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Upotreba lentil lektina za detekciju
glikoproteina na nitroceluloznoj
membrani

Detekcija glikoproteina je vazna u analitickoj biohemiji prilikom karakterizacije i
precisc¢avanja proteina. Metoda za detekciju glikoproteina koristi lektine zbog nji-
hove sposobnosti da specificno vezu ugljene hidrate. Cilj ovog rada bio je da se
ispita efikasnost lentil lektina izolovanog iz socCiva Lens culinaris u detekciji glik-
oproteina, zbog njegove pristupacnosti i jednostavnog izolovanja. U radu je kori-
$c¢eno Sest proteina za analizu. Detekcija glikoproteina vrSena je dvema varijan-
tama metoda da bi se odredilo kojim se postiZe veca osetljivost metode. Prvi nacin
podrazumevao je koriscenje preciscenog rastvora lentil lektina, a drugi koriscenje
rastvora lentil lektina prethodno kuplovanog sa peroksidazom. U obe varijante
metoda varirane su koncentracije lentil lektina. U prvoj varijanti, pri visim kon-
centracijama lektina detektovani su TLP, invertaza, a pri nizim TLP, invertaza i
X protein. U drugoj varijanti metode detektovani su isti proteini kao i u prvoj,
ali pri najniZoj koncentraciji lektina drugom varijantom metoda nisu bili detek-
tovani TLP i invertaza. Dobijeni rezultati ukazuju da je lentil lektin veoma pogo-
dan za detekciju glikoproteina i da su dovoljne i niske koncentracije za dobijanje
reprezentativnih rezultata, kao i da se prvim nacinom metode dostize veca
osetljivost lektina.

Uvod

Glikoproteini su makromolekuli gradeni od proteina i ugljenih hidrata.
Nalaze se u svim Zivim organizmima i imaju brojne funkcije. U glikopro -
teine spadaju brojni enzimi, transportni proteini, receptori, hormoni i struk -
turni glikoproteini (Voet i Voet 2000).

Lektini predstavljaju grupu proteina koji se specifi¢no veZu za ugljene
hidrate. Imaju viSe vezivnih mesta i to je razlog zasto mogu da aglutiniraju

molekule koji na svojoj povrSini sadrZe saharidne ostatke (Vuj¢i¢ 2002).  vigdan Martinovié
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proteina. Lektini su sloZeni proteini koji osim proteinske komponente
sadrZze ugljene hidrate i dvovalentne jone metala, najceSce Ca2+, Mn2+,
Zn2+, Mg2+. Gubitkom ovih jona dolazi do denaturacije vecine lektina. Le-
ktini obavljaju vaznu ulogu u odbrambenom mehanizmu biljaka prilikom
napada razlitih agenasa. Koriste se i kao reagensi za identifikaciju i utvr-
divanje strukture ugljenih hidrata i glikoproteina (Petronijevi¢ 2000).

U ovom radu ispitivan je lentil lektin (LcH, LCA, Lens culinaris ag-
glutinin), izolovan iz soCiva Lens culinaris, kao efikasnijie reSenje prili-
kom detekcije glikoproteina. Prvi razlog zasto je izabran lentil lektin jeste
njegova struktura koja uslovljava njegovu funkciju prepoznavanja mano-
znih, fukoznih i glukoznih ostataka. Sastavljen je iz 4 subjedinice: dve od
17 kDa i dve od 8 kDa. Poseduje dva vezivna mesta, dok su za njegovu
biolosku aktivnost neophodni joni Ca™ i Mn®™* (Arki 1999). Drugi razlog
je pristupacnost lentil lektina i cena komercijalnog rastvora prilikom ku-
povine u odnosu na druge lektine koji se koriste u iste svrhe na trZiStu
(konkavalin A). Kao podloga za imobilizaciju glikoprotena, izabrana je ni-
trocelulozna membrana (NC) jer nudi ekonomicnije reSenje od drugih koje
se koriste prilikom imobilizaciji proteina.

Cilj rada je da se ispita efikasnost lentil lektina pri detekciji glikopro-
teina na nitroceluloznoj membrani.

