gézeltiler

Salin(0.15M NaCl, 0.01M Tris-HCl, 0.5mg/mLSodyum Azid, pH:7.4
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o %3 NP 40
o %1 BSA
o %0.1 Tween 20

Otoradyografi Metodu igin Hazirlanan Gozeltiler

e Developer Cozeltisi

e Fixer Cozeltisi

1.5 KULLANILAN YONTEMLER

I1.5.1 Modifiye Lowry-Peterson Metodu (Anne Siitiinde
Protein Tayini) [23]

Kullanilan Stek Cozeltiler

1-%20’lik Sodyum Karbonat ¢ozeltisi hazirlandi ve bu ¢ozeltiye Bakar Siilfat
Tartarat ¢ozeltisi eklenerek son konsantrasyon’u %0.1 olan CuSQ4.5H20 elde
edildi. %0.2 Potasyum Tartarat ve %10 Sodyum Karbonat eklendi.

2- %10 SDS

3- 0.8N NaOH

4- Folin-Ciocalteau reaktifi 2N. Asidik ¢ozeltide Sodyum Tungstat ve Sodyum
Molibdat igerir.

Kullanilan Cahsma Cozeltileri

1- PBS (Fosfat tuz tamponu) 150mM NaCl, SmM Na;PO,, pH=8.0

2- % 0.15 Sodyum Deoksi Kolat{DQOC)

3- % 72Triklora Asetik Asit(TCA)

4- Sigir Serum Albumin(BSA)

5- AReaktifi: CTC, SDS, NaOH stok ¢ozeltileriyle suyun esit miktarlardaki
karigimt galigmann biyikligine gore hazirlandi.

6- B Reaktifi: 1:5 oraninda Folin Ciocalteau ile distile su kartsimui hazirland.



Deneyin Yapihs:

BSA OpL 10puL 20uL 40uL 80uL
Distile su 1000uL 990uL 980uL 960uL 920uL
%15 DOC 100uL.| 100uL| 100uL| 100uL|  100uL
%72 TCA 100pL 100puL 100puL 100pL 100puL
A reaktifi(1:1) 1000pL|  1000uL| 1000ul.| 1000puL| 1000pL
A reaktifi 1000pL| 1000uL| 1000uL| 1000uL| 1000uL
B reaktifi 500uL 500uL 500uL S500uL 500ul.

%15°lik DOC ilavesinden sonra 10 dakika beklendi.

%72’lik TCA ilavesinden sonra karigtirma islemi uygulanarak tiipler10 dakika

10000*g’de santrifiijlendi. Sipernatantlar dekante edilerek tiipler ters gevrildi ve

uglart iyice kurulanip o halde tutuldu.

1.A Reaktifi eklenmesinden sonra tekrar karigtirma iglemi uygulandi.

2.kez A Reaktifi eklenip tupler kanstirildi ve 5 dakika beklendi.

B Reaktifi ilavesinden sonra karigtirma uyguland: ve 30 dakika beklendi.

600nm’de 1.TUP 2. TUP 3.TUP ORTALAMA
Abs.olciimii

10 uL BSA 0.033 0.048 0.040

20 uL BSA 0.131 0.138 0.123 0.131

40 uL BSA 0.208 0.200 0.204

80 uL BSA 0.446 0.452 0.434 0.444

100 WL ORNEK | 1.184 (1:1) 1.056 1.120

ORNEK : 100uL Yagsiz sit, 900uL Distile su
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Sekil-1L1 Modifiye Lawry Protein Standart Grafigi

IL5.2 SDS-PAGE Yontemi[25]

: L : l 4
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Bu y6ntem proteinleri denatire ederek, molekiil agirliklarina gore

peptidlerine ayirir.

