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Ulex europaeus Lektininin Kan Grubu Baglama Ozgiilliigii

Ali ATES', Yesim OZGUR'

Ozet: Bu calismada, Ulex europaeus bitkisinden elde edilen Ulex europaeus Aglutinin-I (UEA-I)'in insan

kan grubu baglama 6zgilltigd élgildi. Bu deney igin U tabanli mikrotitrasyon kabi kullanildi.
50ug/ml lektin ¢6zeltisi, PBS (phosphate buffered saline) ile hazirlanarak baslangi¢ konsantrasyonu
olarak alindi ve UEA-I'in seri sulandirilmasi ile insan kan grubu ézgdilliigi belirlendi.
Sonug olarak, UEA-I'in %2’lik A grubu eritrositlerini 25ug/ml konsantrasyonda, B grubu eritrositlerini
6.25ug/ml  konsantrasyonda, AB grubu eritrositlerini 50ug/ml konsantrasyonda ve O grubu
eritrositlerini 1.57ug/ml konsantrasyonda aglutine ettigi belirlendi. Bu konsantrasyonlara bakilarak,
UEA-I'in O grubu insan kani eritrositlerine karsi spesifik oldugu tespit edildi.

Anahtar kelimeler : Lektin, insan kan gruplari, Ulex europaeus, UEA-I

Blood Group Binding Specificity of The Lectin, Ulex europaeus

Abstract: In this study, it was measured the human blood group binding specificity of the Ulex europaeus

Agglutinin-I (UEA-I) from Ulex europaeus. U-based microtitration plate was used for this
experiment.
50ug/ml lectin solution was prepared with PBS and taken as a initiation concentration, and
human blood group specificity of UEA-I was determined by use the serial dilution of lectin
solution.
As a result, it was observed that the UEA-I agglutinated the 2% A group erythrocytes at the
concentration of 25ug/ml, the B group erythrocytes at the concentration of 6.25ug/ml, the AB
group  erythrocytes at the concentration of 50ug/ml and O group erythrocytes at the
concentration of 1.57ug/ml. According to the results, it was determined that UEA-I is specific for
O human blood group erythrocyte at that concentration examined.

Key Words : Lectin, Human blood groups, Ulex europaeus, UEA-I

Girig

Lektinler, en az iki seker baglama bdlgesi ihtiva eden, immun orijinli olmayan, hicreleri aglutine
eden, glikokonjugatlari ¢oktiiren, protein veya glikoprotein yapisinda olan molekillerdir [1]. Gegmis
yillarda aglutinin, fitohemaglutinin, fitoaglutinin ve protektin gibi kelimeler, lektin yerine kullaniimiglarsa
da, ginimuzde lektin kelimesi daha ¢ok tercih edilmektedir [1,2]. Lektinler baslangigta bitkilerden elde
edildiginden, bitkilere 6zgu bilesikler olarak disunildi. Fakat zamanla diger canlilardan da lektinler
elde edildi [3].

Spesifik karbohidrat baglama 6zelliginden dolayi lektinler, kompleks hiicre ekstraktlarindan
glikoproteinlerin [4] ve enzimlerin [5] saflastirilmasi, glikoprotein ve polisakkaritlerin izolasyonu [6,7],
hicre ekstreleri SDS-PAGE (soyum dodesil silfat poliakrilamid jel elektroforezi) ile ayristinidiktan
sonra glikoproteinlerin tesbiti [8,9,10], kanser arastirmalari [11] ve hucre tiplemesi [12] gibi yaygin
arastirma alanlarinda gugclu vasitalar olarak kullaniimaktadir.
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Bu galisma ile, lektinlerin spesifik seker baglama 6zelliginden faydalanilarak, Ulex europaeus |
lektininin (UEA 1), insan kan gruplari eritrositlerini aglutine etme aktivitesinin incelenmesi ve bu lektinin
insan kan gruplarini ayirt etmede kullanilip kullanilamayacagi amaclanmistir.

