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ÖZET 

 

 

 

İNSAN ENDOMETRİYAL ADENOKARSİNOM HÜCRE HATTINDA 

GALEKTİN-1 VE GALEKTİN-3 EKSPRESYONLARININ HORMONAL 

DÜZENLENMESİ 

 

 

 

Abuşova, Aytac 

 

 

 

Üreme Biyolojisi Yüksek Lisans Programı 

 

Tez Danışmanı: Doç. Dr. Yasemin Seval Çelik 

 

Ağustos, 2021 

 

Uterin dokularda menstrual döngünün farklı evrelerinde galektinlerin 

ekspresyonlarının değişiyor olmasından yola çıkarak, endometriyumda eksprese 

edildiği bilinen galektin-1 ve galektin-3’ün ekspresyonunun ovaryan hormonlar ile 

düzenleniyor olabileceği hipotezi kurulmuştur. Çalışmamızda bir endometriyal 

adenokarsinom hücre hattı olan Ishikawa hücre hattına östradiol (E2) ve progesteronun 

(P4) ayrı ayrı veya birlikte verilmesi ile galektin-1 (Gal-1) ve galektin-3 (Gal-3) 

ekspresyonlarında mRNA ve protein düzeyinde meydana gelen değişikliklerinin 

belirlenmesi amaçlanmıştır. Ishikawa hücre kültürlerinde hormon dozlarına ve zamana 

bağlı deney grupları oluşturulmuş, hücre kültür süpernatantları toplanarak ELISA 

yöntemi ile salgısal Gal-1 ve Gal-3 protein miktarları, hücrelerden RNA izole edilerek 

gerçek zamanlı PCR yöntemi ile Gal-1 ve Gal-3 ekspresyonları değerlendirilmiştir. 

Çalışmanın sonucuna göre Ishikawa hücrelerinde Gal-1 ve Gal-3 mRNA ekspresyonu 

ve salgısal protein miktarının ovaryan hormonlarla zamana ve doza bağlı olarak 
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değiştiği, Gal-3’te daha belirgin olmak koşuluyla hem Gal-1 hem de Gal-3 

ekspresyonunun östradiole kıyasla progesterona daha duyarlı olduğu belirlenmiştir. 

Patogenezinde Gal-1 ve Gal-3’ün rol aldığı bilinen ve buna ek olarak özellikle de 

patogenezi ve prognozunu hormonların etkilediği hastalıklar ve durumlarda (ER ve PR 

-pozitif kanserler, endometriyozis, pre-eklampsi, spontane düşükler, infertilite vb) 

galektinlerin hormonlarla düzenlendiğinin göz önünde bulundurulması ve tanı/tedavi 

yöntemlerinin ona göre seçilmesi gerekir. 

 

Anahtar Kelimeler: Endometriyum, ovaryan hormonlar, Ishikawa hücre hattı, 

Galektin-1 ve Galektin-3 
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ABSTRACT 

 

 

 

HORMONAL REGULATION OF GALECTIN-1 AND GALECTIN-3 

EXPRESSION IN A HUMAN ENDOMETRIAL ADENOCARCINOMA CELL 

LINE 

 

 

 

Abuşova, Aytac 

 

 

 

Master Program in Reproductive Biology 

 

Advisor: Assoc. Prof. Yasemin Seval Çelik 

 

August, 2021 

 

Given the fact that the expression of galectins in the uterine tissues change during 

different phases of the menstrual cycle, we hypothesized that the expression of 

galectin-1 and galectin-3 which are known to be expressed in the endometrium is 

regulated by the ovarian hormones. In our study, we aimed to determine the changes 

in galectin-1 (Gal-1) and galectin-3 (Gal-3) expressions at the mRNA and protein 

levels after the administration of estradiol (E2) and progesterone (P4) separately or 

together to the Ishikawa cell line, which is an endometrial adenocarcinoma cell line. 

Time and dose- dependent groups were formed in Ishikawa cell cultures and cell 

culture supernatants were collected in order to determine the secreted Gal-1 and Gal-

3 protein levels via ELISA, and RNA was isolated in order to determine the Gal-1 and 

Gal-3 mRNA expression via real-time PCR. According to the results of the study, Gal-

1 and Gal-3 mRNA expression and the amount of secretory Gal-1 and Gal-3 proteins 

in Ishikawa cells change with ovarian hormones depending on time and dose. 
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Moreover, while being more pronounced in Gal-3, both Gal-1 and Gal-3 expressions 

have been found to be more sensitive to progesterone induction when compared to 

estradiol. In diseases and conditions where Gal-1 and Gal-3 are implicated to have 

roles in and particularly in diseases and conditions in which the pathogenesis and 

prognosis are influenced by hormones (ER and PR-positive tumors, endometriosis, 

pre-eclampsia, spontaneous abortions, infertility etc.), diagnosis/treatment methods 

should be chosen considering that galectins are regulated by hormones.  

 

Keywords: Endometrium, Ovarian Hormones, Ishikawa cell line, Galectin-1, 

Galectin-3  
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BÖLÜM 1: GİRİŞ VE AMAÇ 

 

1.1. Galektinlerin Tanımı ve Önemi 

Önceden S-tipi lektinler olarak adlandırılan galektinler, bütün organizmalarda 

en yaygın şekilde eksprese edilen lektin sınıfı olan bir protein grubunu temsil eder 

(Arthur et al., 2015) Lektinler karbonhidrat bağlayıcı proteinlerdir, bazı şeker kısımları 

veya yapıları için yüksek özgüllük sergilerler. Lektinler günümüzde çeşitli hücresel 

veya fizyolojik düzenlemelerde önemli rolleri olan modülatörler olarak bilinmektedir 

(Wang et al., 2019). Galektinler ekstraselüler alanda hücre yüzeyi ve hücre dışı matris 

glikanlarına bağlanır ve bu sayede çeşitli hücresel süreçleri etkilerler. Bununla birlikte 

galektinler, sitozol ve çekirdekte de tespit edilebilir ve diğer sitoplazmik ve çekirdek 

proteinleriyle protein-protein etkileşimleri yoluyla hücre içi sinyal yolları gibi hücresel 

fonksiyonları etkileyebilir (Yang, Rabinovich ve Liu, 2008).  

 

Üreme tıbbı ve plasenta araştırmaları alanında galektinler için farklı işlevler 

önerilmiştir. İmplantasyonun inflamatuar bir süreç olarak kabul edildiği ve bu nedenle 

bağışıklık faktörleri tarafından modüle edildiği kabul edilmektedir. Bu bağlamda, 

lökositlerin ortama çağırılması ve düzenlenmesi galektinlerin dahil olmasını gerektirir. 

Galektinler Th1 hücrelerinde apoptozun, immün toleransda rolü olan Treg hücreleri 

ve dendritik hücrelerin farklılaşmasının indükleyicileri olarak bildirilmişler (Blidner 

ve Rabinovich, 2013). Galektinler aynı zamanda, endometriyal immün sisteme sürekli 

meydan okuyan bakterilere karşı savunmaya katkıda bulunabilirler (Almkvist ve 

Karlsson, 2002).  

 

İnsan endometriyumunda Gal-1, 3, 4, 9 ve 12 bildirilmiştir (Chou et al., 2018). 

Bunlardan sadece Gal-1 ve Gal-3 yüksek oranlarda bulunmuştur (von Wolff et al., 

2005).  

 

İmmunohistokimyasal çalışmalar, Gal-1’in esasen endometriyal stromada yer 

aldığını, Gal-3’ün ise endometriyal glandüler epitelde bulunduğuna işaret etmektedir. 

Bu galektinler menstrual döngü boyunca farklı ekspresyon paternleri gösterirler. Gal-

1’in menstrual döngü boyunca geç sekretuvar evrede ve erken gebelik döneminde 

belirgin bir şekilde yükseldiği gösterilmiştir (von Wolff et al., 2005). Gal-1’in hem 
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insan endometriyumunda, hem de desiduada immünomodülatör rolü oynadığı ifade 

edilmektedir (Smetana et al., 1999) Gal-3 de implantasyon penceresi sırasında yüksek 

oranda eksprese edilerek hemen hemen Gal-1’e benzer bir ekspresyon paterni sergiler 

(Lee et al., 1998). Gal-1 ve Gal-3’ün menstrual döngü evrelerinde farlı ekspresyonlara 

sahip olmaları bu galektinlerin ekspresyonlarının ovaryan steroidlerle düzenlendiğine 

işaret eder. 