Kullanilan Cozeltiler

1- Tris-baz ¢ozeltisi(1.5M, pH=8.8)

2- Tris-HCl ¢ozeltisi(1.0M,pH=6 8)

3- SDS ¢ozeltisi (%10W/V)

4- Akrilamid/Bisakrilamid ¢ozeltisi ((30g/0.8g)/dL)
5- APS ¢ozeltist (%10W/V, hazirlandiktan sonra hemen kullanilmalidir).
6- TEMED

7- Glisin

8- Gliserin

9- Bromfenol blue ¢ozeltisi (S61W/V)

10- Boyama ¢6zeltist

11-Boya c¢ikarma ¢ozeltisi

12- PAGE tamponu

13- PAGE yiikleme tamponu
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Deneyin Yapihisi
1. SDS-PAGE icin Slab Jelin Hazirlanmas

a. %12.58’luk Jelin Hazirlanmasi

Bidistile su : 10 ml
Tris-baz(1.5M, pH=38.8) :7ml
Akrilamid/Bisakrilamid((30g/0.8g)/dl) :12.5ml
%10 APS :0.1ml
%10 SDS :0.3 mi
TEMED 120 L

Bu reaktifler sirasi ile bir erlene devamh kanstirilarak konuldu. Hemen
gradient olusturucunun 2. kolonuna konuldu. En son TEMED koyularak

karigtirmaya devam edildi.

b. %4.5’luk Jelin Hazirlanmas

Bidistile su 0 7.5ml
Tris-HCI(1.0M,pH=6.8) :1.25ml
Akrilamid/Bisakrilamid((30g/0.8g)/dl) :1.5ml
% 10 APS :0.1ml
% 10 SDS :0.1ml
TEMED - 10 pL.

Bu reaktifler sirast ile bir erlene devamli kanistirilarak konuldu. Hemen
gradient olusturucunun 1. Kolonuna konuldu. En son TEMED konularak

karigtirmaya devam edildi.

Peristaltik pompa ve gradient olusturucu yardimiyla hazirlanan jellerin
bulundugu kolonlarim muslugu agilarak jellerin farkli konsantrasyonlarda
karigmasi saglandi. Dikey olarak tutulan 2 cam levhanin arasma enjektor
yardimiyla jel dokiildii. Hava kabarcigt kalmayacak sekilde jel igine tarak

yerlestirildi. Jelin giin 1g18inda tamamen polimerize olmasi beklendi.
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2. SDS-PAGE icin Orneklerin Hazirlanmast

Total protein tayini yaptlms protein érneklerinin herbirinden 100 pL alindt ve
100 pL. PAGE-Yikleme tamponu ile karistirild. 1 dakika kaynar su banyosunda
isitlldt ve  sofumasi i¢in beklendi. Bu sekilde denatiire edilen protein

karisimlarinin 25 pg protein igeren hacimleri (uL) kuyulara tatbik edildi.

3. SDS-PAGE icin Standart Protein Karistmmin Hazirlanmasi

Bu ¢alismamizda Sigma’nin diisiik molekiil agirhkh standart protein karisim
kullamlmigtir. Liyofilize karistm 7 protein igerir. Bu proteinler asagida
belirtilmigtir.

Tablo-II.1 Diisitkk Molekiil Agirhkh Standart Proteinler

Standart Molekiil Agirhgn
Sigir Albumin 66.000
Yumurta Albumin 45.000
Gliseraldehit-3-P-Dehidrogenaz 36.000
Sigir Karbonik Anhidraz 29.000
Tripsinojen, (Sig@ir pankreast) 24.000
Tripsin Inhibitor, (Sigir siitii) 20.000
a-Laktalbumin, (Sig1r siiti) 14.200

Yaklastk 3.5 mg olan liyofilize kangim 1.5 mlL PAGE Yikleme
Tamponunda ¢oéziildii. 1 dakika kaynar su banyosunda isitildi.. Bu karigimdan

kuyu basina 10pL konuldu.
4. Elektroforez Islemi

Calisma yapilacagl zaman tarak iist jeli bozmayacak sekilde dikkatlicce
¢ikanilir. Denatiire edilmis anne siit 6rnegdi ve standart protein karigimi hesaplanan

miktarda kuyulara Hamilten pipeti yardimiyla tatbik edildi.

Jel basina 30 mA’lik akim uygulandi. Marker ¢ozeltisinin jelin 21t kismina

0,5-1 cm yaklaginczya kadar yaklasik 2-2,5 saa! elsktroforeze d2vam edildi. Jel
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kasetten bir spatiil yardimu ile alinarak boyama ¢oézeltisi igerisine konuldu. 30
dakika bekletildi. Sonra boya ¢ikarma ¢ozeltisine alindi. Bir gece ve ya daha
fazla boya ¢ikarma gozeltisinde tutularak protein bantlarmin iyi bir sekilde

goriinmesi saglandi.

