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Agrotis  segetum hemolenfinden ¢oziinebilir lektin, Sepharose-4B
kolonunda affinite kromatografisi ve Siiperdex 200 kolonunda jel
filtrasyonuyla saflagtirilmugtir. SDS-PAGE  (Sodyum Dodesil  Siilfat-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi)’de, 2-Merkaptoetanollii ve
merkaptoetanolsiiz olarak yaklasik 69.000Da molekiil agirhigainda bir protein
bandi halinde oldugu belirlenmigtir. Benzer gekilde, Siiperdex-200
kolonunda jel filtrasyonu yontemi, hemolenf lektininin ayni molekil

aurligina sahip protein piki olusgturdugunu gostermigtir.

Bu aragtirma, 94.25.00.14 No"lu Doktora Tez Projesi olarak A.U. Aragtirma Fonu
tarafindan desteklenmigtir.
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Sigir, at, tavsan, koyun, tavuk ve insan (A, B, O grubu) kam eritrositleri
kullanilmak suretiyle 4. segetum besinci evre larvalarindan elde edilen
hemolenf lektininin hemaglutinasyonu in vitro olarak arastirilmigtir. A grubu

insan kam eritrositlerinin hemaglutinasyonu yiiksek titre (1:256) ile olmustur.

Hemaglutinasyonun inhibisyonu deneylerinde bazi karbohidrat ve
glikoproteinler kullanilmistir. Hemaglutinasyon aktivitesinin en fazla D-laktoz
olmak iizere, N-asetil galaktozamin, N-asetil glukozamin D-fruktoz, D-galaktoz,
D-glukoz, D-maltoz, D-mannoz, D-rafinoz ve L-riboz ile inhibe oldugu

belirlenmigtir.

Elektron mikroskobunda, saflagtinlan lektinin agsi (retikiiler) bir yapida
oldugu ve birbiri ardna dizilmis kiiresel yapilardan meydana geldigi saptanmis
ve lektinin eritrositlerin yiizeyine baglanarak hemaglutinasyonu sagladigi da

gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Lektin, Hemaglutinasyon, Inhibisyon,  Affinite
kromatografi, Jel filtrasyonu, SDS-PAGE, Elektron

mikroskobu
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A soluble hemagglutinin (lectin) was purified from the hemolymph of
Agrotis segetum by affinity chromatography on Sepharose-4B and gel
filtration on Siiperdex-200. SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulphate
polyacrylamide gel electrophoresis) showed a single protein band with a
molecular weight of 69.000Da in the presence and absence of 2-
Mercaptoethanol. Similary, on Superdex-200 jel filtration showed a single

protein peak with a molecular weight of hemolymph lectin.

This research which has the number 94.25.00.14 was supported by the Research
found of Ankara University as Ph.D. Thesis project.
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In vitro hemagglutination of hemolymph lectin obtained from fifth instar
larvae of A. segetum was observed using the red blood cells from chicken, sheep,
rabbit, bovine and human A, B, O group. The highest titre (1:256) was observed

with human blood group A erythrocytes.

Inhibition tests of hemaglutination were done by some carbohyrates and
glycoproteins. N-acetyl galactoseamine, N-acetyl glucoseamine, D-fructose, D-
galactose, D-glucose, D-maltose, D-mannose, D-raffinose, L-riboz inhibited
hemaglutination activity of hemolymph lectin, but inhibition of D-lactose was

stronger than others.

Electron microscopic examination showed that the purified molecules of
hemolymph lectin of A4. segetum were reticular structure, that the molecules
consists of tandemly aligned ring shaped basic units and that agglutination was

resulted from bounding of lectin with surface of erythrocytes.

Key Words: Lectin, Hemagglutination, Inhibition, Affinity chromatography,

Gel filtration, SDS-PAGE, Electron microscopy.
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1. GIRIS

Zararl bir bocek olan Agrotis segetum halk arasinda bozkurt veya toprak
kurdu olarak bilinmektedir. Dunyamin ve Tirkiye'nin birgok yerinde yayilig
gostermektedir. Polifag bir bocek oldugu igin siis bitkilerine; tutlin, pamuk, seker
pancari, aygigegi gibi endistri bitkilerine; patates, havug, i1spanak, sogan fasulye,
biber vs. gibi sebzelere oldukga fazla zarar vererek, iilke tarim ekonomisini olumsuz
yonde etkilemektedir. A. segetum, larva doneminin ilk evrelerinde bitkilerin
fidelerine, son evrelerinde ise bitkilerin toprak alti yapilarina (kok, govde) zarar
vermektedir. Ozellikle seker pancarina, pamuk fidelerine ve patatese biiyiik olgiide
zarar verdigi i¢in iriin kaybina neden oldugu bildirilmistir (Kaya, 1979; Ering,

1996).

Diinyada ve Tirkiye'de zararli boceklere karst gesitli miicadale yontemleri
uygulanmaktadir. Bunlardan en ¢ok kullanilan yontem, kimyasal insektisitlerle
yapilan miicadeledir. Ancak giniimiizde kimyasal insektisitlerin ¢evreye de zarar
verdigi bilinmektedir. Insektisitlerin boceklerden baska diger canli gruplarini da
oldirdiigi, bitkilerin {izerindeki artiklar sebebiyle insanlara da zararli oldugu
bilinmektedir. Kimyasal insektisitlerin ¢evreye verdigi zarar g6z Oniinde
bulundurularak giiniimiizde biyolojik savas yontemleri gelistirilmektedir. Zararl
boéceklere kargt mikrobiyal insektisitler ve antibiyotikler gibi gesitli biyolojik ajanlar

gelistirilmis ve miicadelelere baglanmigtir (Ering, 1996).

Bacillus cinsi mikrobiyal insektisitlerin Lepidoptera (Kelebekler) ve diger

bocek ordolarina etkileri konusunda birgok arastirma yapildig:i goriilmektedir.

Bacillus cereus serotiplerinin hamam bocekleri ilizerindeki etkisi aragtinlmigtir.

Yapilan aragtirmada B. cereus NCIB 3329 ve B. cereus B1’in Leucophaea maderae

ve Blaberus giganteus’da patojenik etki olusturdugu gézlenmistir (Rahmet-Alla and

— o Rowley, -1989). L. maderae’ye oral yolla-ve -hemosoliine-enjeksiyonla B: cereus Bl -—-~-

verildikten 12 saat sonra, bakterinin bdcegin orta bagirsak bolgesindeki prizmatik

salgt hiicrelerine hasar verdigi gézlenmistir.

Lord ve Undeen (1990), Bacillus thuringiensis var. israelensis’in Aedes
aegytpi larvalarina etkisini aragtirmiglardir. Yaptiklan galiymada B. thuringiensis var.

israelensis’in larvalar {zerindeki oldiriici dozunun (LCsp) 140 ng/ml oldugunu
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tesbit etmiglerdir. Ancak diisiik konsantrasyondaki (0,25 mM) tannik asidin, B.
thuringiensis var. israelensis’in A. aegypti larvalanni 6ldirme etkisini azalttigini

gozlemislerdir.

Kolombiya’da sivrisinek larvalarina toksik etki yapan yeni bir B. thuringiensis
serotipi rapor edilmistir (Orduz ef al., 1992). Arastiricilara gore B. thuringiensis
subsp. israelensis’de bulunan H30 antijeni birgok sivrisinek tiiriine toksik et.ki
etmektedir. Bu H30 antijenine gbre B. thuringiensis’in yeni bir serotipi olarak

medellin alt tirli 6nerilmigtir.

Heliothis armigera’ya kars1 B. thuringiensis alttiirlerinin (¢ogunlukla kurstaki)
insektisidal kristal proteini sentezledikleri rapor edilmistir (Padidam, 1992). Tiitiin,
pamuk, domates, fasulye gibi bitkilere zarar veren Heliothis tiirlerine karst B.
thuringiensis’in CryIA (c) ad1 verilen bocek 6ldiiriicii (insektisidal) kristal proteinin
etki ettigi gozlenmistir.

Tuncer ve Ecevit (1994), yayinladiklart bir derlemede B. thuringiensis ticari
preparatlarinin bitkilere zarar veren boceklere karst biyolojik savasta etkili oldugunu
agiklamuslardir. Bu mikrobiyal insektisitin kullamim oranmin % 1 oldugunu, ancak
2000°li yillarda % 50’ye gikarilmasinin hedeflendigi ifade edilmigtir, Ayrica bakteri
toksininin bazi zararlilara karg: etkili oldugu halde insanlara, faydali boceklere ve

diger organizmalara toksik olmadig: belirtilmistir.

B. thuringiensis var. kurstaki 1.85x10" hiicre/m! dozunun A. segetum
larvalarinin bagirsak (ileum bolgesi) epitel hiicrelerinde ¢ekirdek ve niikleoplazmasi
ile mitokondri gibi organellerin §iymesine ve sitoplazmalarinin erimesine neden

oldugu gozlenmistir (Kalender ve Kalender, 1995).

Ticari bir preparat olarak kullanilan B. thuringiensis (Dipel WP)’in A. segetum

larvalarinin  bagirsak epitel hiicrelerini pargaladigi ve hiicrelerin apikallerinde

~“vakuollegmenin meydana gelmesiné néden oldugu bildirilmistir (Ering, 1996). Yine

aynt aragtirmada B. thuringiensis’in A. segetum larvalarinda renk koyulagmasina,
harekette uyusukluga, reflekslerin yavaglamasina ve istahsizliga neden oldugu tesbit

edilmigtir.

Omurgasiz hayvanlar, yabanci objelere (bakteri, bira mayasi, mantar, abiyotik

partikiiller vs.) karst hiicresel ve humoral bagigiklik gostermektedirler. Bu
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hayvanlarin bagisiklik reaksiyonlar1 kan hiicreleri tarafindan yapilmaktadir.
Omurgasiz hayvan tirline gore gesitli kan hiicreleri hiicresel bagisiklik reaksiyonu
gostermektedir. Bunlardan plasmatositler, graniilositler ve koagiilositler (sistositler)
bagigiklik reaksiyonunda gérev alan hiicrelerdir (Ratner and Vinson, 1983; Ratcliffé,
1986; Davies et al., 1987, Mullett et al., 1993; Wiesner and Gétz, 1993). Bu hiicreler
hemolenf koagiilasyonu, fagositoz, nodiil olusumu ve kapsiillesme denilen hiicresel
bagisiklik reaksiyonlar: gostermektedir. Fagositoz, tek hiicreli savunma reaksiyonu
oldugu halde nodiil olusumu ve kapstillesme g¢ok hiicreli savunma reaksiyonlaridir.
Koagiilasyonun, graniiler hiicreler ve/veya sistosit denilen hiicrelerin yabanci objenin
organizmaya girmesiyle graniillerini bosaltmasiyla meydana geldigi bildirilmistir
(Ratcliffe, 1986). Fagositoz olayinda organizmaya giren obje, sayica ve hacimce
kiigiik ise graniillii hiicreler ve sistositlerin hiicresel bagisiklik reaksiyonu gosterdigi
tesbit edilmistir (Ratcliffe and Rowley, 1979; Ratcliffe and Walter, 1983; Ratner and
Vinson, 1983). Nodil olusumu ve kapsiillesme tipi savunma reaksiyonunda,
parazitlerin veya mikroorganizmalarin ¢ok sayida ve biiyitk olmalari halinde kan
hiicrelerinin gogunlukla plasmatositlerin iist iiste gelerek yabanci obje etrafinda ¢ok
hiicreli bir kilif meydana getirdigi birgok arastirici tarafindan gozlenmistir (Ratner
and Vinson, 1983; Ratcliffe and Walters, 1983; Ratcliffe, 1986; Davies et al., 1987,
Guzo and Stoltz, 1987; Wiesner and Gotz, 1993; Mullett ez al., 1993; Dunphy and
Downer, 1994; Giil ve Ayvali, 1995; Gillespie and Kanost, 1997).

Omurgasiz hayvanlarin hiicresel bagisiklig1 kadar humoral bagisikhig: tizerinde
de birgok aragtirma yapilmistir. Hiicresel bagisiklifin oncesinde omurgalilarda
oldugu gibi humoral bagigiklik reaksiyonlart meydana gelmektedir. Humoral
bagisiklikta kan hiicreleri ve yag dokusu hiicrelerinden sentezlenen humoral
faktorlerin gorev aldigi bilinmektedir (Ratcliffe and Rowley, 1979; Rowley and
Ratcliffe, 1981; Coombe e? al., 1984; Ratcliffe, 1986; Kanost et al., 1990). Humoral

------ —faktorlerin en &nemlileri profenoloksidazlar,-antibakteriyel -enzimler-ve lektinlerdir:~
Profenoloksidazlar, omurgasizlarda &nemli bir humoral faktérdir. Organizmaya
giren yabanci objenin varlifinda bir bagka enzim veya lipopolisakkaritler tarafindan
uyarilan profenoloksidaz enzimi baZigiklik reaksiyonlarinin baslamasina neden
olmaktadir. Ornegin Pasifastacus leniusculus’daki lipopolisakkaritler ve $-1,3

Glukan Laminarin G’nin profenoloksidaz enzim sistemini uyarmasi sonucu
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bagisiklik reaksiyonunun basladifi gozlenmistir (Johansson and Soderhall, 1985).
Brookman et al. (1988), Galleria mellonella larvalarinda laminarin denilen -1,3
glukan enziminin profenoloksidaz enzim sistemini uyardigi ve hiicresel bagisiklik
reaksiyonunun bagladigini rapor etmislerdir. Ratcliffe (1986), porfenoloksidéz
sisteminin dnositoyid denilen kan hiicrelerinde bulundugunu ve bu enzim sisteminin
hiicresel bagigiklik reaksiyonunu ve melaninlegsmeyi baglatabilecegini bildirmistir.
Brehelin er al. (1989), Locusta migratoria’daki profencloksidaz enzim sisteminin
lipopolisakkaritler ve laminarin’le aktive oldugunu belirtmiglerdir. Blaberus
craniifer’in hemositlerinden izole edilen yeni bir proteinin profenoloksidaz enzim
sistemini aktive ettifi boylece eksositozla hiicrelerin degraniilasyonunu baslattig:

rapor edilmistir (Rantamaki ef al., 1991).