Materyal ve Metot

Calismada kullanilan Ulex europaeus aglutinin-l (UEA-I), Sigma’dan (lot 120K4104, Sigma
Chemical Company St. Louis/USA) satin alindi. PBS (Phosphate Buffered Saline, pH 7.3) ile lektinin
1ug /ul olacak sekilde ¢ozeltisi hazirlandi ve gerektiginde kullaniimak (izere -20 °C’de sakland.

Hemaglutinasyon c¢alismasi igin insan kan grublarina ait %Z2’lik eritrosit sispansiyonlari
kullanildi. Kanlar, Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Laboratuvari’'ndan taze olarak temin
edildi. %2’lik eritrosit sispansiyonlari kisaca asagidaki sekilde hazirlandi. Kan gruplari tespit edildikten
sonra kanlar, heparinli tiplerde 2000 rpm’de bes dakika santriflj edildi. Santrifijden sonra Ust kisimda
toplanan serum, dipteki hicreli kisim fazla hareketlendiriimeden atildi. Eritrositleri yikamak igin geride
kalan hiicre hacminin yaklasik ¢ kati kadar PBS tiplere ilave edilerek, tlipin agzi bir parca parafilm
ile kapatildi ve tlip ters duz edildikten sonra 2000 rpm’de bes dakika santiflije edildi. Santrifiijden
sonra parafilm c¢ikartildi ve tipun Ust kisminda biriken sari renkli sivi atildi. Bu isleme tlpin Ust
kisminda renksiz parlak sivi toplanana kadar devam edildi ve bu eritrositlerden PBS ile %2’lik eritrosit
suspansiyonu hazirlandi.

Hemaglutinasyon galigmalari Frost [13] ve Castro et al [14]a gore, 96 kuyucuklu U tabanli
mikrotitrasyon kabi (Nunc, Denmark) igerisinde gergeklestirildi. Hemaglutinasyon aktivitesinin tayini
icin yapilan 6n denemelerde, 50 pug/ml lektin ¢ozeltisi hemaglutinasyon igin yeterli bulundugundan,
calismada 50 pg/ml lektin ¢ozeltisi kullaniimigtir.

Hemaglutinasyon aktivitesinin tayini icin mikrotitrasyon kabinin A4, C4, E; ve G4 kuyucuklarina
50’ser ul lektin ¢ozeltisi, A,’”den A4,, Co'den Cy,, Eo’den Eq, ve Go'den Gy,o'ye kadar olan kuyucuklara
ise 25’er yl PBS konularak seri dilisyon yapildi. En son kuyucuklardan 25’er ul alinarak digari atildu.
Daha sonra A kuyucuklarina A, C kuyucuklarina B, E kuyucuklarina AB, G kuyucuklarina O grubu
eritrosit suspansiyonundan 25’er pl ilave edildi. Kan gruplarinin kontroli her grubun hemen altindaki
kuyucuk serisinde yapildi.

Mikrotitrasyon kabi oda sicakliginda (22 °C) bir saat inkiibasyona birakildiktan sonra sonucun
fotografi cgekildi. Lektinli ve lektinsiz ortamda hiicrelerin fotograflari da gekilerek, ikinci bir kontrol
kullanildi.

Arastirma Sonuglari

Ulex europaeus aglutinin l'in, insan A, B, AB ve O kan grubu eritrositlerini aglutine etme
aktivitesi arastirildi ve elde edilen sonuglarin fotografi gekildi (sekil 1).
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Sekil 1. %2’lik UEA-I'in insan A, B, AB ve O kan grup eritrositlerini aglutinasyonu.
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Sekil 1'de gorilen mikrotitrasyon kabi incelendiginde tabani tamamen ortili olan
kuyucuklarda aglutinasyonun gerceklestigini, tabaninda nokta seklinde bir gdérinti bulunan
kuyucuklarda ise aglutinasyonun gergeklesmedigini gostermektedir.