Anne sitindeki protein bantlarinin Rf degerleri hesaplandi. Molekiil
agirhklan, standart proteinlerin molekiil agirliklant ile Rf leri arasinda ¢izilen

grafikten yararlanilarak hesapland.

I1.5.3 Nitroselilloz Membrana Bletting[26]

Kullanilan Cozeltiler

1- Borik Asit (50 mM)

2- Metanol (%20)

3- NaOH (1IN)

4- Borat tamponu (3.09g Borik Asit, 750mL Deiyonize su, 200mL. Metanol,
18.6mL 1N NaOH hepsi 1L ’ye tamamlanir (pH=9.0) ).

5- Salin ¢ozeltisi (0.15M NaCl, 0.01M Tris-HCl, 0.5mg/ml Sodyum azid
(pH=7.4))

Deneyin Yapihsi

Membran elektroforez isleminin sona ermesine 30 dakika kala hazirland:.
3 kat kaln filtre kagidi birkag dakika Blotting tamponunda ¢alkalandiktan sonra
Western Bloting aletine yerlestirildi ve hava kabarcig:s kalmamasi igin bir bagetle
uzerlerinden gecildi. Bu ii¢ kat iizerine Nitroseliiloz Membran vyerlestirildi.
Membranin  blot edilecek jelin etrafindan 3 mm tagmasina dikkat edildi.
Elektroforez isleminden ¢ikarilan jel membranin Gzerine yayildi ve tizerine blot
tamponunda slatilmug 3 kat filtre kagidi teker teker yayildi ve hig hava kabarcig
ve sivi kalmamas: saglandi. Blot ¢emberi kapatildi ve oda sicakhifinda 400
miliamper sabit akim verildi. Bu iglem yaklagik 3 saat sirdu. Boylece elektroforez
jelindeki protein bantlarinin tamamen nitroselitloz kagidimiza gegmesi saglandi.
Sonra membran 37 C’de 5 dakika kurutuldu. Daha sonra membran ilk olarak
%3’lik NP40 iceren Salin ¢ozeltisinde 4'C’de 30 dakika bekletildi, ikinci olarak
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%1’lik BSA igeren Salin ¢ozeltisinde 4°C’de 2 saat bekletildi ve son olarakta

%0.171ik Tween 20 iceren Salin ¢ozeltisinde 4°C’de 10 dakika bekletildi.

IL54 "I ile isaretli IGF-I ile Nitroselliloz Blotun
Inkiibasyonu

Bloting isleminden sonra membran %1’lik BSA ve %0.1°lik Tween 20
igeren 3 ml’lik Salin gozeltisi i¢indeki Iyot-125°li IGF-I (400.000 cpm) ile bir
gece boyunca 4°C’de inkiibe edildi. Bu islem hava kabarcigi bulundurmayan ve
membrandan ¢ok biiyiik olmayan plastik bir torbada gerceklestirildi. Daha sonra
nitroselilloz membranimiz 2 kez 4°C’de 15 dakika boyunca %0.1°lik Tween 20
iceren Salin ¢ozeltisinde bekletildi. Daha sonrada 3 kez 4°C’de 15 dakika Salin
cozeltisinde bekletildi ve oda sicaklifinda kurutuldu [25].

11.5.5 Otoradyografi

1 ile isaretli IGF-I ile inkiibasyon igleminden sonra membran kasete
yerlestirildi ve karanlik odada lizerine 1 adet Kodak Biomax MS-1 X-ray film
yerlestirildi. Kaset -70°C’de 4 giin boyunca saklandi. Karanlik odada plastik
cimbiz yardimiyla film gikanlarak 3 dakika developer ¢ozeltisinde galkalandi,
sonra saf su cozeltisinde 3-4 dakika bekletildi, son olarak fixer ¢ozeltisinde 3

dakika calkalandi. Film bir yere asilarak oda 1sisinda kurutuldu[26].

