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Viscum album L. Lektinleri
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(zet: Bu galismada, Viscumt album L. lektinleri haklanda izo-
=+ lasyonlart, miktar tayinleri, kimyasal yapilar ve biyolojik akti-
“miteleri ile flgili genel bilgiler verilntistir.
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Summary: Isclations, quantitative determinations, chemrical
strictures and biologic activities of lectins in Viscrmt albwm L.
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. Giris

Tibbi bitkilerden biri olan Viscum L. cinsi Lorantha-
“ceae familyasina ait bir genusturl. Tropikal ve 1h-
- man bolgelerde, ormanlik alanlarda gesitli agaglarin
¢ ve gahlarin lizerinde yari-parazit olarak gelisen bu
* cinsin bir tiiri olan V. album L. birqok tip otoritesi
tarafindan sifali bir bitki olarak kabul edilmistir 2-4.

- Bugiine kadar yapilan kimyasal ¢alismalarla bitki-
- de, lektin, viskotoksin, fenilpropan, lignan, flavono-
- it, alkaloit ve poliholozit gibi birgok etken madde
- grubunun varhg: tespit edilmistir>10. Bu gruplar-
. dan lektinler, enzim ve antikorlardan farkh olarak
‘karbohidrat baglayia proteinlerdir. Hiicreleri aglu-
- tine etme Gzelligine sahiptirler. Kompleks karbohid-
‘ratlar da ¢oktiirirler1t12,

- Bu derlemede gesitli biyolojik aktivitelere sahip olan
. Viscum album L. lektinleri hakkindaki galigmalar
incelenerek, genel bilgiler alt baghklar halinde su-
- hulmustur.

- Viscus album'dan giintimiize kadar Lektin-I (ML-],
© Viskumin, Omelotoksin), Lektin-II (ML-II) ve Lek-
tin-IH (ML-IID) isimleri ile ii¢ adet lektin izole edil-
- migtirl3, 14, izole edilen lektinlerden herbiri, A- ve B-
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olarak tanimlanan iki farkls tipteki glikoprotein zin-
cirinden meydana gelmistir. Bu iki zincir birbirine
disiilfit baglariyla baglanmustir. A-zinciri, lektinin
toksoforik kismun, B-zinciri ise haptoforik kismin
olugturmaktadir1s.

Her ii¢ tip lektindeki, A- ve B- zincirlerinin molekil
agirhiklan Tablo 1'de verilmigtir 1315,

Tablo 1. Viscum album Lektinlerinin Molekdl Agirhiklarn

Lekiin Molekiil Agurlig (Dalton)

Lektin A-Zinciri B-Zinciri
Lektin-1 115.000 26.600 34.000
Lektin-II 60.000 27.000 32.000
Lektin-III 55.000 25.000 30.000

Viscum album lektinlerinden, Lektin-I, galaktozu;
Lektin-II, galaktoz ve N-asetilgalaktozamini, Lektin-
I ise N-asetilgalaktozamini yapilaria dzel olarak
baglamaktadir!3 16,17,

Viscum album Lektinlerinin Izolasyonu
Viscum album lektinlerinin izolasyonu sirasinda
afinite kromatografisinden yararlamilmistir. Kullan-

lan yontem Sema 1'de agiklanmigtir5,15,16,
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Toz edilmig
Yiscam album
+
NaCl Céz.
) | » Santrifiyj
Ust faz
1. Asitle yikanmg Sefaroz 4B KOLON
2. 0.2 M D-galaktoz gézeltisi ile YIKAMA
Eltiat DIALIZ
I— LEKTIN-I
1. Immunogtobulin-Sefaroz 4B KOLON
2. 0.2 M D-galaktoz ¢ozeltisi ile YIKAMA
|_ LEKTIN-II
3. QGlisin/FICl kansom (pH: 2.6)
ile YIKAMA
Eltiat B
. NayCO, ¢bzeltisi ile NOTRALIZASYON
2. Sefaroz-N-(6-aminohekzaneil)-f-D-galaktozamin
KOLON
3. Glisin/HCl kansimi {pH: 2.6
ile YIKAMA

LEKTIN-II '

Sema 1. Viscum album Lektinlerinin fzolasyonu

Bu yontem ile, 100 g Viscum album'dan 40-50 mg
Lektin-1, 2-3 mg Lektin-1I, 10-20 mg Lektin-1II elde
edilirlS.

Ayrica lektinlerin izolasyonunda afinite kromatog-
rafisi yaminda jel kromatografisinden de yarar-
larularak Lektin-I ve Lektin-II ayirima gerceklestiril-
mektedirl4.