 

1.2 Ishikawa hücrelerinin tanımı ve önemi  

Üreme biyolojisi alanında sık kullanılan endometriyal hücre hatlarından biri de 

Ishikawa hücre hattıdır. 

 

Ishikawa hücre hattı ilk olarak (Nishida et al., 1985). 39 yaşındaki bir kadından 

alınan endometriyal adenokarsinom G1'den kurulmuştur. Bu hücrelere ait özellikler: 

(a) tek tabakalı form; (b) popülasyon ikiye katlama süresi 36 saat (9. nesil); (c) diploid 

kromozom; (d) Östrojen reseptörü (ER) ve progesteron reseptörü (PR), in vitroda 

olduğu kadar ksenograftta da pozitif; (e) büyüme için östrojen bağımlılığı yok; (f) tip 

I Endometriyal karsinom (EK).  

 

Östrojen reseptörü (ER) ve progesteron reseptörü (PR), endometriyal kanserler 

için en geçerli prognostik biyobelirteçlerdir (Salvesen, Haldorsen ve Trovik, 2012). 

Endometriyal karsinomu bulunan 832 hastadan alınan küretaj numunelerinde ER ve 

PR'yi değerlendiren prospektif bir çalışmada, ER ve PR çift kaybının bağımsız olarak 

lenf nodu metastazı ve daha kısa hastalığa özgü sağkalım ile ilişkili olduğu 

bildirilmiştir. (Trovik et al., 2013). Farklı çalışmalar da düşük dereceli endometriyal 

karsinom alt tiplerinde bile ER ve PR olumsuzluklarını kötü sağkalım ile 

ilişkilendirmiştir (Engelsen et al., 2008; Werner ve Salvesen, 2014).  

 

Ishikawa hücreleri, glandüler ve luminal epitel özelliklerini gösterirler. Bu 

hücreler normal endometriyumda bulunan birçok enzim, protein ve steroidi 

içerdiklerinden, endometriyum fonksiyonunu incelemek için uzun zamandan beri 

yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. Özellikle östrojen ve progesteron reseptörlerini 

eksprese etmeleri bu hücre hattını endometriyal endokrin çalışmalar için mükemmel 

bir model haline getirmektedir.  
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1.3. Araştırmanın Amacı 

Çalışmanın amacı bir endometriyal adenokarsinom hücre hattı olan Ishikawa 

hücre hattına östrojen ve progesteronun ayrı ayrı veya birlikte verilmesi ile galektin-1 

ve galektin-3 ekspresyonlarında mRNA ve protein düzeyinde meydana gelen 

değişiklikleri belirlemektir. 

 

1.4. Araştırmanın Hipotezi 

Östrojen ve progesteron endometriyal adenokarsinom hücre hattında Galektin-1 

ve Galektin-3 mRNA ve protein düzeylerini değiştirir. 
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BÖLÜM 2: GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Galektinler 

Galektinler, β-galaktozid bağlayan karbonhidrat bağlayıcı proteinlerdir. 

Galektinler hücre yüzeyinde, hücre çekirdeğinde, sitoplazmada bulunabildikleri gibi 

ekstraselüler alanda da bulunabilirler. Hücre dışında galektinler hücre yüzeyine ve 

matris glikanlarına bağlanarak çeşitli hücresel süreçleri etkilerler. Aynı zamanda, 

sitoplazmik ve çekirdek proteinleriyle etkileşerek yoluyla hücre içi sinyal yolakları 

üzerinden hücresel fonksiyonları da etkileyebilirler. Galektinlerin knock-out edildiği 

hayvan modellerini kullanan veya susturulduğu ya da inhibe edildiği güncel 

araştırmalar, galektinlerin immün ve enflamatuar yanıtlar, tümör gelişimi ve 

ilerlemesi, nöral dejenerasyon, ateroskleroz, diyabet ve yara onarımı dahil olmak üzere 

çeşitli fizyolojik ve patolojik süreçlerde önemli roller oynadığını göstermektedir.  

 

Tüm galektinler, karbonhidrat bağlanmasından sorumlu olan yaklaşık 130 amino 

asitlik korunmuş karbonhidrat tanıma alanları (Carbohydrate Recognition Domain; 

CRD'ler) içerir. Bu CRD’lerin sayısı ve tipine göre galektin tipleri: a) prototipik 

galektinler; bir CRD'ye sahiptir (galektin-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13 , -14 ve -15); b) 

tandem-tur-tipi galektinler, 70 amino aside kadar (galektin-4, -6, -8, -9 ve -12) bir 

bağlayıcı ile ayrılmış tek bir polipeptit zincirinde iki homolog CRD içerir; ve c) 

galektin-3, bir CRD'ye bağlı bir non-lectin N-terminal bölgesi (yaklaşık 120 amino 

asit) içerir (Şekil 1.) (Yang, Rabinovich ve Liu, 2008). 

 

 

Şekil 1. Galektin ailesi üyeleri (Kaynak: Bertuzzi et al., 2020) 
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Galektinler, sitozolik proteinler olarak sentezlenir ve ömürlerinin çoğunda 

sitozol ya da çekirdekte bulunurlar (Cummings ve Liu, 2009). Galektin ailesi üyeleri 

klasik bir sinyal dizisi içermemelerine rağmen salgılanabilirler ve bu nedenle, bir 

sinyal dizisi içermeyen ancak hücrelerin dışında işlev görebilen proteinler grubuna 

aittirler (Nöske ve Weidner, 1999). 

 

Galektin CRD'leri (ya da diğer parçaları) ayrıca karbonhidrat olmayan bağlanma 

alanlarına sahiptir (Kim et al., 2013; Li et al., 2013). Tüm hücreler, bazen 5μM’a kadar 

yüksek sitozolik konsantrasyonlarda galektin eksprese edebilirler ancak hücre tipleri 

ve dokulara göre galektin ekspresyonları farklılık gösterir (Lindstedt et al., 1993) 

(Tablo 1.).  

 

Tablo 1. Galektinlerin doku ve tür dağılımı (Kaynak: Johannes, Jacob ve Leffler, 

2018) 

 

 

  

Galektin      İnsan ve kemirgenlerde doku dağılımı Türler  (en yakın akrabaa) 

 

Galektin-1 Birçok doku ve hücre tipinde ifade edilir Omurgalılar 

Galektin-2 

Gastrointestinal sistem, plasenta Kuşlar ve memeliler, kurbağalar, 

kertenkeleler  

Galektin-3 

Özellikle makrofajlar ve epitel hücrelerinde öne çıkan birçok 

doku ve hücre tipinde ifade edilir 

Omurgalılar  

Galektin-4 

Bağırsak ve mide, rahim epitel hücreleri, kan damarı duvarları, 

hipokampal ve kortikal nöronlar 

Omurgalılar (çoğu kuş hariç) 

Galektin-5 

Akciğer, böbrek, retikülositler, kemik iliği, eritrositler  Sıçan (galektin-9, C-CRD) 

Galektin-6 

Gastrointestinal sistem, karaciğer, böbrek, dalak, kalp Bazı fare türleri (galektin-4) 

Galektin-7 Gastrointestinal sistem, tabakalı epitel, deri, fetal kalp Memeliler (galektin-4, N-CRD) 

Galektin-8 

Karaciğer, böbrek, kalp kası, akciğer ve beyin Omurgalılar 

Galektin-9 

T lenfositler, ince bağırsak, karaciğer, uterin epitel hücreleri, deri 

epidermisi ve özofageal epitel 

Omurgalılar  

Galektin-10 

 
Eozinofiller  Primatlar, yarasalar (galektin-4, 

N-CRD) 