I1.5.6 Standartlari Yerlerinin Belirlenmesi

Calismamiz =~ swrasinda  otoradyografide  protein  standartlarmm
gorintileyebilmek igin gerekli 1C igaretli standart kangimi firma temsilcisinin
degismesinden otiiri temin edemedik. Nitroselliloz blotun Kodak Biomax MS-1
X-ray film ile temasindan hemen sonra blotu Pounce-S boyast ile boyayarak

orneklerin yerlerini Sekil-I11.2 de saptadik ve film tizerinde isaretledik.
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Tablo-11.2 Diigitk Molekiil Agirlikh Standart Proteinlerin Molekiil Afarhiklar: ve

Elektroforez Senucu Hesaplanan Rf Deferleri

St. prot. mol. agirhig: LnMA Rf
66000 11.1 0.31
45000 10.7 0.48
36000 10.5 0.57
29000 10.3 0.67
24000 10.1 0.75
20000 9.9 0.89
14200 9.6 0.98

£
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e Lo R Ty p——

Sekil-IL2 Diisiik Molekiil Agiriikh Ttandart Proteinlerin nMA’lan ve Rf ‘leri

Arasinda Cizilen Dogrusal Grafik
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BOLUM III. SONUCLAR

11L1 SUTTE TOTAL PROTEIN MIKTARI

Anne siitiinde Modifiye Lowry-Peterson metodu ile bulunan total protein
miktan 3960 pg/mi’dir. Her bir elektroforez kuyusuna farkhi konsantrasyonlarda
siit ornekleri uyguland: ve siit omeklerine % 4.5-12.5 lineer gradient akrilamid

slab jel elektroforezi uygulanmasi sonucu ¢ikan protein bantlari Sekil-111.1°de

gosterilmistir.

HL2 SUT ORNEKLERININ SDS-PAGE LINEER
GRADIENT JEL ELEKTROFOREZI

Sekil-IIL1 Siit Ornefimizin ve Diisitk Molekiil Afirbkh Standartlarm % 4-14 Lineer
Akrilamid Siab Jel Elektroforezi. Saidan Sela Dofru Sira1,5,10;Diisiik Molekiil
Agirbkh Standart Proteinler, 2,6,8;15 pg Protein iceren Sik Omegi, 3-Ornek
Tatbik Edilmedi, 4,7;12.5 ug Protein Iceren Siit Ornegi , %10 pg Protein iceren

Siit Ornesi,
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M3 ANNE SUTUNDE OTORADYOGRAFI ILE
BELIRLENEN IGFBP’LER

IGFBP-3 =
IGFBP-2 >

Sekil-111.2 Otoradyografi ile Cikan IGFBP Bantlar:
I1L4 IGFBP’LERIN SAPTANMASI

Otoradyografi sonucunda Sekil-1I1.2 den de goriildiigi gibi iki adet I ile
isaretli IGF-I ile etkilesen IGFBP bandi saptandi. Sekil-IL2 yardim ile bu
bantlarin molekil afirhiklarimm 33.500 dalton ve 41.000 dalton oldugu ve
literatirle [21] karsilagtinldiginda bu bantlarin yukaridan itibaren birincisinin
IGFBP-3 ve ikincisin IGFBP-2 oldugu saptandi.
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BOLUM IV.TARTISMA

IGF-1I ve IGF-I1, baglayici proteinler adi verilen bir protein ailesi ile iligkili
bir sekilde bulunmaktadirlar. IGF” lerin bu proteinlere reseptorlerden daha fazla
ilgili olmasi, bu proteinlerin meme bezinde hiicresel seviyede IGF-T'in
biyoaktivitesini dizenledigini gostermektedir. Meme epitel hicreleri IGF
baglayict proteinleri sentezlerler. Bunlardan 6zellikle IGFBP-3, IGF-I tarafindan
kontrol edilmektedirler. Fazla miktarda IGFBP-3 yaptig1 gosterilmistir. Bu bilgiler
IGF‘in baglayic1 proteinlerin yapimim uyardigim agiklamaktadi[21}].

IGFBP’ lerin pek ¢ok fonksiyonu vardir. Meme epitel hiicrelerinin
potansiyel bir mitojeni olmasinin yamsira IGF’ lerin yani 6mriinii artttrmak,
IGF’y1 kandan dokulara gétirmek ve IGF’yi spesifik hiicre tiplerine ve dokulara
baglamak ve meme epitel hiicresinin apoptozunu onleyebilmek gibi ozellikleri de
vardir. Hicresel seviyede IGF’lerin aktivitesini arttirmak veya azaltmak gibi
etkileri de vardir[21].