Viscum album Lektinlerinden A- ve B-Zincirinin
Izolasyonu

Viscum Album lektinlerinden A- ve B- zincirlerinin
izolasyonu sirasinda afinite kromatografisinden
yararlanilnugtirt3 15, Lektin, pH'st 7.2'ye getirilmig
fosfat tampon gbzeltisinde ¢oziilditkten sonra kis-
men hidrolize edilmis Sefaroz 4B veya agaroz kolo-
na uygularur. Baglanmamug proteinler, fosfat tam-
pon ¢Ozeltisi ile yikanarak aynbir. Kolondan % 5lik
2-merkaptoetanol ¢ozeltisi gegirilir. Bu fraksiyonun
alinmasindan sonra, kolonda kalmig olan lektinin
tamamen abmabilmesi igin kolon oda sicakhgmda
iki gece brakilir ve fosfat tampon ¢ozeltisi ile
yikamur. A-zinciri, kolondan % 5tk 2-merkapto-
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etanol ¢ozeltisi ile alintr. Kolonda baglanms kalc
B-zinciri ise, fosfat tampon ¢odzeltisi icinde cbziilmi
bulunan 0.1 M laktoz ¢ozeltisi ile alinur. Eger_.
zincirini igeren ¢Ozelti ¢ok az miktarda B-zingir
icerivorsa islemler bastan tekrarlamr. Bu g;eki'l'd.
hazirlanmis olan B-zinciri, hala lektin icerdiginden
DEAE-Seliiloz kromatografisi (Dietilaminoetil-Se
loz) kullanilarak tamamen saflagtirilir. :

Viscum album lektinlerinden A- ve B-zincirlerinin
izolasyonu Sema 2'de goriilmektedir'3. Izolasyor
sirasindaki basamaklar sekil iizerinde a, b, ¢, harfle.
rivle gOsterilmis ve asagida agiklanmushr.
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Sema 2. V. album Lektnlerinin A- ve B-zincirlerinin Izolasyoni

a) Lektin, tagiyicinin galaktoz grubuna baglanir.

b) 2-Merkaptoetanol, disiilfit baglarim koparr. Ag
ga cikan A-zinciri, 2-merkaptoetanol gozeltisi ile alr
nur. B-zinciri tagiyiciya baglanmus sekilde bulunur.

¢) B-zinciri, D-galaktoza afinite gosterdiginden, D
galaktoz, B-zincirinin eliisyonunda kullanilir13.15,

Viscum album Lektinlerinin Yapisal Analizleri

Viscum album lektinlerinden, Lektin-I'in yapls
elektron mikroskobu ile incelenmigtir15,1,

Lektin-I melekiilleri, uranil asetat veya uranil formi
yat ile negatif lekelenerek goriintir hale getirilmightir
Elektron mikroskobu ile incelendiginde iki farkl
sekilde goriilmektedir.
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: Punlar:
a) Cubuk benzeri veya

) Her qubuk benzeri molekiil /yarist kadar bityiik-
titkte licgen veya yuvarlak sekildedir.

Lektin-1 monomerleri, 80x90 A° boyutlarinda yuvar-
lak veya figgen sekle sahiptir. Konsantrasyonun
artmasma bagli olarak, iki yuvarlak veya ii¢gen
molekiil bir araya gelir ve cubuk sgeklinde olan
Lektin-I dimerlerinin molekiil sekillerini olusturur.

40 ng/mL konsantrasyondaki Lektin-1 gézeltisinin,
% 66'sin1 cubuk benzeri, % 341int ise yuvarlak sekil-
li molekiiller meydana getirmektedir.

Benzer sonuglar, SDS-PAGE (Sodyum dodesil siil-
fat-poliakrilamit jel elekiroforezi) yontemiyle de
elde edilmisgtirt>1&, Lektin-I, tavsandan elde edilen
IgG Immunoglobulin G) ile kanghrilir ve % 0.1 5DS
iceren % 0.9'luk NaCl ¢ozeltisinde ¢oziliir. 5 dakika
65°C'de saklanir. Lektin-I'in yapisi ve biyiklugi
hakkinda bilgi edinebilmek igin, benzer molekl
agirhigima sahip bir proteinin IgG ile kangtinimas:
gereklidir. Daha sonra hazirlanan ornek, % 0.9Tuk
NaCl ¢oOzeitisi ile 1:50 orarunda seyreltilir. PAGE
islemine tabi tutulur ve elektron mikroskobunda
incelenir.

