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OZET

Laktoferrin 75.000 ile 80.000 Dalton molekiil agirligina sahip tek zincirli bir
polipeptid olup transferrin ailesinin biyoaktif bir glikoproteindir. Laktoferrin
siitte ve memelilerin viicut sivilarinda bulunan ¢ok fonksiyonlu proteinlerden
biridir. Laktoferrinin biyolojik ozelliklerinin bir ¢ogu demir baglamasi ile
iliskilidir. Bununla birlikte antibakteriyel. antiviral, antifungal, antikanser,
antiinflamatuar ve antioksidan ozelliklere de sahiptir. Sigir laktoferrini
giiniimiizde uygun demir dagilimi, insan sitiiniin taklit edilmesi ve
hastaliklara karsi dogal savunmaya yardimcr olmasi gibi amaclarla ticari
iirtinlerde kullanilmaktadir. Ayrica bebek mamasi, gida, kozmetik ve tibbi
bakim alanlarinda da yeralmaktadir. Bu nedenle calismada laktoferrinin
yapist, biyokimyasal ve teknolojik 6zellikleri hakkinda bilgi verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Demir Baglayan Glikoprotein, Laktoferrin, Kesilmis
Siit Proteinleri.

THE BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF LACTOFERRIN,
BIOACTIVE GLYCOPROTEIN

ABSTRACT

Lactoferrin, a bioactive glycoprotein of the transferrin family, consists of a
single polypeptide chain with a molecular weight of 75,000 to 80,000
Daltons. Lactoferrin, one of the many multifunctional proteins in milk, is also
found in other secretory fluids of mammals. Most of the proposed biological
activities of lactoferrin are related to the binding of iron, but non-iron related
functions have been described as well antibacterial. antiviral. antiinflamatuar
and antioxidant properties. Bovine lactoferrin is currently used in commercial
products targeting at optimal iron delivery, mimicking human breast milk or
boosting the natural defence against infections and its application in infant
formulas, foods, nutritional supplements. cosmetic and medical care.
Therefore, we have given information about structure, biochemical and
technological properties of lactoferrin in this study.
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1.GIRIS

Sorensen ve ark.[1] 1939 wyilinda, inek siitinde bulunan ve serum
transferrinine benzerligi olan kirmizi bir protein fraksiyonu tanimlanmistir.
Bu protein 1961 yilinda Blanc ve Isliker [2] tarafindan “Laktoferrin™ olarak
adlandirilmstir. 11k kez siitten elde edildigi i¢in bu isimle anilan laktoferrin
sadece siite 6zgii bir protein degildir [3]. Laktoferrin meme bezi epitel
hiicreleri, gbzyasi bezi, tikriik bezi, bronsiyal bezlerin epitel hiicreleri.
seminal  vezikiiller, endometriyum mukoza hiicreleri ve bdbrek tubul
hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir [4,5]. Ayrica eklem sivisi. pankreas
salgilarnt ve safra gibi bircok ekzokrin sivilarda [3] ve heterofilik 16kosit
eraniillerinde yogun olarak bulunmaktadir [5]. Laktoferrinin plazmadaki
miktarn siittekine oranla onemli olciide diistik seviyededir [3]. Plazma
laktoferrini yangisal reaksiyonlar boyunca nétrofiller tarafindan sentezlenip
salinan laktoferrinden koken almaktadir [6].

2. TUR FARKLILIKLARI VE MIiKTARI

Siit laktoferrin miktart tiirler arasinda biiytik oranda farklihik gdstermektedir.
Insan ve diger primatlar ile domuz ve fare sitinde laktoferrin seviyesi
viiksek olmasma karsin, inek ve diger gevisgetirenlerin siitiinde ¢ok
diisiiktiir. Siit laktoferrin seviyesi diistik olan tiirlerde ise, siit transferrin
sevivesi yiiksektir. Boylece siitteki demir miktarina baglh olarak bircok farkl
tirtin stittinde hem transferrin hem de laktoferrinin birlikte bulundugu
eoriilmektedir [5]. Rat ve tavsan gibi bazi tiirlerin siitleri laktoferrinden
yoksun olup bunun yerini transferrin almaktacdir. Kopek sitii, demir
bakimindan ¢ok zengin olmasma karsin transferrin miktart oldukga diisiiktiir
ve ayni zamanda laktoferrin bulunmaz [5].

Tablo L. Bivolojik sivilarda faktoferrin miktarlarn (6).