Omurgasizlarin viicuduna giren bakterilere karsi bir savunma mekanizmasi
olarak kan hiicreleri tarafindan antibakteriyel enzim salgilandigi bilinmektedir
(Ratcliffe and Rowley, 1979; Rowley and Ratcliffe, 1981; Coombe et al, 1984
Ratcliffe, 1986; Kanost et al,, 1990). Antibakteriyel enzimlerin ya da proteinlerin
fonksiyonlariyla ilgili birgok aragtirma yapilmistir. Ornegin antibakteriyel bir enzim
olan lizozimin bocek kan hiicreleri tarafindan sentezlenip, salgilanarak bakterileri
etkisiz hale getirdigi tesbit edilmistir (Zachary and Hoffmann, 1984). Sarcophaga
peregrina larvalarina Escherichia coli bakterisi enjekte edildiginde, larvalarin
bakteriye kargi sarkotoksin adi verilen antibakteriyel bir protein sentezledikleri
gozlenmistir (Natori, 1987). Hyalophora cecropia’dan izole edilen antibakteriyel
proteine ise sekropin (cecropin) adi verilmistir. Hatta bazi arastiricilar, sekropinin A,
B, D formlarini izole etmislerdir (Kanost ef al., 1990). Yine H. cecropia’dan izole
edilen antibakteriyel proteine attasin ad: verilmigtir ve bunun iki formu (notral attasin
ve bazik attasin) bulundugu bildirilmistir (Kanost et al, 1990). Shigenaga et al.
(1990), Tachyplesin tridentatus (atnali yengeci)’da bulunan antimikrobiyal proteine
oldugunu ileri siirmiiglerdir. Toh et al (1991) ise T. tridentatus’un f{izerinde
yaptiklar1 bir bagka arastirmada, dolasan kandaki granlli hiicrelerin iki tip grantl
ihtiva ettigi bildirilmigtir. Bunlara D- ve L- graniilleri adi verilmistir. Granilla
hiicrelerde bulunan L-graniillerinin sadece bir antimikrobiyal faktor ihtiva ettigi

halde, D-graniillerinin bol miktarda antimikrobiyal faktor ihtiva ettigi gozlenmistir.
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Omurgasizlarin humoral bagisikliginda ¢nemli rol oynayan molekillerden
birisi de lektinlerdir. Lektinlerin omurgasizlardan baska bitkiler, omurgalilar, bira
mayas, bakteriler ve viriislerde bulundugu bilinmektedir. Ik olarak bitkilerden izole
edildikleri igin fitohemaglutininler adi verilmigtir. Daha sonralari diger canli
gruplarindan da izole edildiklerinden genel olarak aglutininler adi verilmistir.
Lektinler, kan hiicrelerini (omurgali eritrositlerini), bakterileri, bira mayalarin,
parazitleri ve viriisleri aglutine etmektedir. Aglutinasyon olayinda yabanci hiicre
yiizeyinde bulunan lektin reseptorlerine organizmada bulunan lektinler g¢apraz
baglarla baglanarak yabanci hiicreleri ¢oktiirmektedir (Sekil 1.1) ve boylece hiicresel
bagisiklik reaksiyonu baslamaktadir. Lektinlerin spesifik karbohidratlarla (mono, di
ve oligosakkaritler) baglanma yaptiklari bilinmektedir (Sharon, 1977; Lis and
Sharon, 1986; Olafsen, 1986; Renwrantz, 1986; Vierbiichen, 1991).

Sekil 1.1. Hiicre yiizeyinde spesifik oligosakkarit zincirindeki seker Unitelerine
(spesifik reseptorler) lektinin gapraz baglanmasiyla olusan aglutinasyon
(Sharon, 1977).
L: Lektin, H: Hiicre, M: Monosakkarit.

Lektinlerin glikoprotein veya protein yapisindaki kendinden olani veya olmayant
tanima molekiilii oldugu rapor edilmistir. Meydana gelisleri, fonksiyonlar1 ve

fizikokimyasal ~ozelliklerine gore iki ana gruba aynlabilecegi belirtilmigtir
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(Vierbuichen, 1991). Bildiriye gore lektinler, soluble lektinler ve membran lektinleri
olarak ikiye ayrilmaktadir. Soluble lektinlerin, salgilanma aktivitesinde ve
ekstraselliller matriksin organizasyonunda rol oynayabilecegi belirtilmistir.
Membran lektinlerinin ise onemli biyolojik aktivitelerde 6rnegin hiicre-hiicre
interaksiyonunda, hiicre-hiicre tanimasinda ve hiicre adhezyonunda rol alabilecegi
6ne striilmistir. Lektinlerin gekerlerle olan baglantisinin antikor-antijen veya enzim-
substrat baglantisina benzedigi belirtilmistir Sharon, 1977; Nichols and Nakamura,
1986). Lektinlerin yabanci materyali aglutinasyonu, gesitli karbohidratlarla 6zellikle
monosakkaritlerle inhibe edildigi bilinmektedir (Sekil 12). Inhibisyon olayinda
karbohidratlarin lektin tizerindeki reseptorlere baglandigi ve boylece lektinlerin
yabanci materyalin yiizeyindeki lektin reseptorlerine baglanamadigi yine ayni
aragtiricilar tarafindan belirtilmistir (Sharon, 1977; Pendland et al., 1988; McKenzie
and Preston,1992 a, b).

Sekil 1.2. Ortamda bulunabilen monosakkafitlerin lektinin baglanma bolgesine
baglanmastyla aglutinasyonun inhibe edilmesi (Sharon, 1977).
L: Lektin, H: Hiicre, M: Monosakkarit.

Bitkilerde bulunan lektinler, bitkiyi savunan humoral faktor olarak, onemli
oldugu gibi birgok biyolojik fonksiyonunun anlagilmast igin de 6nemli molekillerdir.

Bu konularda pekgok arastirma mevcuttur. Bitkilerin tohumlarinda ve diger
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dokularinda lektinler bulunmaktadir. Bitki tohumlarindan elde edilen lektinlerin
ornegin soya fasulyesi tohumu lektininin Manduca sexta larvalarinin geligmesini
engellemesi gibi fitofaj boceklere karsi larval gelismeyi engelleyici faktor olarak
kullanildig: rapor edilmektedir (Shukle and Murdock, 1983; Murdock e al., 1990).
Bitki lektinlerinin, bitki hiicre duvarlarina saldirida bulunan zararli mantar veya
mikroplara karst hidroliz enzimlerinin faaliyetini engelleyici bir etki yaptig
bilinmektedir (Sharon, 1977; Lis and Sharon, 1986). Bitkilerdeki lektinlerin
sekerlerin taginmasinda ve depolanmasinda rol oynayabilecegi de agiklanmistir (Lis
and Sharon, 1986; McKenzie and Preston, 1992 a, b). Bitkilerin Leguminoseae
familyasi tiirlerine ait bireylerin koklerinde bulunan lektinlerin topraktaki azotu fikse
eden bakterileri bitkiye bagladigi bilinmektedir (Lis and Sharon, 1986). Boylece
azotu tesbit eden bakterilerin bitkinin azot gazlarini kullanmasina yardimer oldugu
tesbit edilmistir. Fitches et al (1997), kardelen (Galanthus nivalis) bitkisinde
bulunan lektinin (GNA), Laconobia oleracea larvalarinin gelismesini engelledigini
bildirmislerdir. Lektinlerin bitkiler igin 6nemli olan bu fonksiyonlarindan baska
birgok biyolojik olaylarin anlagilmasinda da 6nemli oldugu anlagiimistir. Ozellikle
bitki tohumlarindan izole edilen lektinler ticari olarak satilmaktadir. Ticari lektinlerin
fléresanslt boyalarla muamele edilerek kanser  teshisinde, epitel hiicrelerinin
farklilagmasinda, bakteri turlerinin teshisinde (infeksiyonel hastaliklarda), 7'
lenfositlerinin olgunlagmasinda, mitoz bélinmenin uyarilmasinda ve yumurta-sperm
iligkisinin anlagilmasinda kullanildig: belirtilmistir (Sharon, 1977; Lever ef al., 1984;
Danguy and Genten, 1990; Vierbuchen, 1991; Anadolu vd., 1992; Miyazawa et al.,
1994). ‘

Membran lektinleri, gesitli hayvanlarin ve insanlarin hemen hemen biitiin
organlarinda(karaciger, mide, bobrek, beyin, dalak, timus, akciger vs.)
bulunmaktadir. Soluble lektinler, organlarin sulu extratlarindan elde edilmistir (Lis
and Sharon, 1986; Vierbuchen, 1991). Soluble lektinler, [B-galaktosidazlarla
reaksiyona girmektedirler ve ortak olarak dimerik yapiya sahiptirler. Membran
lektinlerinin ise fizikokimyasal 6zellikleri ve sekerlerle baglantilar: farklidir. Ornegin
memelilerde ve kuslardaki lektinler, galaktoz ve mannoz/N-asetil glukozamin ile
baglant1 kurarlar. Oysaki yavru hamster’in bobrek hiicrelerindeki mikrozomal

fraksiyonlardan izole edilen endojen orijinli lektinin tiyodigalaktosid ve N-asetil



galaktozamin ile baglandigi gozlenmistir (Lis and Sharon, 1986). Omurgalilardaki
lektinlerin hiicre-hiicre haberlegsmesinde ve hiicre adhezyonunda o6nemli gorev
yaptigt  bilinmektedir. ~ Yapilan immiinokimyasal ve immunohistokimyasal
tekniklerle,  saflagtirlmalariyla,  isaretli  glikoproteinlere  baglanmalariyla,
aglutinasyon yetenekleriyle artan sayidaki insan ve hayvan tiimor hiicrelerinin (timér
hiicre lektinleri) normal dokulardaki endojen orijinli lektinlere benzedigi
kanitlanmigtir. Hiicre adhezyonu ve tanima olayinda endojen tiimér hiicre
lektinlerinin, timor hacreleri ve kirmizi kan hiicreleri (heterotipik adhezyon veya
heterotipik agregasyon) arasinda roset formasyonu olusturdugu ispat edilmistir.
(Vierbichen, 1991). Cin Hamsteri ovaryum hiicrelerinden zara bagli kalneksin
(calnexin) ad1 verilen ve endoplazmik retikulumda yeni sentezlenmis glikoproteinleri
baglayan bir lektin izole edilmigtir. Bir transmembran protein olan kalneksinin gok
sayida farkli glikoproteinin olgunlagmalari ve sarmallesmeleri sirasinda gegici olarak
interaksiyona girdigi agiklanmistir (Tatu and Helenius, 1997).

Bakteri yuizey lektinleri veya lektin benzeri maddeler ile enfeksiyonlarin
baslatilmasinda bakterilerin, epitel hiicrelerine (6rnegin bosaltim ve sindirim kanali
hiicrelerine) yapigmasini saglayabilecegi rapor edilmistir (Lis and Sharon, 1986;
Vierbuchen, 1991). Son yillarda mikrobiyal lektinlerin hedef hiicre membranlartyla
interaksiyona  girmesi  basarih  bir  sekilde  gergeklesmistir.  Borrelia
recurrentisspiroketine ait lektinin, tavsan kani eritrositlerini ytksek titre ile

hemaglutine ettigi belirtilmistir (Grubhoffer e al., 1993).

