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Sigir Pankreaslarindaki Galaktoz Rezidiilerinin Mistellektin-1 ile Saptanmasi
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Gelis Tarihi: 22.11.2000

Ozet: Fotal gelisimin normal seyri igin farkli gruptan molekiiller arasinda sekillenen etkilesimler esansiyeldir.
Ozellikle glikokonjugatlarin (glikoproteinler, glikolipitler, proteoglikanlar vs.) yapisinda bulunan karbonhidratlar
iinitelerinin baz1 spesifik proteinlerle interaksiyonlari biiyiikk 6nem tagimaktadir. Proteinlerin yapitaslarini olusturan
amino asitlerin yanm sira karbonhidratlarin da yapilarinda biyolojik bilgi tasidiklart ve bunlari 6nemli birgok
fizyolojik olayin sekillenmesinde kullandiklart diisiiniilmektedir. Bu karbonhidrat rezidiileri spesifik proteinler
(lektinler) tarafindan tanmip baglanmakta ve igerdikleri biyolojik kod yine bu proteinler tarafindan desifre
edilmektedir.

Bitkisel lektinler hiicreler ve dokulardaki karbonhidrat striiktiirlerinin - varligmin  ve lokalizasyonunun
arastirilmasinda son zamanlarda sik¢a kullanim alan1 bulmaktadirlar. Biz bu ¢alismada B-D-galaktoza spesifik bir
lektin olan mistellektin I’in pankreastaki ligantlarinin tespitine caligtik. Bunun igin biotin ile isaretlenmis
mistellektin I kullanildi. Sonug olarak, fotal gelisimin seyri sirasinda reaksiyonlarin goériildiigii hiicre ¢esitlerinde ve
reaksiyon yogunlugunda devamli bir degiskenligin bulundugu gozlendi.

Anahtar Kelimeler: galaktoz, pankreas, sigir

Determination of Galactose Residues in Bovine Fetal and Adult Pancreas
by Means of Mistletoe Lectin I

Summary: The course of accurate fetal developmental process is dependent upon the interplay of distinct epitopes
on the molecular level. Among such factors, functional significance is increasingly attributed to the carbohydrate
chains of cellular glycoconjugates. In addition to sequences of amino acids, carbohydrate structures apparently store
biological information that is thought to be relevant for physiologically important processes. Such ligands, namely
the carbohydrate part of cellular glycoconjugates, can be recognized by spesific proteins.

Lectins from plants have gained a considerable popularity as histological reagents to examine the presence and
distribution of defined carbohydrate structures in cells and tissues. In this report, we have focused on the binding-
sites of B-galactoside-binding lectin from mistletoe in the pancreas. This lectin enabled us to asses the extent of the
presence of respective binding sites in fixed sections from bovine fetal and adult pancreas. Specific binding was
detected in fetal and adult stages. The intensity of the staining exhibited developmental regulation.

Key Words: galactose, pancreas, bovine

Dr, Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, Aydin
Dr, Ludwig-Maximilians Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, Miinih, Almanya



122

Giris

Uzun yillardir hiicrelerde sadece enerji
kaynag1 (glikojen, nisasta) ve yapi tas1 (selliiloz,
kitin)  olarak  gdérev  yaptigi  diisiiniilen
karbonhidratlarin, hiicreler arasi1 haberlesmede,
sinyal  transferinde, hiicre i¢ci  protein
transportunda, biliylimenin kontroliinde, hiicre
adezyonunda, do6llenmede, hiicre migrasyonunda,
immun sistemin uyarilmasinda, metastazda, vs.
gibi pek ¢ok biyolojik olayin sekillenmesinde rol
oynadiklar1 rapor edilmistir'”’. Enerji kaynag
olarak kullanilan karbonhidrat molekiillerinin
yani  siwra  birgok  karbonhidrat  {initesi
sitoplazmada, hiicre membraninda ve
ekstraselliiler matrikste yerlesim gosteren lipitlere
veya proteinlere kovalent baglarla bagli halde
bulunur®. Son zamanlarda yapilan arastirmalar
sonucunda glikonjugatlarin (glikoproteinler, gli-
kolipitler, proteoglikanlar) yapisinda bulunan
karbonhidrat rezidiilerinin bir¢ok fizyolojik ve
fizyopatolojik olayda rol oynadiklar1 agiga ¢ikmis
olsa da bunlarin organizmadaki rolleri heniiz tam
olarak bilinmemektedir’. Bunlarm yapilarinda
goriilen en ufak bir degisiklikte bile interselliiler
protein  transportunda goriillen oriyantasyon
bozukluklarma bagli bir¢cok hastalik karsimiza
¢ikmaktadir'®™'?,  Bu  yiizden histokimyasal
tekniklerle hiicrelerde lokalize olan karbonhidrat
Unitelerinin ~ belirlenmesi  bu  molekiillerin
fonksiyonlarinin aydinlatilmasina biiylik katki
saglayacaktir"’. Bu molekiillerin tespitinde
karbonhidratlar1 spesifik olarak taniyip baglayan
lektinler ~ olduk¢a  genis  kullanim  alani
bulmaktadir. Ozellikle, hayvansal dokularda
lokalize olan karbonhidrat rezidiilerine &zgii
Concanavalin A (ConA), Ulex orapeus (UEA) ve
mistelektin 1 gibi bitkisel lektinler siklikla
kullanilmaktadir'.