Materijal 1 metode

Izolovanje lentil lektina iz soiva Lens culinaris

Lentil lektin je izolovan modifikovanom referentnom metodom (Vuj-
¢i¢ 2002). Socivo je isprano ¢esmenom, a zatim destilovanom vodom. 250
g sofiva potopljeno je u 750 mL 3% rastvora natrijum hlorida (NaCl)
preko no¢i u frizideru. Sutradan je homogenizovano u istom rastvoru i
procedeno. Nakon toga postavljena je protocna dijaliza ekstrakta u vodi
preko nodi. Koris¢eno je crevo za dijalizu promera pora od 12 kDa
(Sigma-Aldrich Chem Comp.). Posle dijalize ekstrakt je centrifugiran 15
min na 3000 obr/min, a zatim stacionarno dijalizovan u 10 mM rastvoru
MnCl, i CaCl,.

Koncentracija glukoze iznosila je priblizno 0.04 %, a odredena je me-
todom sa fenol-sumpornom kiselinom po Duboisu (Dubois 1956).

Uradena je afinitetna hromatografija, ekstrakta batch metodom: eks-
trakt je pomeSan sa 40 mL Sephadexa G-150. Ovako pripremljena suspe-
nzija Sephadex-ekstrakt koriS¢ena je za punjenje kolone za hromatografiju.
Rastvori za eluiranje bili su 10 mM MnCl, i CaCl, I 0.2 M rastvor gluk-
oze u 10 mM MnCl, i 10 mM CaCl,. Merena je apsorbanca sakupljenih
frakcija na spektrofotometru (GBC Spectral, San Francisco) na talasnoj
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duzini od 280 nm. Dobijena koli¢ina lektina dijalizovana je u 10 mM
MnCl, i 10 mM CaCl,.

Koncentracija lektina u ekstraktu iznosila je 0.0629 mg/mL, utvrdena
po Bradfordovom testu. Homogenost preparata je uradena SDS-PAGE ele-
ktroforezom po Laemli-ju. Elektroforegram je dat na slici 1. U levoj traci

su markeri, a u desnoj uzorak preciS¢enog lektina. Protein se nalazi na
priblizno 17 kD, $to je i ocekivano, jer je masa vece subjedinice 17 kD

(Vujié 2002.).
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Priprema proteina za analizu

Za detekciju glikoproteina koriséeno je Sest proteina: Thaumatin like
kiwi allergen protein (TLP), za koji je dokazano da je konkanavalin A ve-
zujuéi protein (Gavrilovié-Jankulovi¢ 2002); invertaza; kivi cistatin; bro-
melain; X, delimi¢no okarakterisan protein koji je deo mentorovog
nepublikovanog rada. To je razlog zaSto naziv proteina nije spomenut u
ovo radu; Hemoglobin, kori§¢en samo u prvoj probi.

Za imobilizaciju proteina koriS¢ena je nitrocelulozna, membrana
(Sigma-Aldrich Chem Comp). Zbog tehnickih problema prva proba je
radena na membrani trakastog oblika (Sema 1), a ostale probe radene su
na na membranama kvadratnog oblika (Sema 2).

Nakon nanoSenja uzoraka proteina od po 5 UL membrana je inkubi-

rana u 0.3% rastvoru BSA 1 h. Zatim je ispirana 30 min (dva puta po 10
min u tTBS-u i jedanput u TBS-u).

TLP | Invertaza Kivi X Bromelain Hemoglobin
cistatin
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Slika 1.
Odredivanje
homogenosti preparata

Figure 1.
Homogenity of the
lectin extract

Sema 1.

Raspored proteina na
trakastoj membrani

Scheme 1.

Protein order on the NC
membrane
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Detekcija glikoproteina

Rad je obuhvatio dva nacina detekcije:

1. delovanje na membranu sa Cistim lektinom

2. delovanje na membranu lektinom prethodno kuplovanim sa perok -
sidazom

Prvi nacin

Membrana sa imobilisanim proteinima inkubirana je 1 sat u rastvoru
Cistog lektina da bi se molekuli lektina jednim svojim vezivhim mestom
vezali za glikoproteine. Zatim je ispirana priblizno 30 minuta (dva puta po
10 minuta u tTBS-u i jedanput u TBS-u), pa inkubirana 1 sat sa razbla-
Zenom peroksidazom (1 mLHRP u 9 mL tTBS) da bi se drugim vezivnim
mestom lektin vezao za molekul peroksidaze, koji je po strukturi glikopro -

tein. Membrana je potom ponovo ispirana 30 minuta (dva puta po 10 mi-
nuta u tTBS-u i jednom u TBS-u).