Viral lektinlerin, kirmizi kan hicrelerini aglutine ettigi bilinmektedir
(Vierbiichen, 1991; Blumenthal et al., 1996). Kilifli ve kilifsiz virtslerdeki saldiri
proteinlerinin (VAP) kapsid komponenti oldugu bildirilmistir (Vierbiichen, 1991).
Cesitli virtslerin belli organlardaki hiicrelere lektinle baglandigi gozlenmistir
(Vierbiichen, 1991). Bildiriye gore mikroviriis (grip viriisii) solunum sistemindeki
hiicrelerin zarinda bulunan mannoz’lara baglanmaktadir. Influenza (grip virisii)
lektinlerinin por flizyonunun, hiicre-hiicre flizyonu olaylarinin bireysel kinetikleri ile
oldugu gozlenmistir. Konakgt hiicre membranlani ile influenza lektinlerinin
baglanmasi, disik pH ortaminda endosomlarla bagladigi isaretleme yoluyla

floresanli mikroskopta gézlenmistir.
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Omurgasizlarin birgok filumunda ve bu filumlarin sinif ve alt siiflarindaki
tirlerinde kan dokusunda (hemolenf ve kan hiicrelerinde), esey organlarinda
(yumurta ve albumin treten bezlerde), yag dokusunda, tiikiiriik bezlerinde epitel
hiicrelerinde lektinlerin bulundugu birgok arastirici tarafindan agiklanmigtir (Lis and
Sharon, 1986; Olafsen, 1986; Perrone et al., 1986; Ratcliffe, 1986; Renwrantz, 1986;
Dunn, 1990; Kanost et al., 1990; Grubhoffer et al., 1994). Omurgasiz lektinleri de,
omurgalt lektinleri gibi ya membrana bagli olarak ya da ¢o6ziinebilir halde
organizmada bulunmaktadir. Soluble lektinlerin mukusta, yumurtada, bez
hiicrelerinde ve hemolenfde (kan serumunda) bulundugu tesbit edilmistir
(Renwrantz, 1986; Vierbtichen, 1991). Membrana bagli lektinlerin dokularda
bulundugu ifade edilmektedir. Membrana bagl lektinler, yabanci hiicre yiizeyindeki
spesifik karbohidratlara baglanir. Omurgasizlardaki lektinler, glikoproteinler veya
glikolipidlerle interaksiyona girerek glikokonjugantlari g¢oktiiriir veya hiicreleri
aglutine eder ve bunlar immunoglobulin olmayan proteinlerdir. Karbohidratlara
spesifik sekilde baglanmasina ragmen baglanma tam olarak yapilamaz. Arastiricilar,
bu zayif baglanmanin multivalent baglanmalar, su molekiilini baglamama ve yik
interaksiyonu gibi ikincil kuvvetlerden dolay: olabilecegini ileri sirmiiglerdir. (Lis

and Sharon, 1986; Olafsen, 1986)

Lektinlerin yabanci hiicre yiizey reseptorlerine baglanmasint iki degerlikli
katyonlarin (Ca®*, Mg®" ve Cu®" ) aktive ettigi bildirilmektedir (Kubo and Natori,
1987; Mullainadhan and Renwrantz, 1986; Renwrantz, 1986; Richards ef al., 1988.
Ingram and Malyneux, 1990; Theopold and Schmidt, 1997). Ancak Pb*" ve Fe*" gibi
agir metal iyonlarmin tamponlardaki aglutinin (lektin) seviyelerini dugtrdiigi
gozlenmistir (Ingram and Molyneux, 1990). Membrana bagl lektinlerin, farkli
tipteki ¢oziinebilir yabanct molekullerin sakkaritlerini taniyabildigi ve bazi
maddelerin salgilanmasini saglayabildigi o6ne suriilmiistir (Renwrantz, 1986).
Ornegin yumusakgalar ve boceklerdeki lektinlerin; graniillii hiicrelerde fenolksidaz

onciilerini ihtiva eden grantillerin salgi faaliyetini uyardig: belirtilmistir.

Coziinebilir haldeki lektinlerden mukus lektinlerinin Cephalopoda turlerindeki
epidermal bez hiicrelerinden salgilandig bildirilmistir (Renwrantz, 1986). Yumurta
ve bez lektinlerinin agik dolagim sistemine sahip omurgasizlarin viicut sivilariyla

dogrudan iligkili oldugu bilinmekte ve bunlarin Pulmonatlarin hemolenflerinde zayif
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aglutinasyona sebep oldugu gozlenmistir. Hemolenf lektinlerinin sadece Gastropoda
tirlerinde bulunmadigi rapor edilmistir. Ancak bunlardan Helix pomatia hemolenf
lektininin diger bazi molliisklerdekinden daha yiiksek aglutinasyon aktivitesi
gosterdigi gozlenmistir (Renwrantz, 1986). Yine Helix pomatia lektininin siyalik

asitler ile baglanma gosterdigi belirtilmistir (Lis and Sharon, 1986).

Ilkel metazoa’lardan siingerlerin lektinleriyle ilgili yapilan aragtirmalarda,
bunlarin diigik molekil agirhigina sahip olduklari belirtilmigtir (Olafsen, 1986).
Ornegin, Aaptos papillata lektinlerinin ii¢ farkh tipte oldugu belirtilmistir. Bunlardan
Aaptos II ve Aaptos III lektinlerinin, molekiil agirligt 16.000 Da olan tek bir alt
tnitesi; Aaptos I lektininin ise molekil agirligi 21.000 ve 12.000 Da olan iki alt
tinitesinin bulundugu tesbit edilmistir. Halichondria panicea lektininin 78.000 Da
agirliginda oldugu ve dort alt tnitesinin (21.000 Da) bulundugu agiklanmistir.
Arastirmaya gore bu lektin stinger ile bir bakterinin arasindaki simbiyotik iliskiyi
gelistirmektedir. Kawagishi ef al. (1994), okyanus siingeri olan Halichondria okadai
ile yaptiklar1 bir arastirmada, iki lektin (HOL-I ve HOL-II) izole etmiglerdir. Bu
lektinlerden HOL-I'in sekerlerden 6zellikle N-asetil grubu olanlarini tanidigi, HOL-

II’nin ise basit Gal ;—4 Glc Nac tinitesini tanidigi ileri stiriilmiigtiir.

Omurgasizlardan Molliisk organizmalarina ait lektin ¢alismalari da mevcuttur.
Ornegin deniz midyesi Myfilus edulis hemositlerinin insan kani eritrositlerini
fagositozunda lektinin etkili oldugu bildirilmistir (Mullainadhan and Renwrantz,
1986). Deniz istiridyelerinden Crassostrea virginica’nin diigik molekiil agirligina
(34.000 Da) sahip olan serum lektininin, omurgaln eritrositlerini aglutine ettigi rapor

edilmistir (Vasta et al., 1984).

Olafsen et al. (1992), pasifik istiridyesi Crassostrea gigas’in iki tip hemolenf
lektini ihtiva ettigini gozlemislerdir.Bunlarin insan eritrositlerini aglutine eden
Gigalin H lektini ve at eritrositlerini aglutine eden Gigalin E lektini oldugunu ve ayni

zamanda bakterileri aglutine ederek immiin savunmada rol oynadiklar bildirilmistir.

Kopacek et al. (1993), kerevit’in (Pacifastacus leniusculus) kan plasmasinda
bulunan lektinin lipopolisakkaritlere affinitesi oldugu ve tripsinle muamele edilmis
tavsan eritrositlerini aglutine ettigini tesbit etmislerdir. Deniz omurgasizlarindan

deniz yildizi Asterina pectinifera’mn hemolenfinde bulunan lektinin tavsan
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eritrositlerini ve ayni zamanda deniz bakterilerini aglutine ettigi gozlenmistir

(Kamiya et al., 1992).

Tek hiicreli parazitlerden 7ritrichomonas cinsi tiirlerinin insan, domuz, tavsan,
sigir ve favuk eritrositlerini gesitli hemaglutinasyon aktivitesi titrelerinde aglutine

ettigi gozlenmistir (Pakandl and Grubhoffer, 1994).

Yine omurgasizlardan biri olan kene cinslerinin lektinleriyle ilgili bir
calismada, kan plasmasi lektinlerinin biyokimyasal karakterleri, kendinden olani ve
olmayani tanimast ve savunmasi, organ farklilagmasindaki fizyolojik 6nemleri tesbit
edilmeye calistlmistir (Grubhoffer and Matha, 1991). Yapilan galismada Ixodes,
Ornithodoras ve Argas cinsi kene plasma lektinlerinin, pronaze ile muamele edilmis

fare eritrositlerini aglutine ettikleri gozlenmistir.

Omurgasizlarin biiyiik bir bolimiini olugturan béceklerin lektinleri ile ilgili
birgok arastirma yapilmustir Boceklerdeki lektinlerin, kan ve yag dokusu
hiicrelerinden sentezlendikleri bildirilmistir (Myers ef al., 1986; Pendland et al.,
1988; Ratcliffe, 1986: Ratcliffe and Gotz, 1990; Richards ez al., 1988; Stiles et al.,
1988; Kawagishi et al., 1994). Boceklerdeki kan hiicrelerinden plasmatositler ve
graniillii hticrelerin ytizeylerinde lektinlerin bulundugu ileri striilmiistiir (Boucias
and Pendland, 1993; Bradley et al., 1989; Pendland and Boucias, 1996; Ratcliffe
1986; Richards et al., 1989). Ayrica omurgasiz hayvanlardaki diger hiicrelerde de
lektin bulundugu gozlenmistir. Sivrisineklerin tiikritk bezleri hiicrelerinin membran
yiizeylerinde lektin bulundugu gézlenmistir (Perrone et al., 1986; Mohamed et al.,
1991). Ornegin floresansli boya ile isaretli lektin kullanilarak Anopheles stephensi ve
A. albimanus tirlerini tiikrik bezlerine isaretli lektinin baglanip, baglanmamasina
gore teshis etmislerdir (Mohamed e al, 1991). Bécek bagirsak hiicrelerinde de
lektin bulundugu gesitli aragtirmacilar tarafindan tesbit edilmistir (Ingram and
Molyneux, 1988: Grubhoffer ef al., 1994; Mihok et al., 1993). Boceklerdeki yumurta
hiicrelerinin lektin iirettigi, ancak sperm hiicrelerinin iretmedigi goézlenmistir
(Amanai et al., 1991). Ancak Melanoplus differentialis ovaryumu ve testisinde lektin
bulunmustur (Stiles ef al., 1988).

Boceklerin  hemolenf lektinlerinin  yapisi, molekil agirhginin  tesbiti,

hemaglutinasyon yetenegi, karbohidratlara baglanma ozelligi ile ilgili galismalar
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bulunmaktadir. Boceklerdeki hemolenf lektinlerinin molekiil agirligi 70-1500 kDa

bildirilmektedir (Gillespie and Kanost, 1997).

Hamam boceklerinin - hemolenf lektinleri hakkinda bazi arastirmalar
yapilmustir. Komano et al. (1980), Sarcophaga peregrina larvalarindaki hemolenf
lektininin 190.000 Da agirhginda oldugunu ve dért o alt initesi ve iki B alt tinitesi
(32.000 ve 30.000 Da) bulundugunu tesbit etmislerdir. Kubo ve Natori (1987), P.
americana hemolenf lektininin A grubu insan kani eritrositlerini hemaglutine
ettigini, 1500 kDa agirligina sahip oldugunu ve 30 kDa agirliginda bir alt iiniteye
sahip oldugunu gozlemislerdir. Ayrica saflastirilan lektinin gegirmeli elektron
mikroskobunda (TEM) resmini ¢ekmiglerdir. Kubo ef al (1990), P. americana
hemolenfinden yeni bir lektin saflagtirmiglar ve bu lektine regenectin adini
vermiglerdir. Lektinin bocegin bacak regenerasyonunda siikroz ile baglandigi ve
buna bagl olarak regenerasyon islemlerinde rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir.
Leptinotarsa decemlineata hemolenf lektininin gesitli omurgal eritrositlerini degisik
titrelerde agglutine ettigi ifade edilmistir (Stynen ez al., 1982).

Boceklerden gekirge turlerinin  hemolenf lektinleriyle ilgili ¢alismalar
meveuttur. Melanoplus femurrubrum hemolenfinden Bacillus poncei Glaser’e karst
sentezlenen lektinin varlig: tesbit edilmistic (Stephens, 1963). M. bivittatus ve M.
sanguinipes tirlerinin hemolenf lektinlerinin insan (A, B, O kan grubu) ve hayvan
(kobay, domuz, fare, tavsan, dana, kedi, tavuk, koyun) kani eritrositlerini
aglutinasyonu incelenmistir (Jurenka er al., 1982). Hapner (1983), Melanoplus
tirlerinin hemolenf lektininin insan (A, B, O) ve hayvan (dana, at, tavsan, koyun,
pili¢) kam eritrositlerini aglutine ettigini gozlemistir. Arastiric, hemolenf
lektinininin insan kam1 A, B, O grubu ve tavsan kani eritrositlerini yiiksek titre ile
aglutine ettigini ve hemaglutinasyonlarin sekerlerle olan inhibisyonunu gozlemistir.
Stebbins ve Hapner (1985), M. sanguinipes hemolenfinden 600-700 kDa agirliginda
lektin izole etmiglerdir. Bu lektinin hemaglutinasyonunu ve hemaglutinasyonun
sekerlerle olan inhibisyonunu gozlenmislerdir. Stiles et al. (1988), Melanoplus tiirleri
hemolenf lektininin yabanci hiicre membranlarina D-glukosidik ve D-galaktosidik
baglarla baglandigim gozlemislerdir. M. sanguinipes ve M. differentialis

hemolenfindeki lektinin, graniillii hiicrelerde lokalize oldugu halde plasmatositlerde
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lokalize olmadigi gozlenmistir (Bradley er al., 1989). Wheeler et al. (1993), M.
differentialis’den izole edilen lektinin Beauvaria bassiana blastosporlarinin etrafinda
opsonin gibi davrandigini ve kan hiicreleri (hemositler) ile mantar hucreleri arasinda
koprii gorevi tstlendigini bildirmislerdir. Locusta migratoria’nin 5. evre larvalarinin
hemolenfinde bulunan lektinin insan (A, B, O) ve hayvan (tavuk, koyun, sigan,
kobay) kani eritrositlerini gesitli titrelerde aglutine ettigi gozlenmistir (Drif and
Brehelin, 1989). Hemolenf lektininin tavsan eritrositlerini yiksek titre ile
hemaglutine ettigi de gozlenmistir. Lackie (1981), Schistocerca gregaria (gekirge) ve
Periplaneta  americana (hamam bocegi) hemolenf lektinlerinin, omurgali
eritrositlerini hemaglutinasyonu aktivitesini incelemis ve cesitli karbohidratlarin
lektin hemaglutinasyonunu inhibe ettigini gozlemistir. Ingram ef al. (1984), S.
gregaria ve P. americana lektinlerinin, Trypanosoma brucei ve Leishmania hertigi

parazitlerinin varliginda sentezlendigini rapor etmislerdir.

Hemiptera takimindan Panstrongylus megistus tirinin  hemolenfinden
saflastirilan lektinin isoform 1 (64 kDa) ve isoform 2 (iki alt iinitesi 64 kDa ve 33

kDa) denilen iki molekiiler formu bulundugu gozlenmistir (Gomes et al., 1991).