Bu calismada daha Once bir¢ok arastirma
grubu tarafindan dokulardaki galaktoz rezi-
diilerini spesifik olarak tanidigi rapor edilen
bitkisel bir protein, mistellektin I, kullanildi.
Ribozo-mlar1 inaktive ederek programlanmis
hiicre dliimiinii (apoptoz) uyardig1 bildirilen bu
lektin 29 kDa’luk A; ve 27 kDa’luk A,
tnitelerinin olugturdugu A ve 34 kDa’luk B
polipeptid zincirlerinden olusan bir
heterotrimerdir'”'®. Cogunlukla c¢am, elma ve
mese agaclar1 lizerinde yar1 parazitik bir yagam
siiren ve yil boyu yesil kalabilen bu bitki halk
arasinda Okse otu olarak bilinmektedir. Lektinin
B {initesi aracilig1 ile terminal yerlesim gosteren

B-D-galaktoz rezidiilerine tutundugu, ribozomlari
inaktive edici etkisini ise A iinitesi araciliiyla
gerceklestirdigi bildirilmistir'®?%. B initesi ile
galaktoz arasinda kurulan baga galaktozun
yapisindaki hidroksil (OH) gruplarmin aktif
olarak katildig1 ve farkli karbon atomlarindaki
hidroksil ~ gruplarinin  olusan  baga  farkh
derecelerde katkida bulunduklar1 bildirilmistir.
Omegin dordiincii karbon atomunda bulunan
hidroksil grubunun olusan baga en fazla katki
saglarken altinct1 karbon atomunda bulunan
hidroksil grubunun ise en az etkin oldugu rapor
edilmistir™*,

Materyal ve Metod

Bu c¢alismada boylar1 10 ile 30 cm arasinda
degisen disi ve erkek inek fotuslarindan ve eriskin
sigirlardan prepare edilen pankreas dokulari
kullanildi. Doku 6rnekleri alindiktan hemen sonra
buz igersindeki fikzatife konuldu. Fikzasyondan
kaynaklanabilecek maskeleme olaylar
olabilecegi diisiincesiyle dokular esit parcalara
ayrilarak ti¢ farkli tiirden fikzatifte tespit edildiler.
Asetik asitin - metanol igersindeki  %30’luk
cozeltisi, % 4’lik parformaldehid ve Bouin
cozeltisi (15:5:1 oranlarinda pikrik asit, formol ve
asetik asit) fikzatif olarak kullanildi. 24 saat
+4°C’de tespit edilen numuneler ardindan yine 24
saat slire ile oda 1sisinda %70’lik etanolde
bekletildiler. Sonra sirasiyla %80, %96,
%100’lik etil alkol ve parafin igeren otomatik
doku takipleme makinesinde 24 saat siireyle
dehidre edilip parafin dispenser cihazinda parafin
bloklar hazirlandu.

Hazirlanan parafin bloklardan 4-6 pm
kalinhiginda kesitler almip 12 saat siire ile
37°C’de kurutuldu ve rutin doku takipleme
islemine gecildi. Preparatlar beser dakikalik iki
defa ksilolde tutulup, sirasiyla her biri ikiser
dakika olmak lizere %100, %96 ve %70’lik alkol
serisinden  gecirildi.  Takiben  dokulardaki
peroksidaz aktivi-tesini bloke etmek i¢in kesitler
30 dakika siire ile H,O, nin metanol igersindeki
%?2’lik soliisyonunda birakildi. PBS (10 mM, pH
7.4) ile 10 dakika yikanan kesitler, spesifik
olmayan baglanma noktalarmi bloke etmek igin
%2’lik s1g1ir albumini (BSA, Sigma) ¢ozeltisinde
30 dakika inkiibe edildi. Uc defa beser dakika
PBS’de yikanan dokular Ludwig-Maximilians
Universitesi Veteriner Fakiiltesinden Prof. Dr.
Gabius’un hediye ettigi biotinlenmis mistellektin