Bivolojik sivilar Miktar

Insan kolostrumu 7 mg/ml

Insan sat -2 mg/ml
Gozyast 2.2 mg/ml
Seminal plazma 0.4-1.9 mg/ml
Eklem sivisi 10-80 ug/ml
Tiikirtk 7-10 pe/ml
inek kolostrumu 1.5 mg/ml
Inek siitii 20-200 pg/ml

Laktasyon stiresince Ankara Kecileri'nde stit ve serum laktoferrin miktarinm
ELISA ile belirlendigi ¢alismada, siit laktoferrin diizeyleri ortalama 39,43-
63,97 pg/ml arasinda degisim gosterirken, serum laktoferrin  diizeyleri
ortalama  2.17-3.08 pg/ml arasinda bulunmustur. Laktasyon periyodu
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boyunca Ankara Kegileri'ndeki siit ve serum laktoferrin diizeyleri yiliksek
bireysel farkhltklar gdstermistir [7]. Masson ve Heremans [5]m insan,
domuz ve kobayda laktasyon periyodu boyunca siit ve kolostrum
diizeylerinde tespit ettigi degisimler Ankara Kegileri'nde gdzlenmemistir.
Cahsmadan elde edilen serum laktoferrin ile siit laktoferrin diizeyleri bugtine
kadar yapilan gesitli hayvanlardaki siit ve serum laktoferrin diizeylerine gére
oldukea diisiik degerlerde bulunmustur. Bu calismada elde edilen diistik siit
ve serum laktoferrin diizeylerinin sebebi Ankara Kegileri'nin esas olarak
tiftik tiretimine yonelik yetistirilmesiyle ilgili olabilir. Ankara Kegileri'nde 2
aylik periyot boyunca yavrularm annesini emmesi diginda st sagimi
yaptlmamusur [7]. Nitekim Tsuji ve ark. [8]'nmn verim yonleri ve rklar
farkli sizirlarda kolostrum laktoferrin miktarmi olctikleri ¢ahsmada st
sigirlarida kolostrum  laktoferrin miktart ortalama 2 mg/ml iken et
sigirlarida 0,5 mg/ml bulunmustur. Kolostrumdaki laktoferrin miktar: stit
sigirlarinda laktasyon sayisindan etkilenirken, et sigirlarinda etkilenmedigi
gozlenmistir. Cok dogum yapmis dolayisiyla laktasyon sayisi yiksek stit
sigirlarindaki laktoferrin miktari 1. laktasyondaki siit sigirlarina gore 2-3 kat
yiiksek  bulunmustur.  Farkh wk  etgi sifirlar  arasinda laktoferrin
miktarlarindaki degisim cok diisiik gozlenmistir. Hayvanlarin yarisinda
laktoferrin diizeyi hemen hemen sifir degerine yakim bulunmustur.

Tablo 2. Farkli tiirlerde siit laktoferrin, transferrin ve demir miktarlari (13).

Laktoferrin

Transferrin

Demir

>2 mg/ml

insan

>2 mg/ml

Tavsan(11). rat

>3 ug/ml

Rat(14). kopek
(10

0.2-2 mg/ml

Kobay, fare.
Kisrak

0.2-2 mg/ml

Kobay. fare

1.5-5 ug/ml

Tavsan(11),
domuz (12)

20-200 ug/ml

Inek, kegi,
domuz
20-200 pg/ml

Inek. keci,
domuz, kisrak

<1.5 pg/mi

insan (2).
inek (2).
keci (13)

<50 pg/mi

Tavsan, rat,
kopek

<50 ug/ml

Insan. kopek

insan siitindeki laktoferrin miktarinin  maternal demir miktarina bagh
olmadi@  gorilmistiir [3,5]. Demir cksikligi olan annelerde laktoferrin
miktari normal bulunmustur. Bununla birlikte laktoferrin = seviyesinin
diisiikliigi, demir seviyesi disiik olan annelerden ziyade. protein enerji
malnutrasyonu tespit edilmis olan annelerde daha diisiik bulunmustur [9].
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3. YAPISI