Kelebeklerden (Lepidoptera takimi) Bombyx mori hemolenf lektinin 260.000
Da agirliginda oldugu tesbit edilmistir (Suzuki and Natori, 1983). Ayrica bu lektinin
glutaraldehit ile fikse edilmig ve tripsin ile muamele edilmis tavsan eritrositlerini
aglutine ettigi gozlenmistic. Castro et al. (1987), Hyalophora cecropia
hemolenfinden Galaktoz / N-asetil galaktozamine spesifik olan bir grup izolektin
saflagtirmiglardir. Lektinin yaklagik 160.000 Da agirhiginda oldugu, A alt tnitesi (41
kDa) ve B alt tinitesi (38 kDa) bulundugu tesbit edilmistir. Qu et al (1987),
Antheraea pernyi hemolenfindeki galaktoza spesifik olan lektini saflagtirmislardir.
Oligomerik yapidaki lektinin 380.000 Da agirliginda ve 38.000 Da agirlifinda bir alt

tiniteye sahip oldugu gozlenmistir. Hemolenfteki lektin aktivitesinin, Lscherichia

coli ile immunizasyonundan sonra arttig1 da gozlenmistir. Richards et al. (1989),

Blaberus  craniifer ~ (Dictyoptera) ve Extatosoma tiaratum  (Phasmida)
hemositlerindeki karbohidratlarin lektin baglama o6zelliklerini aragtirmiglardir.
Hemositlerden graniilli hicrelerin, peroksidazla isaretlenmis lektinleri bagladig
bildirilmigtir. Richards et al. (1988), E. tiaratum serumunda heteroaglutininlerin

bulundugunu tesbit etmiglerdir. D-galaktoza spesifik lektinin 72-76 kDa agirliginda
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oldugu ve 12-14 kDa agirhgindaki alt tnitelerin alti non-kovalent bagla baglandigini

gozlemislerdir.

Richards ve Ratcliffe (1990), Extatosoma tiaratum lektininin, Ca*" iyonlarinin
varliginda tavsan eritrositlerini agglutine ettigini gozlemislerdir. Arastiricilar,
bocegin hemositlerinden graniilli hiicrelerin (% 58’i) ve plasmatositlerin (% 11°1),
tavsan kani eritrositlerinin etrafinda roset seklini olusturduklarim gozlemislerdir.
Pendland ve Boucias (1985), ii¢ Lepidoptera tirtiniin (Anticarsia gemmatalis,
Trichoplusia ni ve Spodoptera frugiperda) insan (0 kan grubu), koyun ve tavsan kani
eritrositlerini aglutinasyonunu gézlemislerdir. Anticarsia gemmatalis larvalarinin
hemolenf lektininin O grubu insan kani eritrositlerini yiiksek oranda titre ile

hemaglutine ettigi gozlenmistir.

Boucias ve Pendland (1993), Spodoptera exigua hemolenfindeki galaktoz
baglayan lektinin 100-700 kDa agirliginda oldugu ve iki alt iinitesinin (33.2 ve 34.4
kDa) bulundugunu tesbit etmislerdir. Lektin graniillerinin, granilli hiicrelerde
bulundugunu anti-mouse IgG-gold ile elektron mikroskobunda (TEM)
gozlemislerdir. Mc Kenzie ve Preston (1992, a), Calliphora vomitoria larvalarinin
hemolenfindeki lektinin galaktoza spesifik oldugunu gézlemislerdir. Cesitli omurgali
eritrositlerini lektinin hemaglutine ettigi ve bu hemaglutinasyonun D-galaktoz ve
fetuin ile giiglii bir sekilde inhibe edildigi tesbit edilmistir. Yine ayni aragtiricilarin
(1992, b), C. vomitoria larvalarindaki lektinin yaralanma ile veya tuz enjeksiyonu
nedeni ile hemaglutinasyon aktivitesi gosterdigini tesbit etmiglerdir. Lektinin birgok
bakteri tiiriinii hemaglutine ettigi ve bu nedenle opsonin gibi hareket ettigi ileri
suriilmagtiir. Scapigliati and arkadaslart (1997), Bacillus rossius hemolenfinde
savunma proteininin (BrHI) bulundugunu ve bira mayalari, bakteriler ile polystrene

latex partikiillerini tanidig1 bildirilmisgtir.

Lektinlerle yapilan bu arastirmalarin dogrultusunda memleketimizin ekonomik
zararlilan arasinda bulunan Agrotis segetum larvalarinda ilk defa célxsllar; hemolenf
lektininin 6nce belirlenmesi sonra saflastiriimasi, molekiil agirliginin tesbit edilmesi,
hemaglutinasyonu ve karbohidratlarla hemaglutinasyon inhibisyonu gibi 6nemli

biyolojik &zelliklerinin neler olacagi konulari incelenmigtir. Boylece bdcegin
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humoral bagisiklig1 konusunda lektinin yeri ve yabanciy: tanima 6zelligi belirlenerek

biyolojik miicadelede dikkate alinacagi tahmin edilmektedir.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Bocek Kkiiltiirii

Caligmada kullanilan A. segetum bireyleri Etimesgut Seker Fabrikasi’ndan elde
edilmistir. Laboratuvarda 4. segetum larvalari seker pancarinin (Beta vulgaris var.
rapa) taze yapraklan ile kelebekleri ise %10’luk bal ¢ozeltisi ile beslenmistir. 4.
segetum bireyleri 25+1°C, % 60-65 nem ve 16 saat (uzun giin) fotoperiyot

uygulamas: yapilan laboratuvar sartlarinda beslenmigtir.

2.1.2. Omurgah kanlan

Lektinin hemaglutinasyonu galigmalarinda A (Rh+), B (Rh+), O (Rht) grubu
insan ve tavsan, koyun, at, sigir, tavuk kanlan kullamilmistir. Hayvan kanlan Refik
Saydam Hifzissthha Merkez Bagkanligt Agi-Serum Uretim ve Aragtirma

Bolimiinden elde edilmigtir.

2.1.3. Karbohidratlar

Hemaglutinasyonun inhibisyonu deneylerinde, D(+)Fruktoz, D(+)Galaktoz,
D(+)Glukoz, D(+)Glukozamin, D(+)Ksiloz, D(+)Laktoz, D(+)Maltoz, D(+)Mannoz,

— L(+)Riboz, ~D(+)Rafinoz, .. D(+)Siikroz, N-Asetil-galaktozamin.. ve N-Asetil

glukozamin (Sigma Firmasindan alinan) kullanilmigtir.
2.1.4. Glikoproteinler

Hemaglutinasyonun inhibisyonu deneylerinde, Kondroitin Salfat A, Mucin

Type II ve Ovalbumin (Sigma) kullanilmgtir.
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2.1.5. Deneylerde kullanilan tamponlar

2.1.5.a PBS (Phosphate Buffer Saline) pH: 7.3

Omurgali ve insan kani eritrositlerinin hazirlanmasinda, hemaglutinasyon ve

hemaglutinasyonun inhibisyonu deneylerinde PBS kullanilmigtir (Lackie, 1981).

8,0 gr NaCl
0,2 gr KCl
1,43 gr Na,HPO,. 2H,0
0,2 gr KH;PO4
0,1 gr Thiomersal
1000 ml D. su

2.1.5.b BIS (Buffered Insect Saline) pH: 7.9

Affinite kromatografi ve jel filtrasyonu deneylerinde BIS kullaniimigtir
(Komano et al., 1980).

130 mM NacCl
5 mM KCl
1 mM CaClz
0,01 mM Tris- HCI
1000 ml D. su

2.1.6. Kromatografi jel maddeleri

Affinite kromotografisinde kolon dolgu maddesi olarak Sepharose 4B (Sigma)
ve jel filtrasyonunda ise Siiperdex 200 (Pharmacia) kullanilmigtir. Kolon dolgu
maddelerinden sepharose 4B 16x2,5 cm ve Siiperdex 200 26/60 mm boyutlarinda

cam kolonlara konulmustur.
2.1.7. Jel elektroforezde (SDS-PAGE) kullanilan marker proteinler

Proteinler MW-SDS-200 koduyla Sigma Firmasindan alinmistir. Proteinlerin

ad1 ve molekul agirliklar agagida verilmigtir.

7 7777 Karbonik Anhidraz o 29.000Da
Yumurta Albumini 45.000 Da
Siir Albumini 66.000 Da
Fosforilaz-b 97.400 Da
B-Galaktosidaz 116.000 Da

Miyozin 205.000 Da
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2.1.8. Deneylerde kullamlan cihaz ve sistemler

Affinite kromatografi ¢aligmalarinda LKB 7000 Ultrorac Fraction Collector
cihazi kullanilmugtir. Jel filtrasyonu ¢aligsmalarinda Pharmacia Bio Pilot kromatografi
sistemi kullamlmugtir. Elektroforez i¢in Pharmacia EPS 500/400 gii¢ kaynag: ve tanki
kullamlmugtir. Protein miktar1 tayininde Schimadzu UV-1201 Spekrofotometre aleti
kullanilmagtur.

Elektron Mikroskobu ¢aligmalarinda Jeol 100 CX-II Gegirmeli Elektron
Mikroskobu (TEM) kullaniimigtir.

2.2. Metodlar
2.2.1. Hemolenfin hazirlanmasi

A. segetum’un 5. evre larvalarindan hemolenf alinmigtir (Amanai et al., 1991,
Drif and Brehelin, 1989; Gomes et al., 1991; Suzuki and Natori, 1983). Hemolenf
larvalarin 1. abdomen bacagindan steril bir toplu igne ile delinerek alinmigtir.
Larvalardan toplanan kan bir miktar 1-phenyl-2-thioiirea bulunan santrifijj tiiplerine
konulmug ve 1800 devirde 15 dakika santrifiijlenmigtir (Ingram and Molyneux,
1988). Tiipteki siipernatantlar 1 ml olacak gekilde ependorf tiiplerine konularak,

daha sonra kullanmak amaciyla -20 °C’de saklanmustir.

2.2.2. Lektin saflastirma caligmalar
2.2.2.1. Affinite kromatografi

Sepharose 4B kolon dolgu maddesi 6nce damitik su ile yikanarak, kolona
konulmugtur. Kolon BIS ile (pH: 8.2) dengelendikten sonra 6 ml hemolenf (BIS’e
karg1 diyaliz edilmis) kolona uygulanmigtir. Hemolenf uygulanmadan once tavuk.
kani eritrositlerini hemaglutinasyon aktivitesine bakilmig ve 1:32 titre ile

hemaglutinasyon gézlenmistir. Hemolenf, kolona uygulanmis ve kisimlar +4°C’de

0,2 ml/dakikada toplanmistir. Kolona baglarimayan proteinler BIS (pH: 8.2) ile
yikanarak kolondan uzaklagtirlmigtir. Kolona baglanan lektin, 0.2 M Galaktoz + BIS
(pH: 8.2) ile kolondan indirilmistir. Sonra kolona 1 M NaCl ilave edilmigtir.
Toplanan kisimlarin- 280 nm’de absorbans degerleri alinmugtir. Absorbans degeri
yiksek olan kisimlar toplanmig ve bunun hemaglutinasyon aktivitesi gostermedigi

anlasilmigtir. Bunun tGzerine lektin drnegi bir gece +4°C’de BIS ile diyaliz edilerek,
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Galaktozdan arndirilmugtir.  Diyaliz  sonrasinda  lektin ~ Orneginin  tekrar
hemaglutinasyon aktivitesi (1:16 titre) gosterdigi tesbit edilmistir. Aktivite gosteren
lektin 6rnegin -20°C’de daha sonra kullanilmak iizere saklanmistir (Komano et al.,

1980).

2.2.2.2. Jel filtrasyonu

Jel filtrasyonu, hizli performans likit kromotografisi (FPLC) yontemine gore
yapilmigtir. Siiperdex-200 kolon dolgu maddesi 6nce 1 N NaOH ile yikanmugtir,
Sonra BIS (pH: 8.2) ile dengelenmis ve kolona 3 ml hemolenf uygulanmistir.
Uygulamadan 6nce hemolenfin tavuk kam eritrositlerini hemaglutinasyon aktivitesi
1:32 titre ile gozlenmistir. Ornekler 2.6 ml/dakika akig hizinda tiiplerde toplanmugtur.
Toplanan 6rneklerdeki protein miktari spektrofotometrede 280 nm’de dlglilmiistiir.
Protein piklerinin hemaglutinasyon aktiviteleri belirlenmig ve aktif pik 6rnekleri -

20°C’de saklanmistir (Stebbins and Hapner, 1985).

2.2.3. Jel filtrasyonu ile molekiiler kiitle tayini

Stiperdex-200 kolonu kullamlarak jel filtrasyonu yapilmigtir. Kolon BIS (pH:
8.2) ile dengelendikten sonra, yumurta albumini (45.000 Da), sigir albumini (66.000
Da), karbonik anhidraz (29.000 Da), ve fosforilaz b (97.400 Da) kanisimindan olugan
marker proteinler 2 ml olarak kolona uygulanmigtir. Sonra kolon BIS ile tekrar
dengelenip, Siiperdex-200’den saflagtirilan lektin 6rnegi (3 ml) kolona konulmugtur
ve butin kisimlar 2.6 ml/dakika akis hizinda toplanmigtir. Toplanan kisimlarin
hacimleri belirlenerek, 280 nm’de absorbans degerlerine bakilmustir ve buna gére
standart grafik elde edilmistir (Qu et al., 1987).

2.2.4. Jel elektroforezi (SDS-PAGE)
Sodyum dodesil siilfat-polyakrilamid jel elekroforezi (SDS-PAGE) Laemmli
(1970)’ye gore yapilmistir. Proteinler, 2-Merkaptoetanol’lii ve Merkapto-etanol’siiz

‘6rnek tamponlarinda.hazirlamp, on dakika 95°C’de kaynatilarak, denatiire edilmistir. .