I’in 1:1000 oraninda sulandirilmig soliisyonunda
+4°C’de en az 12 saat siireyle birakildi. Bu siire
sonunda tekrar 3 defa beser dakika PBS ile
yikanan kesitler 1 saat siireyle streptavidin -
biotin - peroksidaz kompleksiyle (Camon,
Burlingame, USA) inkiibe edildi. Takiben, ti¢
kere beser dakika olacak sekilde PBS ile yikanan
dokular % 0.05°1ik kromojen (3,3-
diaminobenzidin tetrahidroklorit, Sigma)
sollisyonunda 4 dakika siireyle bekletildi. Hemen
sonra soguk PBS ile reaksiyon durduruldu ve
kesitler %70’lik alkol serisinden baslayarak
dehidre edilip okit ile lizerleri kapatildi.

Olusan reaksiyonlarin spesifitesini kontrol
etmek i¢in ikiserli kontrol gruplar1 olusturuldu.
Gruplardan birinde biotin ile isaretlenmis lektin
yerine PBS, digerinde ise laktoz ile bloke edilmig
biotinlenmis mistellektin I kullanildi.

Bulgular

Yapilan calismada mistellektin 1 epitop-
larinin f6tal ve eriskin sigir pankreaslarindaki
farkli gelisim evrelerinde degisik hiicre tiplerinde
lokalize olduklar1 goézlendi. Fotal gelisimin ilk
evrelerinde herhangi bir reaksiyon
gozlemlenmezken ilk reaksiyonlarin varligi 16
cm biiytikliglindeki fotal pankreasta (gebeligin
yaklagtk 90’mc1 gilinii) olustugu saptandi.
Reaksiyonlar agirlikli olarak pankreasin ekzokrin
kismini tegkil eden Korpus glandulalarda goriildii.
Galaktoz rezidiilerinin ozellikle asiner
hiicrelerinin lumene bakan kisimlarinda lokalize
oldugu tespit edildi (Sekil-1 A). Aym gelisme
evresindeki pankreas dokusunda ¢ok nadir olmak
tizere bazi bagdoku hiicrelerinin de pozitif
reaksiyon gosterdikleri belirlendi.
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(x540, x340) ve adult (C,D) (x270, 340)pankreas
dokusundaki spesifik baglanti yerleri.
Histochemical localisation of specific binding sites
in fixed, paraffin embedded sections of bovine fetal
(4,B) (x540, x340) and adult (C,D) (x270, x340)
pancreas for the galactoside-specific lectin from
mistleteo.

30 cm biyiikligiindeki fotal pankreasta
(gebeligin yaklasik 140’mnc1 giinii) ise asiner
hiicrelerdeki reaksiyonlar kaybolurken, bazi bag
doku hiicrelerinde goriilen galaktoz rezidiilerinin
sayisinda ise artiglarin bulundugu saptandi (Sekil
1 B). Eriskin sigir pankreaslarinda goriilen
reaksiyonlarin ise fotal asamalardaki
reaksiyonlardan biiylik farklihik gosterdikleri
gozlendi. Ozellikle fotal pankreaslarin higbirinde
goriilmeyen endotel hiicrelerindeki reaksiyonlarin
adult pankreas dokusundaki endotellerde yogun
olarak bulundugu gozlendi (Sekil 1 C). Ayrica
bazi bag doku hiicrelerinin de reaksiyon verdigi
tespit edildi (Sekil 1 C). Adult pankreas
dokusunun endokrin  kismum1  teskil eden
Langerhans hiicrelerinin higbir tipinde galaktoz
rezidiilerine rastlanmazken, endokrin kismi
besleyen damarlarin endotel hiicrelerinde yine
sitoplazmik reaksiyonlar saptandi (Sekil 1D)

Fikzatiflerin hemen hepsinde goriilen
reaksiyonlarin spesifik oldugu, Bouin iginde
tespit  edilen  dokulardaki  reaksiyonlarin
paraformaldehit ve asetik asit ¢ozeltisinde tespit
edilenlere gore daha cabuk sekillendigi gozlendi.