Bu yéntemde, qubuk benzeri molekiiller goriiime-
digi halde, farkl biiyiikliiklere sahip, < 50 A® ile >
200 A° boyutlanndaki yuvarlak molekiiller goriile-
bilmektedir. '

Lektin-I'in molekil agirlig, SDS-PAGE yontemi ile
20.000 ve 34.000 Dalton molekiil agirligma sahip
protein bandimn varhgmdan yararlamlarak saptan-
mugtir.

Lektin-I'in Kimyasal Modifikasyonu

Viscum album'dan izole edilen Lektin-I'in eritrosit-
ler iizerindeki agliitinasyon etkisi, amino, siilfidril,
distilfit, karboksil, fenolik, imidazol ve indol grup-
larnda yapilan &ézel kimyasal degisikliklerle ince-
lenmistir. 3 mg Lektin-] igeren 1 mlL'lik tuzlu
soliisyonlar, % 1'lik insan eritrosit siispansiyonu ile
(1: 256 ve 1:8 oranlarmda) muamele edilmistir. Kim-

yasal degisiklikler sonunda elde edilen bulgular aga-
gida verilmistir19.20 (Tablo 2):

Tablo2. LektinTin  Kimyasal Modifikasyonu  Sonucu
Eritrositter  Uzerindeki  Agliitinasyorn  Etkisinin
Incelenmesi

Degisiklik yapan olaylar Degisiklik Hemagliitinasyon Oran

veya maddeler yapulan keisim  aktivitesi

Fotokimyasal oksidasyor  Histidin Degismedi 1:256

Dietilpirokarbonat Histidin Degismedi 1:256

Koshland's reaktifi Triptofan Degismedi 1:256

N-bromastiksinimif Triptofan Degismedi 12256

Ellmann's reaktifi -SH Degismedi 1:256

Formaldehit -SH, -NH2  Degismedi 1:256

FITC -NH2 Degismedi 1:256

Karbodimid, amin -COOH Degismedi 1:256

Sodyum borohidriir 55 Azalds 1:8

N-asetilimidazol Tirozin Azaldi 1:5

Tetranitrometan Tirozin Azaldy 1:8

Lektinlerin, N-asetilimidazolle reaksiyona girmesi
sonucunda (-asetil-tirozin Hirevleri, tetranitrome-
tanla; 3-nitrotirozin tiirevleri meydana gelmektedir.
Sodyum borohidriir, Iektinlerin disilfit kpriilerini
parcalamaktadir. Yapilan bu ézel kimyasal degisik-
likler lektinin aktivitesini azaltmaktadir19.

Triptofan molekiiliindeki degisiklikler N-bromosiik-
sinimit ve 2-hidroksi-5-nitro-benzil bromiir(Kosh-
land's reaktifi) kullanilarak; amino gruplarindaki
degisiklik ise dietilpirokarbonat fluoressein-izotiyo-
siyanat (FITC) ve formaldehitle yapilmaktadir!%2C.
Lektinlerin karboksil gruplar, 1-etil-3-(3-dietilami-
nopropil) karbodimidle amidlere déntsmektedir.
5,5-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (Ellmann's reakti-
fi} ile stilfidril gruplarmin sibstitiisyonu gergekleg-
tirilmigtir. Lektin molekiliinde yapilan, bu 6zel kim-
yasal degigiklikler, biyolojik aktiviteyi degistirme-
mektedirl?.20,

Lektin-I'in Karbohidrat ve Amino Asit Kism

Lektin-l, karbohidrat kismuru tespit etmek ftizere
pronaz enzimi ile hidroliz edildikten sonra konkana-
valin-A-sefaroz kolonda afinite kromatografisiyle
fraksiyonlanmustir. Elde edilen fraksiyonlarda yapi-
lan spektral analizler sonucu oligomannoz tipi iki
glikan tespit edilmigtir. Bu glikandan biri alti
mannoz dinitesi ile 2-asetamido-2-deoksiglukoz Gini-
tesi, digeri ise bes mannoz ve 2-asetarmnido-2-deok-
sighikoz linitesi igermektedir.
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Lektin-I, bu glikanlardan bagka, 2-asetamido-2-
deoksiglukoza bagh bir a-fukoz ile bir ksiloz tagtyan
mannotriozil N,N'-diasetilsitobioz glikammi  da
yapisinda bulundurmaktadir.