Bu arastirma sonuglarina gore; UEA-I'in %2’lik A grubu eritrositlerinin aglutinasyonu (A
kuyucugundan A;, kuyucuguna kadar) incelendiginde, UEA-I'in A grubu insan kani eritrositlerini
aglutine etmesi igin gerekli olan en disutk dozun 25ug/ml oldugu tespit edildi ( Tablo 1). UEA-I'in
%Z2’lik B grubu eritrositlerinin aglutinasyonu (C4 kuyucugundan C, kuyucuguna kadar) incelendigi
zaman; mikrotitrasyon kabinin C4, C,, C3 ve C4 kuyucuklarinda aglutinasyonun gergeklestigi,
Cs'den Cyo'ye kadar olan kuyucuklarda ise aglutinasyonun gergeklesmedigi gorilmektedir. Buna
g6re UEA-I'in B grubu eritrositlerini aglutine etmek icin gerekli olan en diusik UEA-I dozunun
6.25ug/ml oldugu tespit edildi (Tablo 1).

UEA-I'in %2’lik AB grubu eritrositlerinin aglutinasyonu (E4 kuyucugundan E;, kuyucuguna
kadar) incelendiginde ilk kuyucukta (E4) belli belirsiz bir aglutinasyonun olustugu gézlenmektedir.
Diger kuyucuklarda aglutinasyon meydana gelmemistir. Buna gére UEA-I'in %Z2’lik AB grubu
eritrositlerini aglutine etmek icin gerekli olan en dusik miktarinin 50ug/ml oldugu goérilmektedir
(Tablo 1).

UEA-I'in %2'lik O grubu eritrositlerinin aglutinasyonu (G; kuyucugundan G;, kuyucuguna
kadar) incelendigi zaman Gsden Gg'ya kadar olan kuyucuklarda aglutinasyonun gerceklestigi,
G7dan Gi.'ye kadar olan kuyucuklarda ise aglutinasyonun gerceklesmedigi gozlenmistir. Buna
gore; UEA-I'in %2’lik O grubu insan kani eritrositlerini aglutine etmek i¢in gerekli olan en dusuk
dozun 1.57ug/ml oldugu belirlendi. (Tablo 1).

Hemaglutinasyon ¢alismalari gergeklestirilirken aglutinasyonun UEA-I'den mi kaynaklandigi
yoksa hazirlanmis olan eritrosit siispansiyonu veya PBS icerisindeki herhangi bir maddenin mi
aglutinasyona sebep oldugunu anlamak ig¢in kontrol gruplari hazirlanmistir. A kan grubunun
kontrol yapilirken B4 kuyucugu ile B, kuyucuguna 25’er pl PBS ve 25’er pl A grubu kani birlikte, B3
ile B4 kuyucuklarina da 50’ser pl A grubu eritrosit stispansiyonu ayri ayri konulmustur. Ayni sekilde
diger ¢ grubun da kontroli yapilmig fakat bunlar igin A kan grubu yerine kendi gruplari konmustur.
Deney sonucunda her dort grubun kontrol gruplarinda higbir aglutinasyon gézlenmemis, eritrositler
nokta seklinde mikrotitrasyon kabinin tabanina ¢ékmastir (Sekil 1).

Hemaglutinasyonun en iyi sekilde gézlendigi O grubu eritrositlerinin %5’lik stspansiyonu
hazirlanarak iki ayri lama birer damla damlatildi. Kan damlalarinin birinin Gzerine bir damla PBS,
digerine de bir damla 50 pg/mllik UEA-I ¢ozeltisi konularak temiz bir lamelle kapatildi. Oda
sicakhginda bir saat bekletildikten sonra mikroskop altinda fotograflari gekildi. Aglutine olan ve
olmayan hiicrelerin gorintileri Sekil 2 ve Sekil 3'de goriimektedir.

Sekil 2. Hemaglutine olmayan eritrositler, x400.
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Sekil 3. UEA-I'in O grubu eritrositlerin hemaglutinasyonu, x400.

Tartisma

Lektinlerin en temel 6zelligi, insan ve hayvan eritrositlerinin ylzeylerindeki 6zgul reseptorlere
baglanarak, aglutinasyona neden olmalaridir. Aglutinasyon olayi; lektinlerin protein kisimlarinin
hiicre (eritrosit, bira mayasi, bakteri, virls vs.) ylizeyinde bulunan, oligosakkarit zincirindeki seker
Unitelerine spesifik olarak c¢apraz baglanmasi ile olugsmaktadir [15,16]. Lektinlerin spesifik
karbohidratlarla olan baglanmalari ve aglutinasyon aktiviteleri temelde antijen ile antikorlarin
baglanmasina benzemekle birlikte, lektinlerin sekerlerle olan baglanmalari ve aglutinasyon
aktiviteleri antikorlara gére daha basittir. [17].