Ornekler, 1:2 (6rnek:tampon) oraninda hazirlanip jele 40 pl hacimde konulmugtur.
Sikistirma jeli % 4,5 akrilamid, ayirma jeli ise % 12,5’luk akrilamid ihtiva edecek
sekilde hazirlanmistir. Y1igma jeline 20 mA, ayirma jeline ise 30 mA elektrik akimi

uygulanmigtir (Stebbins and Hapner, 1985).

Jeller gtimiig nitrat’la boyanmustir (Vari and Bell, 1996).
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2.2.5. Omurgah kanlarmn hazirlanmasi

Omurgali kanlar1 % 0,5’lik sitratli tiplere steril enjektorle aktanimigtir. Kanlar,
3 kez PBS ile 3000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek yikanmugtir. Stipernatant
atildiktan sonra omurgali eritrositlerinin PBS ile % 5’lik solusyonu hazirlanmigtir
(Lackie, 1981).

2.2.6. Hemaglutinasyon deneyleri

Deneylerde U-tabanlt mikro-titrasyon kablar kullanilmigtir. 25 ul PBS ile 25
ul hemolenf, 1:2’den 1:4096’ya kadar seri olarak sulandirilms, iizerine 25 pul %5’1lik
omurgali eritrositi ilave edilmistir. Oda sicakliginda iki saat sonra sonuglar

aglutinasyon titresi olarak kaydedilmistir (Castro et al., 1987, Lackie, 1981).
2.2.7. Hemaglutinasyonun inhibisyonu deneyleri

Deneylerde kullanilan karbohidratlar 100 mM, 50 mM, 25 mM, 12,5 mM ve 6
mM konsantrasyonda olacak sekilde PBS (pH: 7.9) ile hazirlanmigtir (Lackie, 1981).
Glikoproteinlerden Kondroitin Stilfat A %5’lik (Stynen et al, 1982), Yumurta
Albumini ve Mucin Type II iki ayr1 konsantrasyonda PBS ile hazirlanmistir (Lackie,
1981). Yumurta Albumini ve Mucin Type II konsantrasyonlari 1 mg/mi ve 0,1

mg/ml olarak PBS ile hazirlanmustir.

Inhibisyon deneyleri, 25 ul hemolenf 25 ul PBS ile 1/2’den 1/4096’ya kadar
seri olarak sulandirilmigtir. Sonra 25 pl karbohidrat veya glikoprotein ilave edilerek
37°C’de bir saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra % 5’lik omurgal: eritrosit
sispansiyonu ilave edilerek oda sicakliinda iki saat bekletilmig ve inhibisyon

sonuglari titre olarak kaydedilmigtir.
2.2.8. Elektron mikroskobu gozlemleri

Elektron mikroskobunda saflagtirilan lektin omekleri ve hemaglutinasyon

" ornekleri incelenmistir. Ornekler, %3’lik Uranil asetat’la boyanan drmekler (Kubo

and Natori, 1987), grid iizerinde ve 80 kV’de TEM’de incelenmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Lektin Saflastiriimas:

Bocegin hemolenfindeki lektin, sepharose-4B kolonu kullanilarak affinite
kromatografi ile saflagtinlmigtir. Sepharose 4B kolonuna uygulanan hemolenfe ait
onemli bir miktar proteinin baglanmadan gectigi, jele baglanan lektin ise 0,2 M
Galaktoz ile elde edilmistir. Elde edilen proteinin (lektin) hemaglutinasyon aktivitesi,
ancak galaktozun BIS tamponunda diyalizle (bir gece) uzaklastirilmast sonucu 1/16
titre ile gozlenmistir (Sekil 3.1). Saflagtirilan lektinin absorbans degeri (0,196),
kolona baglanmadan ayrilan diger proteinlerin absorbans degerlerinden daha yiiksek
oldugu ve kolondan ayrilan proteinlerin hemaglutinasyon aktivitesi olmadig halde
lektinin 1/16 titre ile hemaglutinasyon aktivitesi bulundugu Sekil 3.1°de
gorilmektedir.

Stiperdex-200 kolonunda yapilan jel filtrasyon kromatografi ¢aligmasinda
yuksek basing altinda dort biiyiik protein piki elde edilmis ve birinci pikte
hemaglutinasyon aktivitesi (1/8 titre) gdzlenmistir (Sekil 3.2) ve birinci protein

pikinin absorbans degeri 1,373 olarak spektrofotometrede belirlenmistir.

3.2. Molekiiler Kiitle Tayini

A. segetum hemolenfinden saflastirilan lektinin molekiiler kiitlesini tesbit etmek
amactyla, Siiperdex-200 kolonu BIS (pH: 82) ile dengelendikten sonra marker
proteinlerin kangimi (fosforilaz b, sigir albumini, yumurta albumini ve karbonik anhidraz)
2 ml hacimde kolona uygulanmigtir. Marker proteinlerin geldigi hacimler kaydedilmig ve
kolon tekrar B1S tamponu ile yikandiktan sonra, 1 ml saflastinimig lektin kolondan
gegirilmigtir. Marker proteinlerin ¢ozeltideki konsantrasyonlarina gére 160 ml’de
fosforilaz b (A280:0,910), 234,6 ml’de sigir albumini (A;g0:0,118), yumurta albumini 252,4
ml’de (Az50:0,180), karbonik anhidraz 320 ml’de (Azs0:0,300) ve saflagtirilan lektin 224,4

~ ml’de (A230:0,060) kolondan gelmistir. Marker proteinlerin ve lektinin absorbans degerleri

ve hacimlerine gore grafigi elde edilmistir'.(Sekil 3.3a). Elde edilen sonuca gore lekfinin

molekiil agirlig1 69.000 olarak degerlendiriimigtir (Sekil 3.3b).
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Sekil 3.3 a ve b. Siiperdex-200 kolonunda molekiiler kiitle tayini
Grafik b'de gosterilen V. kolondan inen marker proteinin hacmi, V, ise
elusyon tamponunun (B18S) hacmidir.

3.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Saflastirilan lektin orneginin molekiiler agirhgini tesbit etmek igin, molekiiler
kiitle tayininden bagka jel elektroforezi yontemi de denemeye alinmistir. Siiperdex
200 ve Sepharose 4B kolonlari ile saflagtirilan lektin érnekleri 2-Merkaptoetanol ile
ornek tamponunda hazirlanmugtir. Lektinin poliakrilamid jelde tek band halinde
oldugu gozlenmistir (Sekil 3.4). Jel fotografindan alinan olgiilerle yapilan hesaplar
sonucunda lektinin 69.000 Da molekiil agirlifina sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica
4. siraya konulan hemolenfde lektinin buyiik protein bandi halinde oldugu Sekil
3.4’de gorillmektedir.

Lektin 6rneginin alt dnitelerinin olup olmadigini belirlemek amaciyla,
saflagtirilan lektin 2-Merkaptoetanol ihtiva eden 6rnek tamponu ve Merkaptoetanol'

bulunmayan 6rnek tamponunda hazirlanarak SDS-poliakrilamid jeline uygulanmgtir.

_ Uygulama sonunda, lektinin alt iinitelerinin olmadigi, sadece tek band halinde jelde

yer aldigi gozlenmigtir (Sekil 3.5).
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Sepharose 4B ve Siiperdex-200 ile saflastinlan lektin émeklerinin poliakrilamid jel elektroforezi.

1. sira Marker proteinler [Miyozin (205 K), B-Galaktosidaz (116 K), Fosforilaz b (97.4 K), Sigir
albumini (66 K), Yumurta albumini (45 K), Karbonik anhidraz (29 K)]

2. sira Sepharose-4B ile saflastirilan lektin drmegi

3. sira Siiperdex-200 ile saflastirilan lektin 6rnegi

4, sira Hemolenf

— Hemolenfdeki lektin bandi

!

Sekil 3.5. Saflagtinlmus lektin 6rneginin poliakrilamid jel elektroforezi.

1. sira Marker proteinler [Miyozin (205K), B-Galaktosidaz (116 K), Fosforilaz b (97.4 K), Sigir
albumini (66 K), Yumurta albumini (45 K), Karbonik anhidraz (29 K)]

2. sira Sepharose-4B’den saflastirilan Merkaptoetanollu lektin megi

3. sira Sepharose-4B ile saflastinlan Merkaptoetanolsuz lektin 6megi

4. sira Siiperdex-200 ile saflastirlan Merkaptoetanollu lektin Sregi

5. sira Siiperdex-200 ile saflastinlan Merkaptoetanolsuz lektin 6megi.
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3.4. Hemaglutinasyon Deneyleri

Calismada - A. segetum larvalarindan toplanan hemolenfin in vitro olarak
omurgali ve insan kam eritrositlerini hemaglutinasyonu aragtirilmistir. 4. segetum’un
hemolenfinde bulunan lektin, omurgali ve insan kani eritrositlerini gesitli titrelerde
aglutine etmigstir (Cizelge 3.1). Elde edilen sonuglara gore, hemaglutinasyon
aktivitesi (HA) en yiiksek seviyede A (Rh +) grubu insan kani eritrositlerinin (1/256
titre), diigiik seviyede siir ve at kamu eritrositlerinin (1/4 titre) aglutinasyonunda

yaptig1 gozlenmistir.

Cizelge 3.1. A. segetum hemolenfinin omurgali ve insan kami eritrositlerini

hemaglutinasyonu
Omurgali ve Insan Kam HA (titre)
TavuK oo 32
Tavsan ... 64
SIBIT s 4
At LA A SRR A 4
Koyun ..o, 32
Insan A RBH) oo, 256
BREH) e, 64
ORI it 16

3.5. Hemaglutinasyonun Inhibisyonu Deneyleri

Cesitli karbohidrat ve glikoproteinlerin A, segetum hemolenfindeki lektinin
omurgall ve insan eritrositlerini hemaglutinasyonunu inhibisyonu denemeleri in vitro
olarak yapilmigtir. Karbohidratlar ve glikoproteinler degisik konsantrasyonlarda—
hazirlanmustir. Inhibitor olarak kullamlan karbohidrat birimlerinin 100 mM, 50 mM,
25 mM, 12,5 mM ve 6 mM, glikoproteinlerin ise % 5’lik, 1 mg/ml ve 0,1 mg/ml
konsantrasyonlarinin g¢esitli omurgali eritrositlerinin hemolenf lektini tarafindan

aglutinasyonunun inhibisyonlan verilmisfir (Cizelge 3.2,3.3,3.4,3.5,3.6,3.7).
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Cizelge 3.2. A. segetum hemolenfinin ¢esitli omurgali eritrositlerini  hem

aglutinasyonunu 100 mM’lik karbohidratlarin inhibisyonu.

Inhibitér Karbohidratlar ERITROSIT TIPLERI
100 mM Insan (A)|insan (B)[Insan (O){ At | Tavsan | Sigar | Koyun | Tavuk

N- Asetil galaktozamin 128 2’ 64 2 16 4 0 16
N- Asetil glukozamin 512 4 128 2 4 2 32 32
D- Fruktoz 256 16 256 4 16 4 64 8
D- Galaktoz 32’ 4 8 0 2 2 32 0
D- Glukoz 128 64 512 | 4 8 4 32 2
D- Glukozamin 1024 16 64 4 8 2 8 32
D- Ksiloz 4096 8 32 2 4 2 16 2
D- Laktoz 64 2 4 2 4 0 4 0
D- Maltoz 256 16 128 0 4 0 16 2
D- Mannoz 512 16 256 2 4 2 8 2
D- Rafinoz 256 32 256 4 64 0 16 0
L- Riboz 128 32 512 2 4 2 8 2
D- Siikroz 2048 32 256 4 32 4 32 8

* isareti: Etkili karbohidrat.

Cizelge 3.2’de verilen deZerlere (titre olarak) gére A. segetum hemolenfinin A
grubu insan kani hemaglutinasyonunu D-galaktoz;, B grubu insan kam
hemaglutinasyonunu N-asetil galaktozamin ve D-laktoz; O grubu insan kani

hemaglutinasyonunu D-laktoz; at kan1 hemaglutinasyonunu D-galaktoz ve D-maltoz;

tavgan kani hemaglutinasyonunu - D-galaktoz; siir kami hemaglutinasyonunu D-

laktoz, D-maltoz ve D-rafinoz; koyun kam hemaglutinasyonunu N-asetil
galaktozamin; tavuk kam hemaglutinasyonunu D-galaktoz, D-laktoz ve D-rafinoz
inhibe etmigtir. 4. segetum hemolenfindeki lektinin omurgali eritrositlerini
hemaglutinasyonunu en gok D-galaktoz ve D-laktoz inhibe etmektedir. Buna kargilik

bazi karbohidratlarin inhibisyonda etkili olmadig1 gozlenmistir. Omegin A grubu
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insan kam eritrositlerinin hemaglutinasyonunu D-glukozamin, D-ksiloz ve D-siikroz;
B grubu insan kam eritrositlerinin hemaglutinasyonunu D-glukoz; O kan grubu
eritrositlerinin hemaglutinasyonunu D-glukoz ve L-riboz; tavsan kam eritrositlerinin
hemaglutinasyonunu D-rafinoz; koyun kam eritrositlerinin hemaglutinasyonunu D-:

fruktozun etkili bir gekilde inhibe etmedigi gézlenmistir.

Cizelge 3.3. A. segetum hemolenfinin ¢esitli omurgali eritrositlerini hem
aglutinasyonunu 50 mM’lik karbohidratlarin inhibisyonu.