Galektin-12 

Yağ dokusu Omurgalılar (galektin-8) 

Galektin-11b 

Abomasal mukoza (geviş getirenler), epitel hücreleri 

Safra Yolları 

Ruminantlar (galektin-4, N-CRD) 

Galektin-14b 

Eozinofiller   Ruminantlar (galektin-4, N-CRD) 
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2.1.1 Galektinlerin bağlanma aktiviteleri 

Galektin CRD’leri hafifçe eğilmiş β-sandviç gibi bükülür (Leffler et al., 2002; 

Di Lella et al., 2011) (Şekil 1.). İçbükey S tarafı, bir tetrasakkaridi tutabilecek sığ bir 

oluk oluşturur (A-B-C-D; Şekil 2.). Galaktoz bağlama alanı (C), bu oluk içinde yer 

alır. Galaktoz bağlama sahasının her iki tarafındaki daha zayıf bölgeler, bağlanmayı 

artırabilmekte veya azaltabilmektedir. Böylelikle her bir galektin CRD'sine benzersiz 

özgüllüğünü ve daha büyük glikokonjugatlar için daha yüksek afinite sağlar 

(Hirabayashi et al., 2002; Leffler et al., 2002; Salomonsson et al., 2010; Kamili et al., 

2016).  

Galektinler, fizyolojik konsantrasyonlarda çözelti içinde büyük ölçüde 

monomerik olsalar da (Salomonsson, et al., 2010; Lepur et al., 2012), birçok 

glikokonjugat ligandları çapraz bağlayabilir ve bunların kümelenmesine neden 

olabilirler. Örneğin, galektin-1 zayıf dimer oluşturur (Salomonsson et al., 2010; Di 

Lella et al., 2011) ve dimerizasyonu ligand ile karşılaşması üzerine artabilir. Galektin-

3, yüksek konsantrasyonlara (100 μM) kadar monomeriktir, ancak ligandlarla 

kümelenebilir ve N-terminal CRD olmayan bölgesi tarafından henüz tam olarak 

anlaşılmamış bir oligomerizasyon mekanizması aracılığıyla hücreleri aglütine edebilir 

(Massa et al., 1993).  

 

2.1.2. Sitozol ve çekirdekte galektinler  

Galektinler, işlevsel olarak bibirleriyle bağlantılı görünmeyen sitozolik ve 

nükleer ligandlar grubu ile etkileşime girerler (Haudek et al., 2010). Genel olarak 

Galektin-3, bazal cisimler ve sentrozomlarla etkileşir ve yokluğu, mikrotübüllerin 

düzensizliğine ve birincil silya (Koch et al., 2010) ve hareketli solunum epitel sillerinin 

(Clare et al., 2014) morfogenezinin bozulmasına neden olabilir. Dahası galektin-3, 

kutup cisminin oluşması için gerekli, önemli bir mitotik düzenleyici olan nükleer 

mitotik aparat proteini (NuMa) ile etkileşebilmektedir (Magescas et al., 2017). 

 

Galektinler için bir başka sitozolik fonksiyon örneği olarak, galektin-3'ün β-

katenin ve Wnt sinyal yolu (Shimura et al., 2005), ve apoptozun düzenlenmesi için 

Bcl2 (Harazono, Nakajima ve Raz, 2014) ile ilişkisini gösterilebilir.  
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Galektin-1 ve galektin-3, çekirdekte pre-mRNA'ların kırpılmasında ve aynı 

zamanda gen ekspresyonunda rol oynar (Dagher, Wang ve Patterson, 1995; 

Vyakarnam et al., 1997). Her iki galektinin, mRNA işleme ve nükleer taşınmada 

işlevsel olarak role sahip olduğu gösterilmiştir (Wang et al., 2006). Galektin-3’ün aynı 

zamanda farklı mekanizmalar yoluyla transkripsiyonun düzenlenmesinde rol oynadığı 

bilinmektedir (Kang et al., 2016). 

 

2.1.3. Bozulmuş veziküllerdeki galektinler ve klasik olmayan salgı  

Galektinler, bozulmuş endositik veziküller veya kompartmanlar etrafında hızla 

birikirler. Bu fenomen ilk olarak galektin-3 için, lizise uğramakta olan Shigella içeren 

vakuollerde keşfedilmiştir. Daha sonra, adenovirüs içeren endozomlarda galektin-3 

(Maier et al., 2012) ve sonradan da galektin-1 ve galektin-9 için de aynı mekanizma 

gözlemlenmiştir (Thurston et al., 2012). Ayrıca galektinler, nörodejeneratif 

hastalıklarda bozulan endozomlar etrafında da birikir (Flavin et al., 2017; Jiang et al., 

2017). Galektinlerin bozulmuş veziküllerin etrafındaki birikimi çok hızlı bir şekilde 

gelişir (dakikalar içinde) ve immünohistokimya veya GFP-konjuge galektinler 

kullanılarak tespit edilebilir (Paz et al., 2010). Bu nedenden dolayı galektinler, hücre 

kültüründe ve in vivoda vezikül bozulmasını tespit etmek için (Aits et al., 2015) yararlı 

bir araç haline gelmiştir (Stegmayr et al., 2016). 

 

Galektinlerin bozulmuş veziküller etrafında birikmeleri ve luminal glikanlara 

bağlanabilmeleri, otofaji ve galektinlerin klasik olmayan salgılanması arasında 

mekanik bir bağlantı sağlayabileceği önerisine yol açmıştır (Hughes, 1999). Bununla 

birlikte, bir başka çalışmada, N-bağlantılı glikoproteinin olgunlaşmasının, sitozolden 

hücre dışı boşluğa galektin-3’ün taşınması için gerekli olmadığını ve salgılanan 

galektin-3’ün, ağırlıklı olarak serbest halde bulunduğu ve hücre dışı veziküllerle 

paketlenmediği gösterilmiştir (Stewart et al., 2017). Bu nedenlerden dolayı, 

galektinlerin klasik olmayan salgılanma mekanizması belirsizliğini korumaktadır 

(Johannes, Jacob ve Leffler, 2018).  
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2.1.4. Hücre dışı ve intraveziküler kompartmanlardaki galektinler 

Klasik olmayan salgılanma mekanizmasıyla salgılanmalarını takiben 

galektinler, galaktoz içeren glikoproteinler ve glikolipidler gibi ligandlarla 

karşılaştıkları ekstraselüler alana geçerler. Galektinler, endositoz yoluyla hücrelere 

tekrar girebilmekte (Furtak, Hatcher ve Ochieng, 2001) ve endositik veya geri 

dönüşüm kompartmanlarına yerleşebilmektedirler (Stechly et al., 2009; Straube et al., 

2013). 

Galektinler, intraveziküler glikoprotein kargolarının taşınmasını da düzenlerler. 

Galektin-3 ve galektin-4, hücre yüzeyinden içeri girdikten sonra endozomal 

organellerde birikirler (Stechly et al., 2009). Alternatif olarak, sitozolden direkt 

endozomların lümenine geçtikleri bir yol mümkün olsa da bu yol henüz 

kanıtlanamamıştır. Her iki galektin de ligandlarını apikal hücre yüzeyine kadar taşır, 

burada apikal ortama girerler ve yeni bir apikal protein taşıma turu için endozomal 

organellere tekrardan dahil edilirler (Stechly et al., 2009; Straube et al., 2013). Bu iki 

galektinin ortamda olmadığı durumlar, ilgili glikoproteinlerin bazolaterale doğru 

yanlış yönlendirilmesine yol açtığı için galektinlerin, proteinlerin apikale 

yönlendirilmesinde rol oynabileceği öne sürülmüştür (Delacour et al., 2005, 2006).  

 

Hücre dışı galektinler ayrıca hücre yüzeyinden sinyal indüksiyonuna katılırlar 

ve hücre dışı matriks ve matriks içi etkileşimleri modifiye eder (Di Lella et al., 2011; 

Arthur et al., 2015; Thiemann ve Baum, 2016; Gordon-Alonso et al., 2017). Galektin-

1 bağlanmasının inhibisyonunun, Th1 hücrelerini apoptoza daha dirençli hale getirdiği 

ileri sürülmektedir (Di Lella et al., 2011). 