Drugi nacin

Lektin je kuplovan sa peroksidazom na slede¢i nacin: u 10 mL
rastvora lektina dodato je 3 mL razblaZene peroksidaze (1 mL peroksidaze
iz rena aktivnosti 18U) u 9 mL tTBS-a, a zatim je dodato 150 UL glu-
taralaldehida. Inkubacija je trajala 30 minuta na sobnoj temperaturi.

Membrana sa imobilisanim proteinima inkubirana je 2 sata sa
umreZenom peroksidazom i lektinom, a potom ispirana 30 min (dva puta
po 10 minuta u tTBS-u i jednom u TBS-u).

Vidljiv rezultat za oba nacina metode dobijen je inkubacijom mem -
brane 20 min sa 0.5 mg diaminobenzidina (DAB) rastvorenog u 1 mL 100
mM TRIS pH 7.5 sa 5 L H,0,. Postupak za obe varijante metode
ponovljen je jo§ dva puta bez hemoglobina, a zatim su radene probe sa
razli¢itim razblazenjima rastvora lektina koja su iznosila 2, 5, 10, 100,
1000 i 10000 puta.

Sema 2.
Raspored proteina na
kvadratnoj membrani

Scheme 2.
Protein order on the
square membrane
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Rezultati 1 diskusija

Prvom varijantom metode u prvoj probi detektovani su TLP, inver-
taza, bromelain i hemoglobin (slika 3). Detekcija TLPa potvrdila je da len-
til lektin moze da detektuje glikoproteine kao i ConA. Detektovana je i
invertaza, §to potvrduje od ranije poznate podatke (Rahman 2001).

Hemoglobin je crvene boje, koja daje laZzno pozitivnu reakciju zbog
slicnosti boje sa produktom oksidacije DAB-a. Rastvor bromelaina je zbog
visoke koncentracije ostavljao trag na membrani i to Zute boje. Hemoglo-
bin je izostavljen iz daljeg istraZivanja, a rastvor bromelaina razblaZen pet
puta. Ostali proteini (kivi cistatin, X) nisu detektovani.

TLP Invertaza Bromelain Hemoglobin

Sledece ponavljanje koje nije sadrzalo hemoglobin, i u kome je
koriséen razblazeni uzorak bromelaina, detektovani su samo TLP i inver-
taza. Postupak je ponovljen jo§ jedanput i dobijeni su isti rezultati tj. de-
tektovani su samo TLP i invertaza (slika 4).

I VARIJANTA Il VARIJANTA

ot

Drugim nacinom metode u prvoj probi nije detektovan nijedan gliko-
protein. Postupak je ponovljen dva puta i detektovani su TLP i invertaza
(slika 4). Pretpostavlja se da su u prvoj probi napravljene greske u toku
inkubiranja lektina, ili pripreme same analize, pa je ta proba iskljucena iz
istraZivanja.

Radi bolje karakterizacije osetljivosti lektina koriS¢ene su razlicite
koncentracije rastvora lektina.
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Slika 3.

Glikoproteini
detektovani na
membrani, prva proba

Figure 3.
Glycoproteins detected
on membrane, first tet

Slika 4.

Glikoproteini
detektovani na
membrani, drugo i trece
ponavljanje

Figure 4.

Glycoproteins detected
on the membrane,
second and third analysis
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Pri koncentracijama lektina od 2 puta razblaZenja za oba nacina me-
tode opet su detektovani TLP i invertaza. Isti slucaj je i sa razblaZenjima
od 5 puta i 10 puta (slika 5).

| VARIJANTA Il VARLANTA Slika 5.

Glikoproteini
detektovani na
membrani, razblaZenje 2

RAZBL. 2X 15 puta
Figure 5.
Glycoproteins detected
on the membrane, 2 and
5 times dillution

RAZBL. 5X

Pri razblaZenjima rastvora lektina od 100 puta, 1000 puta ponovo su
detektovani TLP i invertaza, ali ovog puta detektovan je i X protein. Ova
pojava je uoCena prilikom oba nacina metode (slika 6).