Inhibitér Karbohidratlar ERITROSIT TIPLERI
50 mM Insan (A)|Insan (B){Insan (O){ At [ Tavsan| Sigrr | Koyun | Tavuk

N- Asetil galaktozamin 16 128 128 0 8 4 0’ 8
N- Asetil glukozamin 8 256 128 0 8 4 8 8
D- Fruktoz 64 128 128 4 8 2 64 32
D- Galaktoz 32 32 64 4 4 0 32 2
D- Glukoz 64 64 64 2 8 2 64 4
D- Glukozamin 2 64 32 0 4 4 4 8
D- Ksiloz 32 64 32 2 4 2 8 4
D- Laktoz 4 0 4 2 2 2 4 0
D- Maltoz 16 32 32 2 8 2 4 0
D- Mannoz 8 32 32 0 16 2 8 4
D- Rafinoz 128 256 256 2 32 0 16 4
L- Riboz 32 32 64 2 4 2 4 4
D- Siikroz 256 512 64 2 16 2 32 16

* igareti: Etkili karbohidrat.

50 mM’lik karbohidrat inhibisyonunda yine D-laktozun g¢esitli omurgali
eritrositlerini 0’dan 4’¢ kadar degisik titrelerde en ¢ok inhibe ettigi goze
carpmaktadir (Cizelge 3.3). Bazi omurgali eritrositlerinin 6rnegin at ve koyun

eritrositlerinin 4. segetum hemolenf lektinin aglutinasyonunu N-asetil galaktozamin;

~ “yine at kan aglutinasyonunu N-asetil glukozamin; D-glukozamin, D-mannoz; tavuk ...

kani aglutinasyonunu D-maltoz; sifir kani aglutinasyonunu D-rafinoz, D-galaktoz’un
inhibe ettigi dikkati gekmektedir (Cizelge 3.3). Cizelgede gorildugi gibi baz
karbohidratlar hemaglutinasyonu inhibe edememigtir. Ornegin, D-fruktoz, D-glukoz,
D-ksiloz, D-sikroz ve L-riboz  hemaglutinasyonun inhibisyonunda etkili

olamamugtir.
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Cizelge 3.4. A segetum hemolenfinin ¢esitli omurgali eritrositlerini hem
aglutinasyonunu 25 mM’lik karbohidratlarin inhibisyonu.

Inhibitér Karbohidratlar ERITROSIT TIPLERI
25 mM Insan (A)|Insan (B){insan (0)] At | Tavsan | Sigrr | Koyun Tavuk

N- Asetil galaktozamin 16 8 256 8 32 0 1} 16
N- Asetil glukozamin 32 8 128 8 64 7 32 16
D- Fruktoz 4 64 16 2 8 2 64 16
D- Galaktoz 32 8 16 2 4 0 64 8
D- Glukoz 64 64 64 2 8 2 32 8
D- Glukozamin 32 32 64 2 16 2 32 16
D- Ksiloz 32 64 32 4 8 2 16 8
D- Laktoz 4 2 4 0 8 0 64 2
D- Maltoz 8 16 128 4 16 2 16 8
D- Mannoz 8 256 64 0 8 2 16 4
D- Rafinoz 128 32 32 4 8 0 256 2"
L- Riboz 32 512 256 0 4 2 16 4
D- Siikroz 16 128 32 4 2 2 64 32

* igareti: Etkili karbohidrat.

25 mM’lik karbohidratlarin 4. segetum hemolenf lektininin gesitli omurgali
eritrositlerini hemaglutinasyonunu inhibisyonu Cizelge 3.4’de verilmigtir. Cizelgeye
gore D-laktoz etkili bir bigimde hemaglutinasyonu inhibe etmektedir. Bunun yanisira
N-asetil galaktozamin sifir ve koyun kam eritrositlerinin, L-riboz at kam
eritrositlerinin, D-mannoz at kam eritrositlerinin, D-rafinoz sifir ve tavuk kam
eritrositlerinin, D-fruktoz A grubu insan kami eritrositlerinin, D-galaktoz ise sigir
kam eritrositlerinin hemaglutinasyonlarim inhibe ettigi gozlenmistir. Cizelgede yer
alan karbohidratlardan D-glukoz, D-glukozamin, D-ksiloz, D-maltoz ve D-siikroz’un

omurgall kant eritrositlerinin hemaglutinasyonunu inhibe etmedigi tesbit edilmisgtir.
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Cizelge 3.5. A. segetum hemolenfinin g¢esitli omurgali eritrositlerini hem
aglutinasyonunu 12.5 mM’lik karbohidratlarin inhibisyonu.

Inhibitér Karbohidratlar ERITROSIT TIPLERI

12.5 mM Insan (A)|Insan B)|Insan (O){ At [ Tavsan [ Sigir [ Koyun | Tavuk
N- Asetil galaktozamin 16 128 512 4 2 2 0 16
N- Asetil glukozamin 4 256 256 4 4 2 16 16
D- Fruktoz 256 128 64 2 8 2 16 32
D- Galaktoz 64 32 32 2 2 2 32 8
D- Glukoz 64 64 128 2 2 2 16 16
D- Glukozamin 16 64 256 8 2 2 16 16
D- Ksiloz 32 64 256 4 2 2 8 8
D- Laktoz 8 0 8 4 0 0 8 0
D- Maltoz 16 32 256 4 2 2 16 8
D- Mannoz 16 32 64 4 2 2 8 2
D- Rafinoz 1024 256 64 2 4 2 32 2
L- Riboz 16 32 256 4 2 2 8 8
D- Siikroz 256 512 32 2 4 2 16 32

* igareti: Etkili karbohidrat.

12.5 mM’lik karbohidratlarm.inhibisyonunda yine D-laktoz’un etkili oldugu,

bunun yamsira N-asetil galaktozamin’in (0 titre ile) koyun kami, N-asetil

glukozamin’in (1:4 titre ile) A grubu insan kam eritrositlerinin hemaglutinasyonunu

inhibe ettigi gozlenmistir (Cizelge 3.5). Diger karbohidratlarin inhibisyonda etkili

olmadig: Cizelge 3.5’de goriilmektedir. Ozellikle A grubu insan kam eritrositlerinin.

hemaglutinasyonunda D-rafinoz’un (1:1024 titre) en az seviyede etkili oldugu

gozlenmektedir.
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Cizelge 3.6. A. segetum hemolenfinin ¢esitli omurgali eritrositlerini  hem
aglutinasyonunu 6 mM’lik karbohidratlarin inhibisyonu.

Inhibitér Karbohidratlar ERITROSIT TIPLERI

6 mM Insan (A)|Insan (B)|Insan (O)] At | Tavsan | Sigir | Koyun | Tavuk
N- Asetil galaktozamin 8 128 64 2 2 2 [} 16
N- Asetil glukozamin 8 256 64 4 2 2 16 16
D- Fruktoz 64 32 8 2 2 2 16 32
D- Galaktoz 64 32 4 2 4 2 32 8
D- Glukoz 64 32 8 0 4 4 16 16
D- Glukozamin 8 32 32 2 2 2 8 8
D- Ksiloz 8 64 16 4 4 2 8 8
D- Laktoz 4 64 256 2 0 0 4 0
D- Maltoz 16 64 64 2 2 2 8 8
D- Mannoz 8 32 32 2 2 2 8 4
D- Rafinoz 128 32 16 2 4 2 16 2
L- Riboz 16 32 32 2 2 2 8 4
D- Siikroz 64 16 8 2 4 2 16 64

* igareti: Etkili karbohidrat.

A. segetum hemolenf lektininin omurgali kant eritrositlerini hemaglutinasyonu

inhibisyonunda 6 mM’lik karbohidrat birimlerinden basta D-laktoz olmak iizere N-

asetil galaktozamin (koyun kaminda), D-siikroz (B grubu insan kaninda), D-glukoz

(at kaninda) ve D-galaktoz (O grubu insan kaninda) ile etkili olmustur (Cizelge 3.6).

Cizelgede goriildiigii gibi bazi karbohidratlar (D-fruktoz, D-glukozamin, D-ksiloz,

D-mannoz, D-rafinoz, D-riboz, N-asetil glukozamin)inhibisyonda etkili olamamugtir.
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Cizelge 3.7.  Glikoproteinlerin, A. segetum hemolenf lektininin gesitli omurgali ve
insan kani eritrositlerini hemaglutinasyonunu inhibisyonu.

Glikoproteinler A B (0] At | Tavsan |Koyun| Sigir | Tavuk
% 15’lik Kondroitin Siilfat A | 4096 | 4096 | 256 32 16 32 0 2
1 mg/ml Mucin 0 0 0 4 2 8 0" | 4096
0,1 mg/ml Mucin 4 4 0’ 16 4 8 0 0
1 mg/ml Ovalbumin 32 4 32 4 2 | 409 | 4096 | 2

| 0,1 mg/ml Ovalbumin 32 4 64 8 2 | 4096 | 4096 | 4

Glikoproteinlerin omurgali ve insan kani eritrositlerinin 4. segetum hemolenfi
tarafindan hemaglutinasyonu Cizelge 3.7°de gorillmektedir. Sonuglar dikkate
alindiginda 1 mg/ml siir mucin’inin A, B ve 0 grubu insan ve sigir kam
eritrositlerinin hemaglutinasyonunu inhibe ettigi goézlenmektedir. 0,1 mg/ml sigir
mucin’in O grubu insan, sigir ve tavuk kani eritrositlerinin hemaglutinasyonunu 0
titre ile inhibisyonu gozlenmigtir. Kondroitin Silfat A’nin sadece sigir kani
eritrositleri hemaglutinasyonunu inhibe ettigi gézlenmistir. Yumurta albuminin A.
segetum hemolenf lektininin omurgali (koyun ve sigir kaninda 1/4096 inhibisyon
titresiyle) ve insan kani eritrositlerini hemaglutinasyonunu inhibe etmedigi

gozlenmigtir.

Inhibisyon sonuglarim genel olarak ele aldigimiz zaman (Cizelgelere gore)
karbohidratlardan 6ncelikle D-laktoz (en etkili olani) olmak iizere D-fruktoz, D-
galaktoz, D-glukoz, D-maltoz, D-mannoz, D-rafinoz, L-riboz, N-asetil galaktozamin
ve N-asetil glukozamin’in insan ve omurgali kani eritrositlerini 4. segefum hemolenf
“lektininin - -hemaglutinasyonunu - inhibe —“ettigi- gb?lenmi'sti'ri""Glikopfot‘einl’eIden """""""
Kondroitin Siilfat A ve mucinin 4. segetun’un hemaglutinasyonunu inhibe etmistir.

Yapilan hemaglutinasyon deneylerinden A grubu insan kanmi eritrositlerinin 1/256
titre ile hemaglutinasyonunun ($ekil 3.6) ve inhibisyon deneylerinden 100 mM’lik

karbohidrat birimleri ve glikoproteinlerin (Kondroitin Siilfat A ve Mucin’iﬁ)'tavuk
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kani hemaglutinasyonu inhibisyonunun (Sekil 3.7a ve 3.7b) fotograflar 6rnek olarak

gekilmistir.

Sekil 3.6. A grubu insan kam eritrositlerinin A. segetum hemolenf lektini ile
hemaglutinasyonu.

3.6. Elektron Mikroskobu (TEM) Caligmalart

Saflastirlan lektin ve hemaglutinasyon deneylerinden alinan ornekler, grid
tzerine alinarak TEM’de incelenmistir. Lektinin ince yapisi hakkinda bilgi edinmek
amaciyla TEM’de inceleme yapilmistir. Saflastinilan lektinin agsi (retikiler) yapi
gosterdigi gozlenmistir (Sekil 3.8). Retikiler yapidaki lektinin globuler (kiiresel)
yapidaki birimlerden meydana gorilmastar. Bu  birimlerin  birbiri ardina V:eya

dallanmalar yaparak dizilmis oldugu TEM de gozlenmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.7a.100 mM’lik karbohidratlann (N-asetil galaktozamin’den laktoz’a kadar)

tavuk kani eritrositlerinin hemaglutinasyonunu inhibe etmest

b.100 mM’lik karbohidratlar (Rafinoz’dan Galaktoz’a kadar) ve Kondrotin
Siilfat A, 1 mg/ml mucin ve 0,1 mg/ml mucin’in tavuk kani eritrositlerinin
hemaglutinasyonunu inhibe etmesi.



Sekil 3.8. Saflagtirilan lektin X 8.200.

Sekil 3.9. Saflagtirilan lektinin birim yapilari X 68.500.
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U- tabanli mikro titre kaplarinda yapilan A. segetum’dan saflastinilan hemolenf
lektininin 0 grubu insan kami eritrositlerini hemaglutinasyonu deneylerinin pozitif
sonug veren ornekleri grid tizerinde TEMde incelenmistir. 4. segetum hemolenfinden
saflastinlmis  lektinler  nedeniyle  eritrositlerin  birbirine  baglandigi  ve

hemaglutinasyonun meydana geldigi TEM fotograflaninda gortilmektedir (Sekil 3.10).

a b

Sekil 3.10. Saflagtinlan lektininin 0 grubu insan kam eritrositlerini

hemaglutinasyonunun TEM’deki goriintiisii.
a) 4.500 buyiitmedeki hemaglutinasyon;
b) 9.000 biiytitmedeki hemaglutinasyon

E. Eritrosit



A. segetun’un hemolenf lektininin olmadigi, yani PBS ve eritrositlerin
bulundugu negatif sonug elde edilen hemaglutinasyondan alinan 6rnekler TEM’de
incelenmistir. Yapilan incelemede eritrositlerin birbirine baglanmadigi ve ayr ayrn

yerlerde oldugu gozlenmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. Hemaglutine olmayan eritrositler.