 

2.1.5. Galektinlerin hücre dışı ve sitozolik fonksiyonları arasındaki bağlantı 

Galektinlerin sitozolik ve çekirdekteki lokalizasyonu ve fonksiyonları (Haudek 

et al., 2010) neredeyse hücre dışı olanlar kadar bilinmektedir (Di Lella et al., 2011) ve 

bu, hücre içi ve hücre dışı galektin fonksiyonlarının ilişkili olup olmadığı sorusunu 

akla getirmektedir. Galektin-1, kültürdeki miyoblastlarda ağırlıklı olarak hücre içinde 

yer alırken, bu hücrelerin miyotüplere farklılaşmaları üzerine ağırlıklı olarak hücre dışı 

bir lokalizasyona geçmektedir (Massa et al., 1993). Gelişmekte olan meme bezi epitel 

hücrelerinde, galektin-1 esas olarak sitozol ve uç tomurcuk hücrelerinin çekirdeğinde 

bulunurken, boşaltım kanalı hücrelerinde hücre yüzeyinde veya hücre dışında lokalize 
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olmaktadır (Bhat et al., 2016). Ayrıca, galektin-1'in meme boşaltım kanalı 

hücrelerinde glikokonjugatlara bağlandığı ve bu etkileşimin galektini hücre dışı bir 

konuma çekebileceği ileri sürülmüştür (Bhat et al., 2016). Bu tür bir mekanizma, hücre 

dışı galektin-1 bağlayıcı glikokonjugatların galektin konsantrasyonunu ve sitozol 

ve/veya çekirdekteki ilişkili fonksiyonlarını azalttığı düzenleyici bir döngü 

sağlayabilir. 

 

2.1.6. Galektin inhibitörleri  

Galektinlerin hücresel ve patofizyolojik süreçlerdeki rolleri hem potansiyel ilaç 

öncülleri hem de hücre biyolojisinde deneysel araçlar olarak inhibitörlerinin 

araştırılmasına yol açmıştır. Son zamanlarda birçok çeşidi olan küçük moleküllü 

inhibitörler ele alınmıştır (Campo et al., 2016).  

 

Galektinler arasındaki seçiciliği ve farmakokinetik özelliklerini optimize etmek 

amacı ile çok sayıda bileşik geliştirilmektedir (Delaine et al., 2016). Son zamanlarda, 

yalnızca bir şeker kalıntısı içeren yeni bir galektin inhibitörleri sınıfı geliştirilmiştir 

(Zetterberg et al., 2018). Bu inhibitörler, zardan geçebilen ve oral yoldan alınabilen ilk 

potent galektin inhibitörlerini oluşturur. Modifiye turunçgil pektini veya 

galaktomannanlar gibi bazı bitki kaynaklı polisakkaritlerin de, galektin-3'ün 

farmakolojik inhibitörleri olarak davrandığı öne sürülmüştür ve hatta bazıları klinik 

deneylere kadar gelebilmiştir (Glinsky ve Raz, 2009; Traber ve Zomer, 2013; Demotte 

et al., 2014).  

 

2.1.7. Organizma düzeyinde hususlar 

Yukarıda açıklanan biyokimyasal ve hücre ve organizma çalışmalarından, 

galektinlerin veya ligandlarının manipüle edildiği genetik teknikler ya da galektin 

inhibitörleri veya galektinlerin kendileri kullanılarak elde edilen kanıtlardan, 

galektinlerin enflamasyon, bağışıklık, kanser ve diğer birçok hastalıktaki fizyolojik ve 

patofizyolojik işlevleriyle ilgili birçok kanıta ulaşılmıştır. (Johannes, Jacob ve Leffler, 

2018).  

Galektinler, homeostaz, apoptoz, anjiyogenez, embriyogenez dahil olmak üzere 

birçok farklı fizyolojik süreçte ve preeklampsi, inflamasyon, diyabet, ateroskleroz ve 

kanser gibi patolojik durumlarda geniş bir biyolojik fonksiyon yelpazesine sahiptir 
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(Hsu ve Liu, 2002; Liu, Patterson ve Wang, 2002; He ve Baum, 2004; Seelenmeyer et 

al., 2005).  

 

Galektinlerin serumdaki rolü  

Serum veya plazmadaki galektin konsantrasyonu tipik olarak yüksek pikomolar 

aralıktadır. Diğer birçok proteinde olduğu gibi, galektinlerin serumdaki varlığı 

dokudan sızıntısından kaynaklanabilir ve bu nedenle serum galektin seviyeleri 

gelecekte bazı hastalıklar için tanısal belirteçler olarak yararlı olabilir (Landegren, Al-

Amin ve Björkesten, 2018). Galektin-3 seviyeleri ile kalp hastalığı arasında bir 

korelasyon oldugu yakın zamanda ortaya çıkmıştır (Gehlken et al., 2018). 

 

Galektin-3'ün 0,3 nM kadar düşük konsantrasyonlarda şekere bağlı CD44 

endositozunu uyardığı (Lakshminarayan et al., 2014), galektin-7'nin ise şekerden 

bağımsız bir şekilde E-kadherin endositozunu etkilediği saptanmıştır (Advedissian, 

Deshayes ve Viguier, 2017). Ayrıca kanser hücrelerinin endotel hücrelerine galektin-

aracılı adhezyonunun metastazı arttırdığı öne sürülmüştür (Thijssen et al., 2015). Bu 

bulgular, galektin aracılı bazı hücresel aktivitelerin, galektinlerin serum seviyelerine 

duyarlı olabileceğini düşündürmektedir.  

 

Bir hücredeki galektinlerin diğer hücrelere etkisi 

Galektin nakavt ve vahşi tip fareler arasında kemik iliği transferi, kanser 

hücrelerinden gelen galektin-1'in çevredeki hücreler üzerinde anjiyogenik ve 

immünosupresif etkilere sahip olduğunu göstermiştir (Blidner et al., 2015). Miyeloid 

hücrelerden elde edilen galektin-3’ün kanser hücrelerinin büyümesini etkilediği ve yağ 

hücrelerinde insülin direncine neden olduğu saptanmıştır (Yang et al., 2019). Bu 

nedenle galektinlerin hem otokrin hem de parakrin fonksiyonları olabilir. 

 

Galektinlerin organizma düzeyinde hücre içi ve hücre dışı işlevleri  

Organizmalardaki galektin işlevi ile ilgili çalışmaların çoğu, galektinlerin hücre 

dışında, hücre yüzeyinde ve/veya hücre içi yolaklarda karbonhidrat bağlama 

aktivitesini dikkate alır (Blidner et al., 2015; Thiemann ve Baum, 2016). Bununla 

birlikte galektinler hızla endositoz aracılığıyla hücre içine girer ve hem endositik hem 

de ekzositik yolaklar arasında gider-gelir (Furtak, Hatcher ve Ochieng, 2001; Straube 

et al., 2013; Lakshminarayan et al., 2014). Bu nedenle, galektinlerin hücresel 
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ekspresyonu ve salınımı, muhtemelen bir organizmanın hücre içi ve hücre dışı 

kompartmanlarında optimum bir galektin seviyesinin ayarlanmasına neden olur. Bu, 

doğrudan galektin ile uyarılan sinyalizasyona (örneğin, T-hücrelerinde apoptozun 

uyarılması) veya T-hücresi reseptörü, VEGF reseptörü, TGF reseptörü ve insülin 

reseptörü gibi glikolize reseptörlerin galektin-aracılı hücre yüzeyine çıkarılması veya 

yanal organizasyonuna neden olur. Bunun sonucunda anjiyogenez ve 

lenfanjiyogenezin indüksiyonu, kronik inflamasyonda fibrozis ve diğer immün 

yanıtlar görülebilir (Blidner et al., 2015; Thiemann ve Baum, 2016).  