Lektin-I'in A- ve B-zincirleri incelendiginde, amino
asit kisminda farklibklar bulunmustur. A- ve B-
zincirlerinin amino asit bilegimleri Table 3'de veril-
mistir>15. Tabloda verilen degerler mol/mol cinsin-
dendir.

Tablo 3. Lektn-I'in A-, B-Zincirlerindeki Amino Asit
Konsantrasyonilar: (mel/mol)

Amino Asit A-Zinciri B-Zinctri
Alanin 1748 19.69
Agjinin 23.63 21.46
Aspartik asit 24.04 42.23
Sistein 1.77 10.82
Glutamik asit 28.80 26.66
Glisin 23.08 . 34.24
Histidin 3.53 1.61
lzolésin 16.05 16.79
Losin 2554 2245
Lizin 23 8.17
Metionin 3.65 636
Fenilalanin 11.43 5.59 -
Pirolin 13.97 1548
Serin 21.77 23.70
Treonin 19.22 2640
Triptofan 0.30 3.08
Tirozin 9.98 726
Valin 13.82 21.63

V. album Lektinlerinin Miktar Tayini

V. album lektinlerinin miktar tayininde ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) yontemi
kullanilmaktadir(Sekil 1). Viscum album'da bulu-
nan Lektin-I miktarlari Anti-Lektin-I antikoru kul-
lamlarak ELISA yontemiyle tespit edilmektedir?l.
Lektin-l miktar reaksiyon sonucu olugan renkten
yararlanilarak spektrofotometrik olarak tayin edil-
mektedir.

Ayrica ELISA ybntemiyle, Lektin-l igeren ve kanser
tedavisinde kullamulan preparatiann kalite kontrol-

leri de yapilabilmektedir22.

Viscum album ekstrelerindeki Lektin-I miktari, bi-
yolojik metodlarla da tayin edilmektedir45,
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Lektin-, fare topuguna enjekte edildiginde, ayakt
bir 5dem olusmaktacir. Odemin biiyiikliigii, Lektin
I'in konsantrasyonu ile orantilidir. Doz-bagimh olay
bu etki, herbir fare igin 0.0025-2.5 pg Lektin-I kon
santrasyon araliginda incelenmektedir4.5. i

Plastik taneler

O =
J& = Anti-Lektin-Tantikoru
o = Lektin-I antijeni

}*‘? = Enzim konjuge edilmis
*  Anti-Lektin-i antikoru

2 O

Iy fg?: ;_22} .
)_._ £ T
. ; :

N

&

Sekil 1. ELISA Yontemi Prensibi

Viscum album Lektinlerinin Biyolojik Aktiviteler

Viscum album lektinlerinden, sadece Lektin-l v
onun A- ve B-zincirleri iizerinde biyolojik aktivit
calismalan yapilmugtir. Biyolojik aktivite ile ilgil
yapilan aragtrmalarin sonuglan agagida verilmjg_tif
(Tablo 4)45,15,23;

1. Makrofajlarin Aktivasyonu

Lektin-l ve B-zingiri, makrofajlar hiicre yiizeyin
baglandiklarinda, makrofajlarm negatif ylizey yil
kiinde azalma meydana getirerek, aktif hale geg
melerini saglamaktadir4 15,

2. Makrofaj Stimiile Edici Faktdriin Salinimi

Lektin-1 ve B-zinciri, makrofaj hiicrelerine dogruda
baglanarak, onlarm aktif hale gegmelerine (D, ayrlo':'
B-zinciri lenfositlere baglanarak, lenfositlerde
lenfokin {makrofaj stimiile edici faktér) sahmimmn
neden olmaktadir{Ila). Salman makrofaj stimiil
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Tablo 4. Viscum album'dan lzole Edilen Lektin-Tin biyolejik

Aktiviteleri

“Aktvite Lektin-I A-Zinciri B-Zinciri
‘Makrofajlarmn aktivasyonu + - +
‘Makrofaj stimtile edici Test
“faktorim salinmi edilmemis + B
Ribozomal protein sentezinin

inhibisyonu + + -
[.okosit fagositozunda - - +
‘artis
‘Alierjen nedenli histamin

salimimin inhibisyonu + - +
Plateletlerden kollagen

nedenli serotonin

salimminm inhibisyonu + - +
Mitojenite ’ - + -

+: Eiki var
- Etki yok

2dici faktor aracihfiyla da makrofajlar aktif duruma
zegmektedir (ITb)15.24 (Sekil 2).