X 5.400 E. Eritrosit
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4. TARTISMA

A. segetum S. Evre larvalarindan Sepharose-4B kolonuyla affinite kromatografi
ve Siiperdex-200 kolonuyla jel filtrasyonu yontemleri  kullanilarak, lektin
saflagtirilmigtir. SDS-poliakrilamid jel ve jel filtrasyonu yontemleri kullanilarak,
saflagtirlmig  hemolenf lektininin molekiil agirh@ tesbit edilmeye galisiimistir.
Lektin SDS-PAGE’e uygulanmadan 6nce 2-Merkaptoetanolle reditklenmis ve
reditklenmemis olarak hazirlanmistir. Yapilan deney sonucunda rediiklenen ve
reditklenmeyen lektin drneklerinin ayni molekiil agirliginda (69.000 Da) bant verdigi

gozlenmistir.

Limulus polyphemus (at nali yengeci)’un hemolenf lektininin Sephadex G200
kolonuyla (jel filtrasyonu) saflastirildigt bildirilmistir. Aragtirmada lektinin 400.000
Da molekiil agirligina sahip oldugu tesbit edilmistir. Saflagtirilan lektin, 8M tire ile
diyaliz edilmis ve 6M dre ihtiva eden 1M propiyonik asit ile dengelenen Sephadex
G100 kolonundan (jel filtrasyonu) gegirilmistir. Kolondan gegirilen lektinin nigasta
jelinde 22.500 Da agirliga sahip bant verdigi gozlenmistir. 22.500 Da agirhgindaki
lektin alt @initelerinin non-kovalent baglarla baglandigi 6ne stiriilmiistiir (Marchalonis

and Edelman, 1968).

Kerevit (Pasifastacus leniusculus) plasmasindan Fetuin-Sepharose 4B
kolonuyla (affinite kromatografi) saflagtirilmistir. Lektin, SDS-Poliakrilamid jele
rediklenmeden uygulandiginda 420.000 Da agirhgina sahip bant olusturdugu
gozlenmistir. Lektin, Dithiothreitol (DTT) ile rediiklendigi zaman jel’de 65.000 ve
80.000 Da agirliklarina sahip iki alt Gnite olusturdugu gozlenmistir (Kopacek et al,
1993).

Deniz kestanesi (Anthocidaris crassispina) solomik sivisindan multimerik
yaptya sahip lektin DEAE-seliiloz kolonu (kolon kromatografi) ile saflasgtirilmigtir.
Lektinin 2-Merkaptoetanolle rediiklendiginde SDS-poliakrilamid jelde 13.000 Da
agirhginda bant, rediiklenmediginde ise 26.000 Da agirhiginda 7lr)antr verdigi
gozlenmistir. Sedimantasyonla dengeleme analizlerinde ise 300.000 Da agirhginda
bir molekiil oldugu gozlenmistir (Giga et al., 1985).

Yukarida at nali yengeci, kerevit ve deniz kestanesine ait lektin molekiil

agirliklari omurgasiz hayvanlara drnek olarak verilmistir. Caligmada materyal olarak
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kullanilan A. segetum bir bocek 6rnegi oldugu igin lektini incelenmis ve diger
boceklerdeki lektin  molekiiliniin - molekiil  agirhg agisindan  karsilagtirmast
yapilmustir.  Sarcophaga peregrina (hamam bocegi) larvalarinin viicut duvarlar
agilandiktan sonra lektin saflastirilmigtir. Aktif lektinin 190.000 Da agirhiginda bir
bant olusturdugu, SDS-poliakrilamid jelde gozlenmistir. Merkaptoetanol (%o 2’lik) ve
SDS (%1’lik) ile kaynatilarak denatiire edilen lektinin, SDS-PAGE’de dort o alt
{initesi (32.000 Da) ve iki f alt {initesine (30.000 Da) sahip oldugu belirtilmigtir
(Komano et al., 1980). Melanoplus sanguinipes (Cekirge) hemolenfinden Sepharose-
galaktoz kolonu (affinite kromatografi) kullanilarak lektin izole edilmigtir (Stebbins
and Hapner, 1985). Jel filtrasyonu ve elektroforez yontemleriyle lektinin 600-
700.000 molekiil agirligima sahip oldugu belirlenmistir. Lektinin 70.000 Da
agirhiginda alt tnitelere sahip oldugu ve bu alt iinitelerin disiilfit baglariyla baglanmis
40.000 ve 28.000 molekil agirligina sahip polipeptid zincirlerinden olustugu
gozlenmistir. Periplaneta americana (Amerikan hamam bocegi) hemolenfinden sigir
tiikriik bezleri mucin kullamlmis kolon dolgu maddesi ile (affinite kromatografi)
bityiik bir molekiil agurlikli lektin saflagtirilmigtir. Bu lektinin SDS-PAGE’de 1500
kDa agirhgnda oldugu tesbit edilmistir. Lektin denatiire edildikten sonra jele
uygulandiginda 30.000 Da molekiil agirligina sahip bir alt tnitesinin bulundugu
tesbit edilmistir (Kubo and Natori, 1987). Glossina fuscipes fuscipes (sinek)
hemolenfinde bulunan lektinin 710.000 Da agirliginda oldugu bildirilmigtir. Lektin
o 5 SDS ve % 10 B-2-Merkaptoetanol igeren 6rnek tamponda 100 °C de 5 dakika
kaynatilarak denatiire edilmis ve SDS-PAGE’e uygulanmistir. Deney sonucu lektinin
70.000 molekiil agirhgma sahip alt tinitelerinin bulundugu tesbit edilmistir (Ingram
and Molyneux, 1990). Calliphora vomitoria larvalarinin hemolenfinden FPLC jel
filtrasyonuyla saflastirilan lektinin 130.000 Da agirhiginda oldugu tesbit edilmistir.
Dogal formunun non-kovalent baglarla baglanmig tetramer olabilecegi ileri
siiriilmigtir. Lektinin reditklendigi zaman 32.000 Da agirhginda alt tnitelere sahip
oldugu SDS-PAGE ile tesbit edilmistir (McKenzie and Preston, 1992a). Extatosoma
tiaratum hemolenfinden D-galaktoza spesifik lektin affinite kromatografi ve jel
filtrasyonu ile saflagtiriimugtir. 71.000-76.000 Da agirhigindaki lektinin non-kovalent
bagla baglanan alti adet 12.000-14.000 Da agirhginda alt tinitelere sahip oldugu
gozlenmistir (Richards ef al., 1988). Spodoptera exigua (seker tirtilt) hemolenfindeki
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galaktoz baglayan lektin, affinite kromatografi ile saflagtinlmigtir. Saflagtirilan
lektinin 100.000-700.000 Da agirhginda biyiik molekill agirhigi olan agregatlar
olusturdugu gozlenmistir. SDS-PAGE preparasyonlariyla, lektinin 33.200 Da ve
34400 Da agirhifinda iki alt {initeye sahip oldugu belirlenmistir (Boucias and
Pendland, 1993). Hyalophora cecropia (gece ipek bocegi) hemolenfinden D-
Galaktoz/ N-asetil-Sepharose kolon kromatografisi ile lektin saflagtiriimusgtir.
Saflagtirilan lektinin 160.000 Da agirliginda oldugu ve SDS-PAGE’de denatiire
edilen lektinin 41.000 Da (o alt {initesi) ve 38.000 Da (B alt iinitesi) agirliklarina
sahip alt uniteleri tesbit edilmigtir. Lektin alt Gnetilerinin tetramerlerden
olusabilecegi one sirilmiistir (Castro ef al., 1983). Antheraea pernyi (Cin mesesi
ipek bocegi) hemolenfinden 380.000 Da agirliga sahip lektin izole edilmigtir. SDS ve
2-Merkaptoetanolle rediiklenen lektinin, 380.000 Da agirliga ve oligomerik yapiya
sahip alt tinitesi oldugu tesbit edilmistir (Qu et al., 1987).

Yukarida bahsedilen gesitli omurgasiz hayvanlarin  degisik molekiil
agirliklarina sahip hemolenf lektinlerinin bulundugu anlagilmigtir (Cizelge 4.1).
Lektinler, affinite kromatografi veya jel filtrasyonu ile saflagtiriimigtir. Saflagtirilan
lektinin, SDS, 2-Merkaptoetanol, ire veya DTT ile denatiire edildiginde SDS-PAGE
de gozlendigi tzere alt initelerine ayrildigt bildirilmigtir (Cizelge 4.1). Oysa A.
segetum hemolenf lektinin (69.000 Da) 2- Merkaptoetanolle rediiklendigi halde SDS-
PAGE de alt unitelerine ayrilmadig1 gézlenmistir (Bkz. Sekil 3.5 ve Cizelge 4.1).

Bombyx mori (ipek bocegi) 5. evre larvalarindan jel filtrasyonu (Sephacryl S-
300) ile hemolenf lektini saflagtirilmistir. Lektin molekiil agirligi 260.000 Da olarak
tesbit edilmigtir. SDS ve 2-Merkaptoetanolle rediiklenen lektinin SDS-PAGE’de alt
unetilerine ayrilmadif gozlenmistir (Suzuki and Natori, 1983). Ayn1 bdcegin yine 5.
evre larvasindan 350.000 Da agirhifinda lektin saflagtirilmigtir. SDS (% 1°lik) ve 2-
Merkaptoetanolle (% 2’lik) rediiklenen lektinin SDS-PAGE’de alt nitelerine
‘éyﬁl‘r'naidlgl belirlenmigtir (Amanaletal,71991)B mori larvalarindan izole edilen
lektinin SDS ve 2-Merkaptoetanolle rediiklenmesine ragmen SDS-PAGE’de alt
Unitelerine ayrnimadig: degisik arastiricilar (Suzuki and Natori, 1983; Amanai e al.,
1991) tarafindan ifade edilmistir. A. segetum 5. evre larva hemolenf lektininin 2-
Merkaptoetanolle rediiklenmesine ragmen B. mori larvalarinin hemolenf lektini gibi

SDS-PAGE’de alt tinitelerine ayrilmadig1 gozlenmigtir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Bazi omurgasiz hayvan lektinleri ve alt tiniteleri.

Omurgasiz Hayvan Lektin Alt Uniteler Literatiir

Limulus polyphemus 400.000 Da 22.500 Da Marchalonis and
Edelman, 1968

Pacifastacus leniusculus 420.000 Da 65.000 ve 80.000 Da Kopacek et al., 1993

Anthocidaris crassispina | 26.000 Da Gigaetal., 1985

Sarcophaga peregrina 190.000 Da 32.000 ve 30.000 Da Komano et al., 1980

Melanoplus sanguinipes 600-700.000 Da | 70.000 Da Stebbins and Hapner,
1985

Periplaneta americana 1.500.000 Da 30.000 Da Kubo and Natori, 1987

Glossina fuscipes fuscipes | 710.000 Da 70.000 Da Ingram and Molyneux,
1990

Calliphora vomitoria 130.000 Da 32.000 Da Mc Kenzie and

Preston, 1992a

Extatosoma tiaratum

72.000-76.000 Da

33.200 Da ve 34.400 Da

Richards et al., 1988

Hyalophora cecropia 160.000 Da 41.000 Da ve 38.000 Da | Castro et al., 1983

Antheraea peryni 380.000 Da 38.000 Da Quet al., 1987

Bombyx mori 260.000 Da Yok Suzuki and Natori,
1983

Bombyx mori 350.000 Da Yok Amanai, et al., 1991

Agrotis segefum 69.000 Da Yok

A. segetum 5. evre larvalarinin hemolenf lektini in vitroda yabanci ajan olarak

kullanilan tavsan, at, sigir, koyun, tavuk ve A, B, 0 grubu insan kam eritrositlerini

cesitli titrelerde hemaglutine etmistir (Bkz. Cizelge 3.1).

Hemolenf lektininin biyolojik fonksiyonu olarak bilinen hemaglutinasyon

aktivitesi bazt omurgasiz hayvan tiirlerinde incelenmistir. Ornegin, Pacifastacus
leniusculus (kerevit) plasma lektini A, B, O grubu insan kam eritrositlerini 1:4 titre
ile; at, sigir, tavuk kam eritrositlerini 1:2.titre ile tavsan kanim ise digerlerine gore
yiksek titre ile yani 1:64 titre ile hemaglutine ettigi bildirilmistir (Kopacek ef al.,
1993).

Bocek omeklerinden Melanoplus bivittatus (gekirge) hemolenf lektininin O
grubu insan kamn eritrositlerini 1:64, A grubu insan kani eritrositlerini 1:32, B grubu

insan kam eritrositlerini 1:128, sigir kani eritrositlerini 1:2, tavuk kani eritrositlerini
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1:2, at kani eritrositlerini 0, tavsan kan eritrositlerini 1:128, koyun kam eritrositlerini
0 titre hemaglutine ettigi gézlenmistir (Hapner, 1983). Locusta migratoria (¢ekirge)
5. evre larvalarinin hemolenf lektini A, B, O grubu insan kani eritrositlerini 0, tavsan
kani eritrositlerini 1:4096 ve tavuk kam eritrositlerini O titre ile hemaglutine ettigi
gozlenmigtir (Drif and Brehelin, 1989). Leptinotarsa decemlineata larvalarinin
hemolenf lektini A, B, O grubu insan kam eritrositlerini 1:128, tavsan kam
eritrositlerini 1:256 ve at kani eritrositlerini 1:32 titre ile hemaglutine ettigi rapor
edilmigtir (Stynen et al., 1982). Calliphora vomitoria larvalarinin hemolenf lektini
insan kant A grubu eritrositlerini 1:256, B grubu eritrositlerini 1:1024, O grubu
eritrositlerini 1:512, koyun kani eritrositlerini 1:4096 titre hemaglutine ettigi tesbit
edilmigtir (Mc Kenzie and Preston, 1992a). Hyalophora cecropia hemolenfindeki
lektinin insan kani eritrositlerini A grubu 1:32, B grubu 1:64, O grubu 1:32, sigir
kan eritrositlerini 1:32, koyun kan eritrositlerini 1:4, tavsan kam eritrositlerini 1:512
ve tavuk kam eritrositlerini 1:2 titre aglutine ettigi g6zlenmigtir (Castro ef al., 1987).
Extatosoma tiaratum serum lektini insan ka1 A, B, O grubu eritrositlerini 1:32, at
kam eritrositlerini 1:64, tavsan eritrositlerini 1:2048, sigir kam eritrositlerini 1:32,
koyun kan eritrositlerini 1:16, tavuk kani eritrositlerini 1:4 titre ile aglutine ettigi

gozlenmigtir (Richards et al., 1988).