Pri koncentracijama lektina od 10000 puta razblaZenja prvim nacinom
metode detektovani su TLP, invertaza i X, a u drugim samo X protein

Slika 6.

Glikoproteini
detektovani na
membrani pri
razblaZenju od 10, 100 i
1000 puta

I VARIJANTA Il VARIJANTA

RAZBL. 10 X

Figure 6.

Glycoproteins detected
on membrane, 10, 100
and 1000 times dillution

RAZBL. 100 X

1

RAZBL. 1000 X [ 1
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I VARIJANTA I VARIJANTA

Slika 7.
Glikoproteini
detektovani na

membrani, razblaZenje
10 000 puta

RAZBL. 10 000 X

‘| ——

(slika 7). Dokazano je da je X glikoprotein. Mogude je da X protein ima
razli¢ite Secerne ostatke od ostalih detektovanih proteina i da je potrebna
niZa koncentracija lektina da bi se vezali za taj Secer.

Od svih proteina koriS¢enih za analizu glikoproteina dokazano je da
su TLP, invertaza i X protein glikoproteini. TLP i invertaza bili su detek-
tovani u svim probama, dok je X detektovan samo pri niskim koncentraci-
jama lektina. Prvom varijantom metoda, dostignuta je veca osetljivost u
odnosu na drugi nacin jer je X protein pri najniZoj koncentraciji lektina
detektovan samo prvom varijantom metoda.

Zakljucak

Lentil lektin je pogodan za detekciju glikoproteina koji sadrze gluk-
ozne, manozne i fukozne ostatke. Veca osetljivost je postignuta ako se kor-
isti Cist rastvor lektina nego rastvor lektina prethodno kuplovanog sa
peroksidazom. Pogodan je jer su dovoljne i jako niske koncentracije lek-
tina da bi se dobili reprezentativni rezultati. Radi bolje karakterizacije vez-
ivanja lektina za glikoproteine potrebno je uraditi Sire istraZivanje koje
ukljucuje viSe razlic¢itih koncentracija lektina, viSe proteina i za analizu,
kao i druge komercijalne lektine da bi se odredila efikasnost lentil lektina
u odnosu na njih.
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Figure 7.
Glycoproteins detected
on membrane, 10000
times dillution
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Viadan Martinovi¢

Use of Lentil Lectin in Detection of Glycoproteins on Nitro-
cellulose Membrane

Glycoproteins are macromolecules made of protein and carbohy -
drates. They can be found in all living organisms and have numerous func -
tions. Glycoproteins include many enzymes, transport proteins, receptors,
hormones and structural glycoproteins.

Lectins are proteins with specific ability to agglutinate molecules
which on their surface have saccharide compounds. Lentil lectin (LcH,
LCA, Lens culinaris agglutinin) is lectin isolated from plant Lens culi-
naris. It includes 4 subunits: two of 17 kD and two of 8kD. Lentil lectin
binds to manose, glucose and fucose residues. LcH is metaloprotein and it
binds Ca”* i Mn”* ions, that are necessary for its biological activity.

Proteins were immobilised on nitrocellulose membrane. In the first
group, proteins were treated with solution of lectin, in order to achieve
binding of molecules of lectin to glycoproteins with one binding-site. Then
the membranes were treated with the solution of peroxidase so as to bind
molecules of peroxidase, which are structurally glycoproteins, to another
lectin’s binding-site. In the second group, immobilised proteins were
treated with lectin, previously binded to peroxidase. An obvious result was
acquired by the reaction of peroxidase with its supstrates (DAB and
H,0,).

Five proteins were used for detection of glycoproteins with lentil
lectin: Thaumatin-like protein (TLP), invertase, bromelain, unfamiliar pro -
tein and kiwi cistatine.
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Procedure for detection of glycoproteins was repeated nine times with
variation of concentracion of lectin.

Lentil lectin is very useful for detection of glycoproteins which have
glucose, manose and fucose residues. Because of its accesibility and sim-
ple isolation, lentil lectin offers more efective solution for detection of gly-
coproteins. It is appropriate because low concentrations are enough for
getting representative results. Larger sensitivity can be achieved by using
pure lectin, rather than one which was binded to peroxidase. For better
characterisation of binding of lectin for glycoproteins, it is necessary to
conduct a wider research which would include more diferent concentra-
tions of lectin, more proteins and glycoproteins for analysis.
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