Laktoferrin, transferrin gen ailesinin demir baglayan bir iiyesidir [15].
Tirlere bagh olarak 1-4 adet glikan igeren yaklasik 80.000 dalton agirliginda
tek zincirli bir polipeptid olup bu tek zincirli polipeptid, proteazlara duyarl
bir alfa heliks ile birbirine baglanmis olan N- ve C- lob adi verilen iki
homolog lobdan olugmaktadir. N- ve C- lobun her biri ise iki alt lob
icermekte ve sirastyla N1, N2 ve Cl, C2 olarak adlandirilmaktadir [3,6].
N- ve C- loblarindaki her iki alt lobun birbirlerine bakan yiizlerinde ferrik
iyonun (Fe+%) baglandigi bir iyon baglanma bolgesi yeralmaktadir.
Transterrinde oldugu gibi laktoferrinin iyon baglama bolgesindeki bir
asparajin, bir histidin ve iki tirozin rezidileri birer demir iyonu baglamakia
olup bunun yaninda bir arginin rezidiisi de HCO; iyonu baglamaktadir
[4, 6]. Demir iyonunun baglanma yerleri N- lobunda Asp (aspartik asit) 60,
Tyr (tirozin) 92, Tyr 192, His (histidin) 253 ve C- lobunda Asp 393, Tyr
433, Tyr 526, His 595. amino asitlerden olmaktadir. Her iki lobda yer alan
HCO;s™ anyonu laktoferrine demirin baglanmasinmi kolaylastirmaktadir. Inek
ve insan laktoferrininin tersiyer yapisi birbirine ¢ok benzer olmasina karsin
tamamen ayni degildir. Inekte 689, insanda ise 692 adet amino asit
bulunmaktadir. S1gir laktoferrininde N1 lob 1-90 / 233-251, N2 lob 91-250,
Cl lob 345-431 / 593-676, C2 lob 432-592 arasindaki amino asit
dizelerinden olusmaktadir. 334-344 arasindaki bolge 3 doniislii bir sarmal
yapisimmda olup zincirin agihp kapanmasindan sorumludur. Molekiiliin
sekonder yapisi sistein rezidiileri arasinda kurulan disiilfit baglarindan
kaynaklanmaktadir. N2 ve C2 loblarmin her ikisi de N-asetil laktozamin
tipindeki bir glikani baglamaktadir. Sigir laktoferrininde karbonhidrat olarak
N-asetillaktozamin, N-asetilglukozamin, galaktoz, fukoz, mannoz ve
nérominik asit bulunmaktadir [4, 6 ].

Sekil 1. Laktoferrinin {i¢ boyutlu yapsi (17).
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Sigir laktoferrininde N- bagh glikan yapisini baglayan 5 gliclii bolge
bulunmaktadir. Bu bolgeler Asn (asparajin) amino asidinin 233, 281, 368,
476 ve 545. pozisyonlaridir. Kimyasal analizler sonucunda Asn 2817in
kullanilmadigi sadece diger 47iniin kullanildigr ve Asn 476 nin ise tiirler
arasinda  korundugu ortaya ¢ikmistir [4,6]. Laktoferrinin reseptorlerle
etkilesiminde  karbonhidrat  zincirinin  rol  oynadigi  goriilmektedir.
Laktoferrinin, reseptorleri tanimasi igin fukozun gerekli oldugu ve fukoz
uzaklastirlldiginda  reseptorlere baglanmada ©nemli derecede bozukluk
oldugu tespit edilmistir [16].

Tablo 3. Laktoferrinin genel 6zellikleri (16).

Molekdiil agirligr (Dalton) 80.000
Karbonhidrat icerigi (%) 11.2
En yiksek demir icerigi (mg/g) 1.4

pl 8.0

465 nm’deki absorbansi (demir ile doymus) 0.58

4. BIYOKIMYASAL OZELLIKLERI
4.1. Metal ve Anyon Baglama Ozelligi

Laktoferrin dogal kosullarda %15-20 oraninda demir ile doymus halde
bulunmaktadir. Laktoferrinin demir ile doymus haline “halolaktoferrin”,
% S’ten daha az demir ile doymus haline ise “apolaktoferrin™ denir.
Laktoferrin siitte apolaktoferrin seklinde bulunmaktadir. Laktoferrinin
demire olan ilgisi serum transferrininkinden yaklasik 260 kez daha fazladir
[6]. lgideki bu fazlalik yangisal bolgeler, ince bagirsak ve genital yollar
gibi diisiik pH’a sahip viicut bolgelerinde laktoferrinin demire baglanmasini
ve emilimini saglamaktadir [18]. Laktoferrinin demir baglama kapasitesi az
da olsa yapisindaki HCO; anyonu ile iligkilidir ve bu anyon demir ile
doyurulmayr biiyiik 6l¢iide kolaylastirir [3]. Laktoferrinin bu baglayici
bolgesinin stereokimyast, yiikii ve biiyiikligii goz oniine alindiginda  ferrik
demir ve HCOs m baglanmasi i¢in en uygun ozellikleri tasidigi caligmalarda
kanitlanmistir. Laktoferrine demirin baglanmastyla okzalat, HCO; ile yer
degistirebilir ancak sitrat yer degistiremez. Bununla birlikte sitratin, invivo
kosullarda laktoferrinin izolasyonu boyunca baglanabildigi goriilmektedir.
HCO; ’mn miktarina bagh olarak, yiiksek miktardaki sitrat laktoferrine
demirin baglanmasini etkisiz hale getirebilmektedir. Ferrik demirden baska
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Cu™. Mn™, Co™" ve Zn""de bu baglanma bélgesine baglanabilmektedir.
Ancak laktoferrinin maksimum absorbans verdigi dalga boylari baglanan bu
katyonlara  gore degismektedir. Halolaktoferrin 466 nm’de maksimum
absorbans verirken, Cu™ ile doyuruldugunda 434 nm’de maksimum
absorbans vermektedir [6]. :