 

Buna karşılık, galektinlerin sitozolik ve nükleer faaliyetlerinin organizma 

işlevlerine katkısı çok daha az bir kapsamda ele alınmıştır. Hasarlı veziküllerin 

çevresinde galektinlerin birikiminin nörodejeneratif hastalıklarda gözlemlendiği gibi 

organizma üzerindeki etkileri de gösterilmiştir (Aits et al., 2015). Bu nedenle, in 

vivoda vezikülü bozan aktivitelerin tayini için yararlı bir belirteç olabilirler (Flavin et 

al., 2017; Jiang et al., 2017). Diğer bir örnek, galektin-3'ün canlı organizma içindeki 

hava yolu silleri ve diğer silleri organize etmedeki rolüdür (Clare et al., 2014). 

Galektinlerin bu rolleri, yukarıda tarif edildiği gibi hücre dışı aktivitelerine de 

bağlanabilir ve galektin inhibitörlerinin terapötik ajanlar olarak ele alınmalarına neden 

olmuştur. Bu tür ajanlar, galektin-1, -3 ve -9’un kanserdeki immünosupresif ve 

anjiyogenezi indükleyici etkilerini inhibe etmek, gözde istenmeyen anjiyogenezi 

önlemek (Chen et al., 2017) ve kronik inflamasyonda fibrozisi azaltmak (Delaine et 

al., 2016) için kullanılmışlardır.  
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2.2. Galektin-1 

Galektin-1, 22q12 kromozomunda bulunan LGALS1 geni tarafından kodlanır 

(Camby et al., 2006). Promotörün metilasyon durumu, galektin-1 ekspresyonunu 

düzenleyen anahtar bir mekanizmadır (Chiariotti et al., 2002). 

 

İnsan galektin-1 proteini 135 amino asit uzunluğundadır ve türler arasında 

yüksek oranda korunur. Çekirdekte, sitoplazmada, hücre yüzeyinde ve hücre dışında 

bulunabilir (Liao et al., 1994).  

 

Galektin-1, alt birim başına bir CRD'ye sahip olan 14 KDa'lık bir monomer veya 

kovalent olmayan bir homodimerdir (Camby et al., 2006). Homodimerde birden fazla 

CRD'nin varlığı Gal-1’i, hücre yapışmasına aracılık etmek, hücre içi sinyalizayonunu 

tetiklemek ve aynı zamanda hücre yüzeyi glikokonjugatlarıyla multivalent kafesler 

oluşturmak için uygun hale getirmektedir (Leffler et al., 2002). Galektin-1'in 

salgılanma mekanizması hala belirlenmemiş olsa da hücre dışı varlığı ve işlevi iyi 

öğrenilmiştir (Hsu ve Liu, 2002; Rabinovich et al., 2002; He ve Baum, 2004; 

Seelenmeyer et al., 2005). Son zamanlarda, galektin-1 için afiniteye sahip hücre yüzeyi 

glikanlarının, galektin-1'in klasik olmayan salgılanması için önemli olduğu 

gösterilmiştir (Thijssen et al., 2006).  

 

2.2.1. Galektin-1 lokalizasyonu ve ekspresyonu 

Galektin-1, nöral kök hücre büyümesi, hematopoiez ve kas diferansiasyonu dahil 

olmak üzere çok sayıda fizyolojik süreçte rol oynar. Ek olarak, son yıllarda toplanan 

kanıtlar, galektin-1 ekspresyonundaki artışın  hücre transformasyonu, hücre 

proliferasyonu, anjiyogenez, hücre adhezyonu ve invazyonu, ve 

immünosupresyondaki pleiotropik rolleri göz önüne alındığında tümör progresyonunu 

dramatik şekilde etkileyebileceği kanısına varılmasına neden olmuştur (Paz et al., 

2001; Van den Brûle et al., 2003).  

 

Hücre içi galektin-1 çekirdek, sitoplazma ve hücre membranının iç kısmında 

bulunabilir. Galektinlerin diğer üyeleri gibi, galektin-1 de aynı şekilde, standart 

endoplazmik retikulum / Golgi yolağıyla salgılama için gerekli sinyal dizileri 

olmamasına rağmen hücre dışı alana salgılanabilirler . Hücre dışı galektin-1, hücre 
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lizatlarında bulunan 14 kDa’luk hücre içi formuna kıyasla biraz daha yüksek 

moleküler ağırlığa (∼15 kDa) sahiptir, bu da salgılanan galektin-1'in sekresyondan 

önce veya sonra başka post-transasyonel modifikasyonlara maruz kaldığını 

düşündürmektedir.  

 

Normal hücrelerde, ekstraselüler alanda daha az salgısal galektin-1 vardır; 

çoğunluğu sitoplazma ve çekirdekte bulunmaktadır. Normal dokuların endotel 

hücrelerinde, galektin-1 esas olarak çekirdekte lokalize olur ve hücre aktivasyonu 

sonrası hücre dışı alana çıkar (Thijssen, Hulsmans ve Griffioen, 2008). 

 

Hücre-matriks adhezyonundaki rolü göz önüne alındığında, hücre dışı galektin-

1'in, aktifleşmiş endotel hücrelerinin ekstrasellüler matrikse yapışması ve göçü için 

gerekli olduğu tahmin edilmektedir, bu da fizyolojik anjiyogenezde önemli bir işlevi 

olduğunu düşündürmektedir (Elola et al., 2007). 

 

Normal hücrelere kıyasla tümör hücrelerinde galektin-1 ekspresyonunda artış 

bildiren kapsamlı literatür bulunur (Van den Brûle et al., 2003; Kim et al., 2013). 

Ayrıca, normal dokuya kıyasla çeşitli tümör tiplerinde kanser hücrelerinin ve tümörle 

ilişkili endotel hücrelerinin ekstraselüler alanında daha yüksek bir seviyede bulunduğu 

tespit edilmiştir (Thijssen, Hulsmans ve Griffioen, 2008; Croci et al., 2012). 

 

2.2.2. Galektin-1 ve kanser 

Artmış galektin-1 ekspresyonu kolon, meme, akciğer, baş ve boyun, yumurtalık 

ve prostat karsinomların yanısıra, gliomalar, Kaposi sarkoması, miyeloproliferatif 

neoplazi ve Hodgkin lenfomasında da rapor edilmiştir (D’Haene et al., 2005; Szöke et 

al., 2005; Saussez et al., 2008; Barrow, Rhodes ve Yu, 2011; Croci et al., 2012). 

Bunlardan başka hem tümör hücrelerini çevreleyen stromada hem de kanserle ilişkili 

endotel hücrelerinde galektin-1’in aşırı eksprese edildiği saptanmıştır. Kolorektal 

karsinomlu veya baş ve boyun skuamöz hücreli karsinomlu ve kötü prognozlu 

hastaların plazmasında yükseldiğine dair veriler mevcuttur (Saussez et al., 2008).  

 

Bunların yanısıra kolon, pankreas ve mesane tümörlerinde yapılan çalışmalarda, 

farklılaşmış tümörler veya normal bitişik dokular ele alındığında , az farklılaşmış ve 
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invaziv tümörlerde galektin-1 seviyelerinin önemli ölçüde yükseldiği gösterilmiştir 

(Langbein et al., 2007; Chung et al., 2008). Mide ve serviks kanserinde son zamanlarda 

yapılan iki çalışma, galektin-1 ekspresyonu ile tümör evresi, tümör invazyonu ve lenf 

nodu metastazı arasında pozitif bir korelasyon olduğunu öne sürmektedir (Chen et al., 

2013; Kim et al., 2013). Kaposi sarkomu, kolon, meme, prostat ve mide kanserindeki 

benzer bulgular, galektin-1 ekspresyonu ile sağkalım arasındaki ilişkinin varlığına dair 

kanıtları güçlendirmektedir (Jung et al., 2007; Chen et al., 2013). Yapılan araştırmalar 

bu lektinin olası bir biyobelirteç olarak uygunluğunun altını çizmekte veya kanserde 

terapötik hedef olarak kullanılabileceğini ileri sürmektedir. 