Tartisma ve Sonug¢

Bu ¢aligmada, terminal galaktoz {initelerine
Ozgii bir lektin olan mistellektin I ile fotal ve
adult pankreas dokusu glikokonjugatlarinin
terminal yerlesim gdsteren galaktoz rezidiilerinde
zamanla goriilen lokalizasyon farkliliklarinin
tespiti amaglandi. Dokulardaki karbonhidrat
iinitelerinin pasif ve stabil birer yap1 degil,
ozellikle fotal gelisimde ve diger bir¢ok hastalik
olgusunda devamli degiskenlik gdsterdigi daha
onceki arastirma gruplar1 tarafindan rapor
edilmistir™?’.  Bilindigi gibi  karbonhidrat
rezidiileri kendileri i¢in spesifik olan lektinler
tarafindan tanimnir ve igermis olduklar1 biyolojik
kodu bu proteinler araciligiyla fizyolojik ve

fizyopatolojik olaylarin sekillenmesinde
kullanirlar. Histokimyasal ve
immunohistokimyasal yontemlerle sistematik

olarak dokulardaki karbonhidrat tinitelerinde
goriilen  degisikliklerin ~ belirlenmesi  hem
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biyolojik kodu igeren sekerlerin, hem de bu kodu
desifre eden proteinlerin (lektinlerin) rollerinin
anlasilmasina katkida bulunacagi agiktir. Daha
once sistematik olarak yapmis oldugumuz
doktora caligmasinda, sigir organlarindaki birgok
dokuda  B-D-galaktoz  initeleri ile  N-
asetillaktozamin (lakNAc) rezidiilerinin zamanla
degiskenlik  gosterdiklerini rapor etmistik’.
Doktora caligmalar1 sirasinda caligmaya dahil
edilen organlarin fazla sayida olmasindan dolay1
pankreas c¢alisma disinda birakilmistr. Gerek bu
organin doktora g¢aligmalarina dahil edilememis
olmasi gerekse bagka arastirma  gruplar
tarafindan bu organdaki B-D galaktoz initelerine
yonelik yapilmis bir ¢calismanin bulunmayisi bizi
sigir pankreaslarindaki karbonhidrat {initelerine
yonelik bu ¢alismanin yapilmasina yoneltti. Ayni
organ iizerinde daha once hayvansal bir lektin
olan ve mistellektin I ile aym karbonhidrat
rezidiilerine spesifite gosteren galektin-1 ile
yaptigimiz calismada galaktoz {initelerinin ¢ok
daha farkl bir lokalizasyonun bulundugunu tespit
etmistik®™. Bu arastirmada ise fotal gelisimin
erken  evrelerinde  pankreas  dokusundaki
Mistellektin I ile reaksiyona giren herhangi bir
galaktoz rezidiisii tespit edilmedi. 1k reaksiyonlar
16 cm biiyiikliigiindeki yaklasik gebeligin 90’ 1nc1
giinlinde bulunan f6tal pankreas dokusunda
Korpus glandulanin lumenine bakan kisminda ve
bazi bag doku hiicrelerinde goézlendi. Fotal
gelisimin  daha sonraki evrelerinde asiner
hiicrelerde ender de olsa goriilen ligandlarin
kayboldugu, buna karsin bag doku hiicrelerindeki
galaktoz rezidiilerinin arttig1 tespit edildi.
Mistellektin  I’in  epitoplarinin  lokalizasyonu
erigkin sigirlarda fotal evrelerdekinden oldukca
farklilik gostermektedir. Fotal gelisimin yaklagik
140’nc1 giinline kadar hicbir fotal evrenin damar
endotelerinde terminal yerlesim gosteren galaktoz
rezidiileri saptanmazken, erigkin sig1r
pankreasindaki endotel hiicrelerinde bol miktarda
bulundugu gozlemlendi.

Biitiin bu sonugclar; dokulardaki gliko-
konjugatlarin yapisinda bulunan terminal gala-
ktoz {initelerinin sabit birer yap1 degil, devaml
degiskenlik gosteren ve fotal gelisim igin
esansiyel, dinamik molekiiller oldugunun
gostergesidir. Ayrica galektin-1’in pankreastaki
ligant-lariyla karsilagtirildiginda aym sekere dzgii
farkli iki lektinin birbirlerinden ¢ok farkli bir
reaksiyon gostermesi, lektinlerin karbonhidrat

iinitelerine baglanirken 6nemli olan tek faktoriin
seker spesifitesi degil, aym1 zamanda sekerin
karbonhidrat zinciri igersindeki yerlesim yeri
oldugu gercegidir. Belki de bazi lektinler terminal
yerlesim gosteren karbonhidrat rezidiilerine
baglanirlarken,  bazilar1  ise = monosakkarit
zincirleri arasindan bazi rezidiilere
baglanabilmektedirler. Bu da, ayn1 sekere ozgii
iki lektinin farkli rollerinin olabilecegi kanisini
vermektedir.
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