4.2. Fiziko-Kimyasal Ozellikleri

Laktolerrin  yilksek bir izolektrik pH noktasina sahiptir.  Teorik  olarak
hesaplandiginda s1ir i¢in 9.4 ve insan icin 9.57tir. Ancak bu degerler kullamlan
metoda bagh olarak sigirda 8.4 -9 ve insanda 5.5 -10 arasinda degisim
gostermektedir. Seperasyon  kosullarina bagh olarak molekiiliin argininden zengin
N-terminal ucunda meydana  gelen degisimler buna sebep olmaktadir. Sigir
laktoferrini. pH 4%iin aluna distigiinde demirin saliverilmesini saglarken, insan
laktoferrini pH 3’iin alunda demirin salimnmina oldukga direng gdstermektedir [6].

4.3. Giiclii Katyonik N- Uc

Insan ve sigir laktoferrininin N-ucu, pek ¢ok énemli baglama zelliginden
sorumlu olan giiglii bir katyonik peptid bélgesine sahiptir. Hem insan hem de
s1iqir laktoferrini N1 zincirinde bakteriyel lipolisakkaritlerin baglanmast i¢in
gliclli bir baglama bolgesi icermektedir. Laktoferrindeki C lobunun baglama
kapasitesi buna gore 100-130 kez daha disiiktiir [6]. Laktoferrin
lipopolisakkarit, seminal plazma komponentleri, spermatozoa, DNA, diisiik
dansiteli  lipoprotein, albumin, IgA, lizozim, glikozamino glikanlar,
B-laktoglobulin, agar, kolera toksin, kalmodulin, triptan blue gibi
molekiillerle etkilesimde bulunabilir.  Laktoferrinin  bu  molekiillerle
etkilesimi N-ucta yer alan arginin rezidiilerinden kaynaklanmaktadir. Bu
etkilesimlerin biyolojik rolleri bilinmemektedir [18]. Van Berkel ve ark.[19],
N-ucu ¢ikardnmus insan laktoferrinine DNA, heparin, lizozim ve
lipopolisakkaritlerin baglanmasini incelemistir. Demir ile doyma derecesinin
DNA, heparin, lizozim ve lipopolisakkaritlerin laktoferrine baglanmasim
etkilemedigi belirlenmistir. Bir ya da birden fazla arginin rezidiiesinin (Arg",
Arg', Arg', Arg’) uzaklastirilmast sonucunda laktoferrinin farkli derecelerde
bu molekiillere baglanmasinin azaldigi gériilmiistiir. Bu da gostermektedir ki
bu 4 arginin rezidiisii ile biyomolekiiller arasindaki etkilesim savunma
sisteminde rol almaktadir.

Wang ve Hurley [20], Holstein ineklerde jel filitrasyon kromotografide
involusyonun 7. giinti 41. ve 51. fraksiyonlarda dl¢iilen laktoferrinin %75 ini
yaklagik 250 kDa agirliktaki laktoferrin kompleksi, 36. ve 40. fraksiyonlar
arasinda ise total laktoferrinin %22’sini yaklasik 800 kDa agirliktaki
laktoferrin - kompleksinin olusturdugunu  belirtmistir. Involusyonun 21.
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giiniinde 41. ve 5. fraksiyonlardaki laktoferrinin %94 tinti yaklastk 250 kDa
agirhiktaki laktoferrin kompleksi olusturmustur. Fraksiyonlarm en yiiksek
sevivede oldugu 7. ve 21. giinlerde yaklagik 150, 250. 300 ve 800 kDa
agirhkl laktoferrin kompleksleri total laktoferrinin %97 sin1 olusturmustur.
involusyonda laktoferrinin monomerik formdan yiiksek molekil agirhkh
forma gecisi laktoferrinin - kazein, immunglobulinler ya da kendi
multimerleriyle  kompleksler olusturmasindandir ki bu  kompleksler
antibakteriyel — aktivitesini artirtp azaltabilir. involusyonun 21. giiniinde
laktoferrin—immunglobulin ve laktoferrin-laktoferrin multimerlerinin artisi
meme ici infeksiyonlara direncin ve antibakteriyel aktivitenin olusmasinda
dnemlidir. Buna karsin kazein ile yaptug kompleks laktoferrinin bakteri
viizeyindeki lipopolisakkaritler  ile  etkilesimini  engellediginden
antibakteriyel aktivitesinin azalmasma neden olur. Sigir laktoferrininin
katyonik N-ucu antibakteriyel aktivitede 6zel bir yere sahiptir [6].