 

2.2.3. Galektin-1 ve tümör proliferasyonu 

Birkaç çalışmada hücre dışı galektin-1'in hücre döngüsü düzenlemesindeki rolü 

ele alınmıştır (Fischer et al., 2005). Yapılan araştırmalarda hücre dışı galektin-1’in, 

meme kanseri hücre hatlarında S'den G2 fazına geçiş sırasında hücre döngüsünü 

durdurduğu, bunu da apoptoz aktivasyonunun izlediği görülmüştür. Hücre dışı 

galektin-1, α5β1 integrin ile etkileşimi yoluyla hepatokarsinom, melanom, meme, 

yumurtalık ve kolon karsinomu dahil olmak üzere farklı kökenlerden tümör hücre 

hatlarında büyümeyi inhibe eder (Fischer et al., 2005).  

 

Ekzojen galektin-1, trofoblastik tümör hücrelerinde proliferasyonu doza bağlı 

olarak azaltır (Jeschke et al., 2006). Başka bir çalışmada insan nöroblastom 

hücrelerinde, galektin-1’in gangliosid GM1 ile etkileşime girerek hücre-hücre ve 

hücre-stroma etkileşimlerini bozdugu ve bununla da hücresel proliferasyonu inhibe 

etdiği kanısına varılmıştır (Kopitz et al., 2001). 

 

Tüm bunların aksine, bazı çalışmalar ise galektin-1'in tümör hücresi büyümesini 

destekleyebileceğini göstermektedir. Kültürdeki glioma hücrelerinde plazmid 

transfeksiyonu aracılığıyla geliştirilen galektin-1 ekspresyonu, hücre 

proliferasyonunun artmasıyla sonuçlanmıştır. Ek olarak, ekzojen galektin-1 

yumurtalık ve pankreas kanseri hücrelerinde in vitro hücre proliferasyonunu 

indüklemektedir (Kim et al., 2012). Ayrıca birkaç çalışma, farklı farmakolojik veya 

biyokimyasal yaklaşımlar kullanarak galektin-1 inhibisyonunun tümör büyümesi 

inhibisyonu sağladığını göstermiştir. Antisens mRNA veya siRNA ile galektin-1 
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inhibisyonu, sırasıyla glioblastoma hücrelerinde ve servikal kanserde in vitro hücre 

proliferasyonunu baskılamıştır (Kim et al., 2013).  

 

Galektin-1'in immün yanıt inhibisyonu yoluyla kanser ilerlemesinde rol 

oynadığını dikkate almak çok önemlidir. Kanserde aşırı galektin-1 ekspresyonu, 

tümörün artan T hücre yanıtına karşı savunmasını güçlendirebilir. Bir çalışmada, 

galektin-1'in inhibitör etkisinin bloke edilmesinin, tümör büyümesini azalttığı ve 

dolayısıyla tümör reddini artırdığı gösterilmiştir (Rubinstein et al., 2004).  

 

Birkaç rapor galektin-1'in tümör proliferasyonu üzerindeki olumlu ve olumsuz 

etkilerine değinmiştir. Bu sonuçlardaki çelişkilerin hücre tipine, tümör immün 

ayrıcalığına, hücre aktivasyon durumuna, monomerik / dimerik formlar arasındaki 

orana veya spesifik hücre yüzeyi glikoproteinleri veya hücre içi proteinlerle galektin-

1 etkileşimine oldukça bağımlı olduğu görünmektedir (Camby et al., 2006). 

 

2.2.4. Galektin-1 ve tümör anjiyogenezi  

Tümör kaynaklı anjiyogenez, patolojik bir durum olup vasküler endotelyal 

büyüme faktörü (VEGF) gibi tümör hücresi tarafından salgılanan faktörler tarafından 

indüklenen ve önceden var olan damarlardan yeni kapillerlerin büyümesiyle yeniden 

modellenen vasküler yapıların anormal yerleşiminden kaynaklanmaktadır. Birkaç 

çalışmada, galektin-1'in VEGF sinyali gibi anahtar proanjiyojenik yolakları artırarak 

veya endotel hücrelerinin proliferasyonu ve aktivasyonu üzerine etki ederek tümör 

anjiyogenezini düzenlediği bildirilmiştir (Thijssen et al., 2006; Delaine et al., 2008; 

Hsieh et al., 2008). 

 

Galektin-1, normal dokuların endotel hücrelerinde zayıf bir şekilde eksprese 

edilirken, kolon ve meme tümörlerinin proliferatif endotel hücrelerinde güçlü bir 

şekilde eksprese edilir. Normal endotel hücrelerinde galektin-1 genellikle çekirdekte 

lokalize iken, tümörle ilişkili endotel hücrelerinde bu lokalizasyon değişmektedir 

(Thijssen, Hulsmans ve Griffioen, 2008; Thijssen et al., 2015).  

 

Tümörlerdeki aşırı hücre proliferasyon hızı, yerel oksijen kaynağına büyük bir 

talep getirir. Ayrıca, anormal tümör damar yapısı kan akışını azaltır ve tümör boyunca 
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oksijen dağıtımını sınırlar ve bu da hipoksi indüklenebilir faktör- lα (HIF-lα)’yı uyaran 

eden hipoksiye neden olur (Semenza, 2007). İlginç bir şekilde, kolon kanseri 

hücrelerinde HIF-1α, galektin-1 mRNA'sını ve protein ekspresyonunu arttırmıştır. 

Bununla uyumlu olarak, galektin-1 ekspresyonu, Kaposi sarkomu, melanomu, meme 

ve prostat karsinom hücre hatlarında hipoksik koşullar altında artmıştır (Croci et al., 

2012).  

 

Özet olarak, bu bilgiler, tümör damar gelişiminde tümör kaynaklı galektin-1 

rolünün altını çizmektedir. Galektin-1'in proanjiyogenik özellikleri, esas olarak 

endotel hücrelerinin artan proliferasyonu, yapışması, göçü ve apoptoza direnci ile 

ilgilidir. 

 

2.2.5. Kanserde potansiyel bir terapötik hedef olarak Galektin-1 

Galektin-1 inhibisyonu, kanser tedavilerine artan ilginin konusudur. Galektin-1 

ve ligandları arasındaki etkileşimleri bloke eden bir dizi yeni bileşik veya farmakolojik 

yaklaşım değerlendirilmiştir.  

 

Rabinoviç ve diğerleri sentetik laktuloz aminlerin, galektin-1 ve galektin-3 

karbonhidrat bağlanmasının güçlü ve spesifik inhibitörleri olduğunu tarif etmişlerdir. 

Bunların, melanom hücrelerinin galektin-1 aracılı homotipik agregasyonunu 

önlediğini, endotelyal hücre göçünü, istilasını ve farklılaşmasını inhibe ettiğini ve 

küçük hücreli akciğer karsinomu hücre hatlarında apoptozu indüklediğini 

bildirmişlerdir (Rabinovich et al., 2006). Son zamanlarda, ekzojen oligosakkaritlerin, 

neoplastik hücrelerin sağ kalımı, yapışması ve göçünde galektinin biyolojik 

fonksiyonlarının söndürücü ajanları olarak hareket ederek, bu lektinlerin, galektinlerin 

endojen ligandlarını taklit edebileceği öne sürülmüştür. Doğal galektin ligandlarının 

oligosakkarit parçalarını taşıyan bir dizi oligosakkarit türevleri (OSD'ler), çeşitli 

preklinik modellerde potansiyel galektin inhibitörleri olarak çalışılmıştır. OSD'ler 

melanom hücrelerinin homotipik hücre agregasyonunu azaltmış ve insan küçük hücreli 

akciğer karsinomunun apoptozunu indüklemiştir. Ne yazık ki bu farmakolojik 

yaklaşım, benzer CRD alanları taşıyan diğer galektin üyelerini de inhibe edebildiği 

için özgünlükten yoksundur (Rabinovich et al., 2006). 
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Sentetik ve metabolize olmayan bir disakkarit olan tiyodigalaktozit (TDG), 

galektin-1 CRD için nispeten yüksek afinite gösterir. Yakın zamanda yapılan bir 

çalışma, TDG'nin meme ve kolon ksenograftlarınde akciğer metastazı gelişiminde 

önemli inhibitör etkilerle kanser hücresinin endotel hücrelerine yapışmasını azalttığını 

göstermiştir (Cumpstey et al., 2005). Galektin-1 CRD alanı için yüksek afiniteye sahip 

yeni TDG türevleri tasarlanmıştır. Bu ikinci nesil TDG'ler, akciğer ve prostat tümör 

hücrelerinin in vitro göçünü engellemişlerdir (Cumpstey et al., 2007; Delaine et al., 

2008). 