Ulex europaeus bitkisinin tohumlarinin ayni kan grubu'na (O grubu), fakat farkli
karbohidratlara karsi spesifisite gésteren ve UEA-I ve UEA-II olarak adlandirilan iki farkl izolektini
icerdigi, UEA-l'in L-fukoz’a karsi, UEA-II'nin ise N-asetilsitobioz’a kargl spesifisite gosterdigi
bilinmektedir (18].

Bu galismada, UEA-I'in hazir preparati kullaniimis olup, UEA-I'in insan A, B, AB ve O kan
gruplari eritrositlerinin aglutine etme aktivitesi élgiimis ve UEA-I'in bu kan gruplarini hangi oranda
hemaglutine ettigi tespit edilmistir. UEA-I'in A grubu insan kani eritrositlerini aglutine etmek igin
gerekli olan en dusuk miktarinin 25ug/ml, B grubu icin 6.25ug/ml, AB grubu ig¢in 50ug/ml ve O
grubu eritrositleri igin 1.57ug/ml oldugu tespit edilmistir. Bu dozlar incelendigi zaman, UEA-I'in O
grubu insan kani eritrositlerini, diger tG¢ gruba oranla oldukga disuk konsantrasyonda aglutine ettigi
ve UEA-71’in O grubu igin daha spesifik oldugu goriimektedir. Calismamizdan elde edilen bulgular,
Horejsi ve Kocourek [19], Pereira ve arkadaslari (18), Delbaere ve arkadaslari [20] bulgulariyla
uygunluk gostermektedir.Horejsi ve Kocolirek (19), UEA-I'in A, B ve O kan gruplarinin eritrositleri
ile olan hemaglutinasyonunu incelemis ve UEA-I'in O grubunu 1,2 pg/ml de aglutine ettigini
belirlemiglerdir. Bu ¢alismada ise UEA-I'in O grubunu 1.57pg/ml’de aglutine ettigi tespit edilmigtir.
Farklihlk muhtemelen kullanilan lektinin safligindan kaynaklanmaktadir. Ayrica c¢alismamizin
sonuglari, Ulex europaeus aglutinin-I'in, O kan grubu antijeninde bulunan az sayidaki
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glikoproteinlerin ortaya gikariimasinda ve bu antijenlerde bulunan kompleks tip oligosakkaritlerin
kiglk pargalara ayriimasinda oldukga kullanigh oldugunu rapor eden Matsui ve arkadaslarinin
[21[, bulgulan ile de desteklenmektedir. Lotus tetranogolobus aglutinini (LTA) ile yapilan bir
galismada [22], LTA'nin %2’lik O grubu eritrositlerini 33 pg/ml konsantrasyonda aglutine ettigi ve bu
aglutinasyonun inhibisyonunun L-fukoz tarafindan gergeklestirildigi bildirilmistir. UEA-I ile LTA ayni
sekere (L-fukoz) kars! spesifisite gosterirken, UEA-I'in %2’lik O grubu eritrositlerini aglutine etmek
icin gerekli olan dozu (1.57ug/ml) oldukga dusuktir. UEA-I ile LTA'nin hem ayni sekere karsi
spesifisite géstermeleri hem de UEA-I'in O grubu eritrositlerini LTA’'ya gbére daha diusik dozda
aglutine etmesi UEA-I'i; O grubu eritrositlerini A, B ve AB grubu eritrositlerinden ayirmada, LTA’ya
oranla daha kullanish hale getirdigi sdylenebilir.

Sonug olarak bu galismadan elde edilen bulgular, Ulex europaeus bitkisinden elde edilen
UEA-I'in, O grubu insan eritrositlerine karsi yiuksek spesifite gdsterdigini, bu nedenle de O grubu
insan eritrositlerini diger gruplardan ayirmak i¢in kullanilabilecegini géstermektedir.
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