3. Ribozomal Protein Sentezinin Inhibisyonu
Lektin-f ve A-zinciri protein sentezini inhibe etmek-

tedir. Lektin-I'in B-zinciri, hiicre yiizeyine baglamr.
A-zinciri, endositoz ile hiicre igine girer ve A-zinciri,

[ 8-zincirt

AP <~
makrafaj §§§\§§ len fasit
3 TS :

aktivasyan

MSF salinim @

makrafaj

aktivasyan

$ekil 2. Makrofaj Stimtile Edici Faktériin Sahnim

N-glikozidaz enzimi gibi rol oynayarak A 4324 po-
zisyonundaki 28 SrRNA'mun N-glikozidik baglarim
koparir ve ribozomlan inaktif duruma gegirir. Bu
sekilde protein sentezi inhibe edilir. Lektin-I'in sito-
toksik etkisinin temelinde, bu mekanizma da 6nemli
bir rol oynamaktadir4,515.23,25-27,

4, Lokositlerin Fagositoz Kapasitesinde Artig

Lektin-T'in sadece B-zinciri, normal insan lékosit-
lerinin fagositoz kapasitesinde artis meydana getir-
mektedir. Lektin-I ve A-zincirinin ise 16kositlerin
fagositoz kapasitesi tizerinde higbir etkisinin bulun-
mad:$ tespit edilmistir3.15,

5. Allerjen Nedenli Histamin
Salinumm inhibisyonu

1814 yilinda Hecker, konviilsif astim vak’alarinda
Viscurmn album'un kullarumindan bahsetmektedir.
1938 yilinda Madaus, "Biyolojik Ilaglarin El Kita-
br'nda, astima kargt bir Amerikan ilaci olarak Vis-
cum album'un dal ve yapraklarimun kullanlabile-
cegini belirtmigtir28,29,

Daha sonraki yillarda bu etki ile ilgili olarak genig
klinik ¢alismalar yapilmugtir. Allerjik brongiyal as-
timh hastalarin, l6kosit ve bazofil granilositleri,
anti-Ig E gibi ajanlarla veya toz, protamin ve polen
gibi ozel allerjenlerle muamele edilmigtir. Bunun
sonucu 16kosit ve bazofil graniijositlerden, histamin
salinmaya baglarmustir. Ig E, Viscum album'dan izole
edilen Lektin-I ile inkiibe edildiginde, 1kosit ve
bazofil graniilositlerden histamin salinim ortalama
olarak % 86 oraninda azalmaktadir.

Ig E'nin yapisinda, % 10.7-12.1 oraninda karbohidrat
bulunmaktadir. Ig E molekiiliiniin Fc kismmda, N-
asetilglukozamin, N-asetilnéraminik asit, galaktoz,

" fukoz ve mannoz gibi karbohidrat yapisinda madde-

ler vardir. Karbohidrat baglama yetenegine sahip
olan Lektin-I, molekiiliin Fc kismina baglanmakta ve
Ig E ile indiiklenen histamin salmimum inhibe et-
mektedir.

Lektin-1'in A- ve B-zincirleri tek tek denenmis ve A-

zincirinin, histamin salimmmini  inhibe etmedigi
bulunmustur. A-zinciri, Ig:-E molekiiliindeki karbo-
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hidrat tagiyan kisma baglanamamaktadir. B-zinciri
ise bu kisma baglanabilmekte ve histamin saltmmim
inhibe eden Lektin-I'in aktif kism olarak rol oyria-
maktadir5,15.28.29,

£, Lektin-I ve B-zinciri, plateletlerden kollagenle in-
ditklenen serotonin salinimi inhibe etmektedir 5,15,

7. Mitojenite

Hiicre,lektin etkilesmesinin en ilging ydnlerinden
bi-ri de, Lektin-I'in A-zincirinin mevdana getirdigi
mi-tojenik uyandir. Béliinmeyen, durgun lenfosit-
ler, A-zincirinin etkisiyle biiyiirler ve cogalma yete-
negi kazanirlar1s 3031,

Lenfositlerin bu sekilde stimiile edilmesi, Lektin-T'in
antitiimor aktivitesinde dnemli bir rol oynamakta-
dir24,

Lektin igeren V. album ekstrelerinin bulundugu cok
sayrda miistahzar ozellikle Almanya ve Isvigre gibi
Avrupa gibi tltkelerinde degisik kanser vak'alarinm
tedavisinde kullanilmaktadir. Viscum album lektin-
leri ile ilgili antitimdr aktivite tarama caligma-
larinda Lektin-Iin en aktif lektin oldugu tespit edil-
‘miglir.
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