 

Croci ve arkadaşları yakın zamanda galektin-1'e özgü monoklonal bir antikorun 

(mAb) in vivo terapötik yararlarını doğrulamıştır. Bu yeni nötralize edici mAb 

(F8.G7), galektin-1'in endotel hücrelerine bağlanmasını önleyerek, galektin-1 ile 

indüklenen endotelyal hücre proliferasyonunu, göçünü, istilasını ve kapiller tüp 

oluşumunu inhibe etmiştir (Croci et al., 2012). 

 

Anginex (β pep-25), galektin-1'i hedefler. Anginex, endotelyal hücrelerde 

galektin-1'e bağlanarak endotelyal hücre proliferasyonunu ve göçünü inhibe eder ve 

hücre ölümünü indükler. Anginex melanom, koryokarsinom ve yumurtalık 

kanserlerinin preklinik modellerinde, tümör damar yoğunluğunda bir azalma ile 

birlikte tümör büyümesini doza bağlı bir şekilde inhibe etmiştir (Brandwijk et al., 

2006). 

 

Anginex ile elde edilen umut verici sonuçlar göz önüne alındığında, terapötik 

dozajı azaltmak ve moleküler boyutu en aza indirmek için geliştirilmiş özgüllüğe sahip 

yeni nesil bileşikler tasarlanmıştır. Anginex’in dibenzofuran (DBF) bazlı 

peptidomimetiği galektin-1 β-sandviçinin bir tarafına bağlanır (Dings et al., 2013). 

DBF tedavisinden sonra çeşitli ksenograft modellerinde tümör büyümesinin ve tümör 

anjiyogenezinin inhibisyonu tanımlanmıştır. (Mayo et al., 2003). 

 

Kanserde potansiyel terapötik ajanlar olarak galektin-1 inhibitörleri üzerine 

yapılan çalışmaların çoğu klinik öncesi veya klinik gelişimin erken aşamalarında 

olduğundan, insanlarda yan etkilere ilişkin veriler henüz tam bildirilmemiştir.  
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2.3. Galektin-3 

Galektin-3, bir C-terminal CRD'ye bağlı küçük amino asit segmentlerinin 

(toplam neredeyse 120 amino asit) ardışık oluşan büyütülmüş bir N-terminal kısmına 

sahip galektin ailesinin tek üyesidir.  

 

Diğer galektinler gibi, galektin-3 de klasik salgı yolu yoluyla salgılanmak için 

gerekli bir sinyal dizisinden yoksundur, ancak yine de protein hücre dışı alana salınır. 

  

Galektin-3 çok değerlikli karbonhidrat ligandlarının mevcudiyetinde 

oligomerize olmaktadır ve hücre yüzeyinde glikanları çapraz bağlama yeteneğine 

sahiptir. Böylece transmembran sinyal yolaklarını başlatır ve çeşitli hücresel 

fonksiyonlar üzerinde etkilidir. Bu kendi kendine birleşme özelliği, proteinin N-

terminal bölgesine bağlıdır. Bu bölge, kollajenaz ve matriks metalloproteinazlar gibi 

proteazlara duyarlı olduğundan, in vivo galektin-3'ün biyolojik aktiviteleri 

muhtemelen bu enzimler tarafından modüle edilmektedir (Almkvist ve Karlsson, 

2002; Liu ve Rabinovich, 2005). 

 

Diğer galektinlerle karşılaştırıldığında, galektin-3'ün hücre içi işlevleri daha 

kapsamlı bir şekilde belgelenmiştir. Gen transfeksiyonu ve antisens yaklaşımları 

kullanılarak, galektin-3'ün farklı apoptotik uyaranlara karşı bir dizi hücre tipinde anti-

apoptotik aktiviteye sahip olduğu kanıtlanmıştır. Hücre içi galektin-3'ün apoptoza 

direnç kazandırdığı mekanizmalar tam olarak aydınlatılmamıştır, ancak mevcut 

bilgiler, mitokondride faaliyet gösterenler de dahil olmak üzere diğer apoptoz 

düzenleyicileri ile etkileşimi içerebileceklerini göstermektedir (Huang et al., 2017).  

 

2.3.1. Galektin-3 ve immunoloji 

Galektin-3, çeşitli bağışıklık hücrelerinin farklılaşmasını ve büyümesini etkiler: 

T hücreleri ve nötrofillerde apoptozu indükler ve mast hücreleri, nötrofiller, monositler 

ve T hücreleri dahil olmak üzere birçok lenfoid ve myeloid hücreyi aktive etmektedir. 

Rekombinant galektin-3 ayrıca insan monositlerinin ve makrofajlarının göçünü 

indüklemede bir kemokin gibi işlev görebilir (Liu ve Rabinovich, 2005; Elola et al., 

2007). 
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Galektin-3, TCR kompleksi ile kafesler oluşturabilir ve bu mekanizma 

aracılığıyla, TCR tarafından başlatılan sinyal transdüksiyonunun negatif düzenleyicisi 

olarak hizmet edebilir. Bu lektinin bazı hücrelerde destekleyici fonksiyonlara sahip 

olması, ancak diğerlerinde baskılayıcı aktivitelere sahip olması çok şaşırtıcı değildir, 

çünkü muhtemelen ya pozitif sinyaller veren reseptörlere ya da negatif sinyaller veren 

reseptörlere bağlanmaktadır (Yang, Rabinovich ve Liu, 2008). 

 

Endojen galektin-3'ün aktiviteleri, galektin-3-yoksun (Lgals32/2) farelerden 

alınan hücreler kullanılarak ele araştırılmıştır (Elola et al., 2007). Lgals32/2 

farelerinden elde edilen peritoneal makrofajlar, vahşi tip farelere kıyasla 

lipopolisakkarit ve IFN-γ tarafından indüklenen apoptoza karşı daha duyarlıdır. Bu, 

galektin-3'ün anti-apoptotik işlevleriyle tutarlıdır.  

 

Lgals32/2 farelerinin kullanıldığı in vivo çalışmalar, galektin-3'ün enflamatuar 

yanıtları desteklediği fikrini desteklemektedir (Elola et al., 2007). Ek olarak, Lgals32/2 

fareleri, bir periton iltihabı modelinde vahşi tip farelere göre zayıflamış lökosit 

infiltrasyonu sergilemiştir. Bu çalışmalar ayrıca galektin-3 tarafından Th2 

polarizasyonunun teşvik edildiğini ortaya koydu.  

 

2.3.2. Galektin-3 ve tümör gelişimi 

Galektin-3'ün tümör büyümesi, ilerlemesi ve metastazdaki rolü kapsamlı bir 

şekilde belgelenmiştir. Hücre hatlarında galektin-3 ekspresyonunun inhibisyonu ve 

galektin-3'ün ektopik ekspresyonunu içeren çalışmalardan, tümörlerin transforme 

fenotipini kazanması ve büyümeleri için galektin-3 ekspresyonunun gerekli olduğuna 

işaret etmektedir (Liu ve Rabinovich, 2005). Galektin-3'ün hücre transformasyonu ve 

büyümesine dahil olduğu mekanizmalar henüz tam olarak anlaşılmamıştır. 

Transkripsiyon faktörleri ile etkileşimi de bu süreçlere dahil olabilmektedir. 