4.4, Proteolitik Direnci

Tripsin ve kimotripsin zellikle halolaktoferrine etkisizdir. Emzirme ile
beslenen ve hazir besinle beslenen bebeklerde yapilan ¢alismada bebeklerin
gaitasinda onemli derecede sindirime ugramamis laktoferrin tespit edilmistir.
Boylece gaitadaki laktoferrinin  pepsin  ve pankreatik enzimlerden
etkilenmedigi ve mide-bagirsak sisteminde biyolojik fonksiyonlarini yerine
getirdidi ortaya konmustur [3]. Insan laktoferrini ve sigir laktoferrini ile
desteklenmis inek siitii ile beslenen yeni dogan bebeklerin gaitalarinda
halolaktoferrinin apolaktoferrine gére degisime ugramadan kaldigr ve sigir
laktoferrininin  insaninkine oranla daha direncli oldugu tespit edilmistir.
insan sitii verilen bebeklerin idrarlarinda  da  degisime ugramamis
laktoferrin ve fragmentleri tespit edilmis olup bunlar bagirsaklardan emilen
laktoferrinden kaynaklanmaktadir. Bu da gostermektedir ki laktoferrin
bagirsaklarda kismen pargalanmaktadir [6. 16].

4.5. Isiya Dayamkhhg:

Sigir apolaktoferrininin isiya dayanikhligi HCI ya da NaOH ile ayarlanmus
farkli pH derecelerindeki laktoferrin tizerinde incelenmistir. Notr ya da notre
yakin pH’da laktoferrinin pastorizasyonu sonucu kismi  denaturasyon
meydana gelirken, diisiik pH’da laktoferrin 1siyla denaturasyona direng
gostermektedir. Laktoferrine, pH 6’da 80°C’de ve pH 4’te 90°C"de 5 dakika
ist uygulanmasi antibakteriyel aktivitede ve demir baglama kapasitesinde
onemli bir kayiba neden olmaz [6. 21]. Paulsson ve ark. [22], bakterilerle
etkilesimi ve antibakteriyel aktivitesine bagli olarak apolaktoferrin ve
halolaktoferrinin 1siya dayanikliligi iizerine yaptiklari galisma sonucunda
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laktoferrinin 72°C’de 15 saniyelik pastdrizasyondan etkilenmedigi tespit
edilmistir. 135°C’de 4 saniyelik 151 uygulanmasinda ise apolaktoferrinin
bakteriyostatik — aktivitesinde oldugu gibi halolaktoferrinin  bakteriye
baglanma yeteneginin de ortadan kalktigi gériilmistiir. Sanchez ve ark. [23],
ise siit endistrisinde kullanilan standart pastorizasyon uygulamalarmin
faktoferrinin yapisina hemen hemen hig etki etmedigi sonucuna varmistir.

6. SONUC

Giintimtizde, si@ir laktoferrini giicli demir baglayict 6zelligi nedeniyle
beslenmede kullanilan dogal bir antioksidandir. Sigir laktoferrini uygun bir
demir alicist ve vericisi olarak, insan sitiinin taklit edilmesinde ve
hastaliklara karsi dogal savunmaya yardimcr olarak bebek mamalarinda
kullanilmaktadir. Laktoferrin, 6zellikle yeni doganlarin beslenmesinde minor
stit proteinlerinin {iretilmesine ve ticari Urtinlerde kullanilmasima en giizel
ornektir. Son yillarda hamile kadinlarda, immun sistem destekleyicisi ve
demir emilimine yardimeci olarak, fonksiyonel amach gida iceceklerinde,
antioksidan 6zelligi nedeniyle kozmetikte, agiz bakim trtinleri ile dis ¢lirtgii
onlenmesi icin sakizlarda kullamlmasinin yamsira kedilerde feline virusuna
karsr mamalarda da  kullanilmaktadir. Laktoferrinin antikanser gibi heniiz
tam olarak aciklanamayan diger 6zelliklerinin gelecek yillarda aydinlatilmas:
hem ticart kullantim alanlarmi yayginlastiracak hem de insan ve hayvan
saghgima yararlarmi artiracakur.
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