Beslenme durumun da dolasimdaki IGF-I ve IGFBP konsantrasyonunun
onemli bir dizenleyicisidir. Laktasyondaki ineklerin yemleri azalildiginda IGF-1
miktan diserken IGFBP-2 konsantrasyonunun arttig: saptanmigtir. IGF-I ve IGF-
I nin arteryel infiizyonu hem siit miktarim hem de meme kan akigmi arttirdig
saptanmugtir. Etki hizli  oldugundan dogrudan etkisi oldugu sonucuna

varilmigtir{21].

Transjenik farelerde hangi IGF ve IGFBP’nin laktasyondaki meme bezini
etkiledigi konusunda yapilan ¢aligmalarda IGF-I ve IGFBP-3"iin en ¢ok yapildigi
ve daha az sayida apoptotik hiicrelerin oldugu gozlenmigtir. Meme kanseri
hiicrelerine sadece IGFBP-3 ilave edildiginde doza bagimli olarak DNA
sentezinin oOnlendigi gorilmustir. IGFBP-1 verildiginde ise boyle bir etki
goriilmemigtir. Ostrojene pozitif meme kanseri hiicrelerine IGFBP-3 katildiginda
hitcre ¢ogalmasinin engellendigi saptanmgtir. Bu mekanizmalarin normal meme

epitel hiicre buytimesinin kontroli ile ilgisi halen arastirma konusudur{21].
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Bu ¢ahgmada IGF-1 baglayici proteinlerin  tanimlanmalant  igin
elektroforezden faydalandik. Elektroforez igleminde, baglayici proteinlerin
yapisint bozdugu igin S-S baglanm kirmadik, bu yiizden alt unitelerini
tanimlayamadik, bizim burada yapmak istedigimiz, IGF-I’i baglayabilme ozelligi

olan temel elemanlart ortaya koymaktir.

IGFBP sistemi hayli karigik ve yiiksek derecede diizenlemelere maruzdur.
Bu duzenlemeler ve proteazlar ile modifikasyonlar IGF nin hiicre fonksiyonu ve

metabolizma tizerine etkilerini onemli hale getirmektedir[21].

Caliymamizda otoradyografi sonucunda molekill aguhiklart yaklagik
33.500 ve 41.000 Dalton olan iki tane IGFBP bant1 elde ettik . Bu molekiil
agirhiklarm literatiirle [21] kiyasladiginizda bu bantlann; IGFBP-2 ve IGFBP-3
‘ye karsilik geldigini saptadik. IGF-I’e spesifik olan bizim saptamak istedigimiz
en 6nemli fraksiyon IGFBP-3 idi.

IGF-I 6zelliklede IGFBP-3 erken dogan bebeklerin geligimi igin énemlidir.
IGFBP-3 en 6nemli IGF tastyicisidir. IGF-I1 ve IGFBP-3iin her ikisininde enerji
ve protein alimi ile dogrudan ilgileri vardir ve yeni doganin beslenme durumu

hakkinda 6nemli ipuglari verirler.

IGF-1, IGF-II ve IGFBP-2 insan siitiinde inek stitiine gore bir hayli yiiksek
oranda bulunmaktadir. Inek siti orjinli mamalarda bu faktorler tespit
edilememigtir. Insan siitindeki IGF’lerin kaynag heniiz netlik kazanmamistir,
meme bezinden mi yoksa annenin kamindan mu ileri geldikleri heniiz
bilinmemektedir. Siitlerine insan rekombinant IGF-I katilarak beslenen inek
yavrularimin dolagimdaki IGF-I miktarlarinda artig oldugu gozlenmigtir. Buda
IGF-I’in siitten emildigini ve anne siitii ile beslenen erken dogan bebeklerin

kaninda daha fazla bulunmasim agiklamaktadir[24].

Erken dogan bebeklerin IGF-I seviyeleri ve baglayici proteinlerin bebegin
gelisimi Gzerine etkileri ve uzun vadeli biyolojik sonuglan tizerinde daha gok
calistimast gerekli konulardir. Biz g¢alismamizda kolostrumda IGFBP’lerin
varhigimi  gostererek metodu yerlestirdik. Bundan sonra klinik olarak bu

caligmalarimiza devam etmeyi planhyoruz.
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