Yukarnidaki aragtirmalarda kullanilan omurgali eritrositlerinden ortak olarak
kullanilan tavsan eritrositlerinin 1:64 den 1:4096 titre ile hemaglutine oldugu goze
carpmaktadir. A. segetum hemolenf lektininin tavsan kani eritrositlerini 1:64 titre ile
hemaglutine ettigi gozlenmigtir. Bir kerevit tliri olan Pacifastacus leniusculus un
(Kopacek et al., 1993) plasma lektinin 1:64 titre ile tavsan kami eritrositlerini
hemaglutine ettigi gibi, A. segetum hemolenf lektini de 1:64 titrede tavsan
eritrositlerini hemaglutine etmistir. Locusta migratoria (Drif and Brehelin, 1989),

Hyalophora cecropia (Castro et al., 1987) ve Extetosoma tiaratum (Richards et al.,

"1988) hemolenf lektinleri sifir kani eritrositlerini 1:32 titre ile hemaglutine ettii

tesbit edilmigtir. A. segetum hemolenf lektini ise 1:4 titrede hemaglutine ettigi i¢in
bahsedilen diger bécek hemolenf lektinlerinden farkli titrede hemaglutine etmistir.
Calliphora vomitoria larvalarinin hemolenf lektini A grubu insan kani eritrositlerini
1:256 titre ile hemaglutine ettigi gozlenmistir (Mc Kenzie and Preston, 1992a). A.

segetum hemolenf lektini A grubu insan kam eritrositlerini C. vomiforia hemolenf
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lektini gibi 1:256 titre ile hemaglutine etmistir. Hyalophora cecropia hemolenf
lektinin B grubu insan kami eritrositlerini 1:64 titre ile hemaglutine ettigi
bildirilmigtir (Castro et al., 1987). A. segetum hemolenf lektini B grubu insan kam
eritrositlerini 1:64 titre ile hemaglutine ettii gozlenmistir. Her iki bécegin lektini
ayni titre (1:64) ile B grubu insan kam eritrositlerini hemaglutine etmesi hemaglutine

etmigtir.

Karbohidratlarin ve glikoproteinlerin lektindeki reseptorlere baglanarak,
lektinin yabanct hiicre ylzeyindeki reseptorlere baglanmasim  engelledigi
bilinmektedir (Vierbiichen, 1991; Sharon, 1977). Boylece lektinin yabanct ajan
olarak omurgasiz hayvan viicuduna giren mikroorganizmalari hemaglutinasyonu
engellenmis olmaktadir. Calijmada A4. segetum hemolenf lektininin omurgali
eritrositlerini deneysel olarak kullanilan gesitli karbohidratlarin ve glikoproteinlerin

lektine baglanarak hemaglutinasyonunu inhibe ettifi gézlenmistir.

Schistocerca  gregaria hemolenf lektininin tavuk kam eritrositlerini
aglutinasyonunu 100 mM konsantrasyonda D-galaktoz ve N-asetil galaktozaminin ve
bir glikoprotein olan 1 mg/ml yumurta albuminin inhibe ettigi bildirilmigtir (Lackie,
1981). 4. segetum hemolenf lektininin tavuk kani eritrositlerini hemaglutinasyonunu
100 mM’lik D-galaktoz’un inhibe etmesi bakimindan S. gregaria lektininin
hemaglutinasyon inhibisyonuna benzerlik gostermistir. Ancak 1mg/ml yumurta
albumini S. gregaria lektininin hemaglutinasyonunu inhibe ettigi halde, 4. segetum

lektininin hemaglutinasyonunu inhibe etmemigtir.

Periplaneta americana  hemolenf lektininin at kam eritrositlerini
hemaglutinasyonunu 1 mg/ml mucin’in inhibe ettigi gézlenmigtir (Lackie, 1981). 4.
segetum lektininin ise at kam eritrositlerini hemaglutinasyonunu 1 mg/ml mucin’in
inhibe etmedigi gozlenmigtir. Ayni tlriin tavsan eritrositlerini hemaglutinasyonunu
‘100 mM’lik glukoz, “galaktoz, “ksiloz, mannoz, sitkkroz ile -glikoprotein -olarak—-— ~—-——
kullanilan 1 mg/ml yumurta albumini ve mucinin inhibe ettigi gozlenmistir
(Lackie, 1981). A. segetum’un tavsan eritrositlerini sadece 12.5 mM ve 6 mM
konsantrasyonda D-laktozun inhibe ettiSi gozlenmistir. Diger karbohidrat ve
glikoprotein orneklerinin A. segetum lektini hemaglutinasyonunu inhibe etmedigi

gozlenmistir. P. americana® mn O grubu insan kam eritrositlerini
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hemaglutinasyonunu 25 mM’lik glukoz ve laktoz ile, 100 mM’lik galaktoz, ksiloz,
mannoz ve sikrozun inhibe ettigi gozlenmistir (Lackie, 1981). A. segetum lektininin
ise O grubu insan kam eritrositlerini hemaglutinasyonunu sadece 1 mg/ml mucin ve
0.1 mg/ml mucin’in inhibe ettii goézlenmistir. Kullanilan karbohidratlar ve
glikoproteinlerden yumurta albumini ve Kondroitin siilfat A’nin hemaglutinasyon
aktivitesini inhibe etmedigi gozlenmistir. Bu durumda Periplaneta americana’nin
hemolenf lektininin O grubu insan kan eritrositlerinin hemaglutinasyonunun inhibe
edilmesi, A. segetum lektini hemaglutinasyonunun inhibe edilmesine
benzememektedir. Yine P. americana’mn  koyun kam eritrositlerini
hemaglutinasyonunu 100 mM galaktoz ve 12.5 mM’lik N-asetil galaktozamiri’in
inhibe ettigi gozlenmistir (Lackie, 1981). A. segetum lektininin koyun kan
eritrositlerini hemaglutinasyonunu 100, 50, 25, 12.5 ve 6 mM’hk N-asetil
galaktozaminin inhibe ettifi goOzlenmistir. P. americana’nin  koyun kani
hemaglutinasyonunun sadece 12.5 mM N-asetil galaktozamin ile inhibe edilmesi A.

segetum’ a benzemektedir.

Panstrongylus megistus (Hemiptera) 5. Evre larvalarinin hemolenf lektininin 0
grubu insan kani eritrositlerini hemaglutinasyonu 12.5 mM D-galaktoz ile 6 mM’lik
D-laktoz ve rafinoz’la inhibe edildigi bidirilmistir (Gomes et al, 1991). A.
segetum’un 5. evre hemolenf lektininin O grubu insan kani eritrositlerinin
hemaglutinasyonu sadece 1 mg/ml ve 0.1 mg/ml mucin’in inhibe ettifi gézlenmistir.
A. segetum hemolenfinin 0 grubu insan kanini hemaglutinasyonunu karbohidratlarin
inhibe etmemesi yominden P. megistus lektininin  hemaglutinasyonunu

korbohidratlarin inhibe etmesine benzemedigi anlagilmaktadir.

Antheraea pernyi pupalarimin hemolenf lektininin tavsan kam eritrositlerini.

hemaglutinasyonunu 100 mM’lik glukoz, maltoz, mannoz, siikkroz, 50 mM’lik N-

asetil galaktozamin, laktoz ve 25 mM’lik galaktoz’un inhibe ettigi bildirilmistir (Qu

et al., 1987). A. segeti:m hemolenf lektininin ise tavgan kam eritrositlerini 125~~~

mM ve 6 mMlk D-laktoz’'un inhibe etmesi bakimindan 4. pernyi
hemaglutinasyunu inhibisyonuna sadece laktoz inhibisyonu ile benzedigi

anlagiimaktadir.
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Extatosoma  tiaratum’un serum lektininin tavsan kant eritrositlerinin
hemaglutinasyonu 50 mM’lik N-asetil galaktozamin, 25 mM’lik rafinoz 12.5 mM’lik
galaktoz ve laktozun inhibe ettigi rapor edilmistir (Richards et al., 1988). A. segetum
hemolenf lektinin tavgan kant eritrositlerini hemaglutinasyonunu 12.5 mM ve 6
mM’lik laktoz’un inhibe etmesi bakimindan E. tiaratum lektini hemaglutinasyonun

inhibisyonuna benzemektedir.

Calliphora vomitoria larvalarimin hemolenf lektininin koyun kani eritrositlerini
hemaglutinasyonunu 50 mM’lik D-laktoz ve N-asetil galaktozamin’in inhibe ettigi
bildirilmigtir (Mc Kenzie and Preston, 1992). 4. segetum hemolenf lektininin koyun
kani eritrositlerini hemaglutinasyonunu 50 mM’lik N-asetil galaktozaminin inhibe
etmesi bakimindan C. vomitoria lektininin hemaglutinasyonunun ayni sekerle inhibe
edilmesine benzemektedir, oysa A. segefumun koyun kam eritrositlerini

hemaglutinasyonunu D-laktoz inhibe etmemistir.

Inhibisyon deneylerinde tartigmasi yapilan karbohidrat ve glikoproteinlerden
bagka karbohidrat ve glikoprotein de kullamlmstir. Ornegin Periplaneta america’nin
hemaglutinasyonunu D-fruktoz, D-rhamnoz, D-mellibiyoz ve fetuin (glikoprotein)
nedeniyle inhibe edildigi gozlenmistir (Lackie, 1981). Extatosoma tiaratum
hemolenfinin hemaglutinasyonunu D-fruktoz, a-metil-D-galaktopiranosid ve
fetuin’in inhibe ettigi bildirilmistir (Richard et al., 1988). Calliphora vomitoria’nin
hemolenf lektininin hemaglutinasyonunu fetuin’in inhibe ettigi gozlenmigtir

(McKenzie and Preston, 1992a).

A. segetum hemolenf lektinin hemaglutinasyonunu yukarida bahsedilen degisik
boceklerin lektin hemaglutinasyonu inhibisyonunda kullanilan karbohidratlar ve
glikoproteinin inhibe etmesi incelenmedigi igin bu konuda karsilastirma miimkiin

olmamugtir.

Affinite ve jel filtrasyonu kromatografi yontemleriyle saflagtirilan A. segetum... ..

hemolenf lektinin, elektron mikroskobunda (TEM) yapisal 6zellifi incelenmistir.
Gegmis yillarda gesitli omurgasiz hayvan lektininin ince yapisi gecirmeli elektron
mikroskobunda incelenmistir. Bir deniz omurgasiz hayvam olan Limulus
polyphemus’un hemolenf lektini elektron mikroskobunda incelenmiy ve hekzagonal

yapt gosterdigi gozlenmistir (Fernandez-Moran et al., 1968). Anthocidaris
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crassispina’min solomik sivisinda bulunan lektin TEM’de incelenmigtir. Lektinin
TEM’de yayilmig kelebek kanadi geklinde bir yapi gésterdigi ve bu yapinin ¢ogu
zaman dort parga semiglobuler birimden bazen de globuler birimden meydana
geldigi gozlenmistir (Giga ef al., 1985). Bir bocek tiirii olan Periplaneta america’nin
affinite kromatografi yontemiyle saflastirilan hemolenf lektininin TEM’de sarmal
yapidaki gubuklar halinde goriintii verdigi gozlenmigtir (Kubo and Natori, 1987).
Boceklerde bu konuda baska orneklere rastlanmamugtir. Yapilan g¢aligmada ise A.
segetum’un hemolenf lektinin agsi (redikiler) bir yapida oldugu gézlenmistir. Agst
yapmin boncuk dizisi veya dallanma yapan globuler birimlerden meydana geldigi
gozlenmistir. A. segetum’un lektini afs1 yapisiyla diger omurgasiz hayvan
lektinlerinden farkli yapt gostermistir. Lektin ince yapisi omurgasiz hayvanlarda
degisik sekillerde gbzlenmigtir. Ancak lektinlerin esas olarak globiiler birimlerden
meydana gelmesi agisindan gesitli hayvan gruplan arasinda bir benzerlik oldugu
belirlenmektedir. Sadece A. segefum’un dahil oldugu dort 6rnege dayanarak goris
bildirmek siiphesiz yeterli olamaz. Gelecekte yapilacak aragtirmalarin bu konuyu

daha kesin duruma getirecegi imit edilmektedir.
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6. OZGECMIS

Kars-Selim’de dogdu. Ilk ve orta 6grenimini baba meslegi nedeniyle
Tirkiye’nin gesitli yerlerinde tamamladi. 1978 yilinda Ankara Atatiirk Lisesi’nden
ve 1981 yilinda kayit oldugu A. U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinden 1985 yilinda
mezun oldu. 1990 yilinda A.U. Fen Bilimleri Enstittisi Biyoloji Bolimii Anabilim
Dalinda Yiiksek Lisans egitimini "Agrotis segetum da Hiicresel Bagisiklik Uzerine
Aragtirmalar" konulu tez galigmasi ile tamamladi. Halen A.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji

Boliimiinde Aragtirma Gorevlisi olarak gorev yapmaktadir.