 

Galektin-3'ün tümör progresyonu ile ilgili en kapsamlı çalışılan işlevi, çeşitli 

apoptotik uyaranlara (kemoterapotik ajanlar dahil) maruz kalan bir dizi tümör hücre 

tipinde apoptozun inhibisyonudur (Liu ve Rabinovich, 2005). Galektin-3, p53 

yolağının aşağı kısmında apoptoz düzenleyici yolda bir efektör molekül 

olabilmektedir. 
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 Metastazdaki rolü 

Rekombinant galektin-3'ün tümör hücrelerinin motilitesini etkilediği ve in vitro 

invazivliğini etkilediği gösterilmiştir.  

 

Galektin-3, tümörlerin mikroçevresi üzerine etki ederek tümör metastazını da 

etkileyebilir. Stromada galektin-3 varlığının meme kanserinde olumsuz bir prognostik 

faktör olduğu gösterilmiştir. Galektin-3, endotel hücrelerinin göçünü indükleme 

kabiliyeti ile ilişkili olarak in vitro anjiyojenik aktiviteye sahip olmaktadır. Ek olarak, 

galektin-3'ün karaciğerdeki miyofibroblastların aktivasyonunda kritik bir rol oynadığı 

ve karbon tetraklorür tarafından indüklenen karaciğer fibrozisine katkıda bulunduğu 

gösterilmiştir. Böylece bu lektin diğer çeşitli fibrotik süreçlere katkıda bulunabilir 

(Yang, Rabinovich ve Liu, 2008). 

 

Hayvan modelleriyle yapılan çalışmalarda galektin-3'ün in vivo tümör 

metastazındaki rolüne dair kanıtlar sunulmuştur (Liu ve Rabinovich, 2005). Örneğin, 

ciddi kombine immün yetmezlikli (SCID) farelerde insan adenokarsinom 

ksenotransplantlarının karaciğer metastazları, anti-galektin-3 antikoru ile inhibe 

edilebilir. Galektin-3'ü aşırı eksprese eden transgenik meme karsinomu hücreleri, daha 

yüksek metastatik potansiyele sahip olmaktadır (Prior et al., 2003).  

 

2.3.3. Galektin-3 ve diğer patolojik süreçler  

Galektin-3, aterosklerotik lezyonlarda ve makrofajlarda eksprese edilir ve 

apolipoprotein ile karşılaştırıldığında ateroskleroz gelişmesine katılmaktadır.  

 

Galektin-3 ayrıca yaranın yeniden epitelizasyonunda rol oynayabilir. Lgals32/2 

farelerinde kornea epitel yara kapanma oranları, excimer-lazer ablasyonlu kornealar 

veya in vivo veya in vitro kısmen iyileşmesine izin verilen alkali yanık yaraları dahil 

olmak üzere çeşitli kornea yara iyileşmesi modellerinde vahşi tip farelere göre önemli 

ölçüde daha yavaş olduğu görülmüştür. Bu, galektin-3'ün eşzamanlı hücre içi ve hücre 

dışı etkilerinin yara iyileşmesi için gerekli olabileceğini düşündürmektedir (Yang, 

Rabinovich ve Liu, 2008). 
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2.4. Galektin-1 ve Galektin-3’ün Kanserlerle İlişkisi 

Gal-1 ve Gal-3, çeşitli tümörlerde kapsamlı bir şekilde araştırılmıştır (Thijssen 

et al., 2015). İnsan endometriyal kanserlerinde, galektin-1 ekspresyonu, normal 

endometriyum ile karşılaştırıldığında uterus adenokarsinomlarında artmış bir 

ekspresyon gösterirken, galektin-3 ekspresyonu, normal mukoza ile 

karşılaştırıldığında endometriyal kanser hücrelerinde azalır (Yang et al., 2012; Al-

Maghrabi et al., 2017). İlginç bir şekilde, galektin-3’ün sitoplazmada eksprese edildiği 

tümörler, galektin-3'ün hem çekirdekte hem de sitoplazmada bulunduğu lezyonlara 

kıyasla miyometriyumun daha derin bir invazyonu ile karakterize edilmiştir (Chou et 

al., 2018). İnsan mesane kanseri vakalarında, transizyonel hücreli karsinomlarda 

galektin-1'in artan mRNA ekspresyonu, histolojik derece ve klinik evre ile pozitif 

korelasyon göstermiştir (Rubinstein et al., 2004). Galektin-3 seviyelerinin kanser 

hastalarının kan örneklerinde artmış olduğu gözlemlenmiştir.  

 

2.5. Endometriyal Adenokarsinomlar 

Endometriyal kanser (EK), dünya çapında en yaygın jinekolojik malignitelerden 

biridir ve bu nedenle halk sağlığı ile ilgili önemli bir sorunu temsil eder (Siegel, Miller 

ve Jemal, 2015). Amerika Birleşik Devletleri, yıllık 60.000 yeni vaka insidansının yanı 

sıra 10.000'den fazla ölüm raporlamaktadır. Bu insidansın, obez hastaların epidemisi 

ile sıkı bir şekilde bağlantılı olduğu bildirilmektedir (Tran ve Gehrig, 2017; Siegel, 

Miller ve Jemal, 2018). EK, 2014 WHO sınıflandırmasına göre çoklu histolojik alt 

tiplere ayırılabilir. En yaygın histolojik alt tipler şunlardır: endometrioid (%77); 

karışık hücre tipi (%7); seröz (%8); karsinosarkom (%3); şeffaf hücre (%2); müsinöz 

(%1) ve diğer tipler (%1) (Lax, 2016, 2019).  

 

Hücre hatları, kanserin biyolojik mekanizmalarını araştırmak için kullanılabilir. 

Günümüzde bunlar yaygın olarak in vitro tümör modelleri olarak kullanılmaktadır.  

 

Kanser hücresi araştırmalarının odak noktası, karsinogenezin biyolojik 

mekanizmalarını ve endometriyumda gözlenen mekanizmalarını ortaya çıkarmak ve 

anlamaktır. Bu, kanser hücre hatlarının yardımıyla elde edilebilir. Hücre hatlarının 

kullanımı preklinik kategoriye girer. Hücre hatlarının in vitro tümör modelleri olarak 
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kullanımı günümüzde oldukça yaygındır ve bazı sınırlılıklara rağmen kanser 

araştırmalarında güçlü bir araç olarak karşımıza çıkmaktadır (Zhou et al., 2007). 

 

Hücre hatları ilaç geliştirme alanında, özellikle onkoloji alanında sıklıkla 

kullanılmaktadır. Bununla birlikte, daha karmaşık kültür teknikleri ile 

karşılaştırıldığında, hücre hatları, nispeten hızlı ve ucuz bir şekilde sonuç verme 

yeteneği ile hala en kararlı kültür tekniğini sağlar.  

 

2.5.1. Sık kullanılan endometriyal hücre hatları 

En yaygın olarak bilinen endometrial CCL, Ishikawa, HEC-1-A, HEC-1-B ve 

KLE'dir. 2018 yılındaki çalışmalarında, Nyen ve ark. AN3-CA, ECC-1, HEC1A, 

HEC1B, Ishikawa ve KLE'yi tip I olarak tanımlamıştır (Nyen et al., 2018).  

 

2.5.2. Ishikawa Hücreleri 

Üreme biyolojisi alanında sık kullanılan endometriyal hücre hatlarından biri 

Ishikawa hücre hattıdır. 

 

 Ishikawa hücreleri, glandüler ve luminal epitel özelliklerini gösterirler. Bu 

hücreler normal endometriyumda bulunan birçok enzim, protein ve steroidi içerirler. 

Özellikle östrojen ve progesteron reseptörlerini (sırasıyla ER ve PR) eksprese etmeleri 

bu hücre hattını endometriyal endokrin çalışmalar için mükemmel bir model haline 

getirmektedir. Bu hücrelerin 25. pasajdan alınan hücrelerinin nude farelere transplante 

edildiği bir çalışmada ER ve PR pozitif olarak belirlenmiş, ve hatta 50. jenerasyona 

kadar reseptör pozitivitesi devam etmiştir (Nishida, 2002). 

 

Ishikawa hücre hattı, endometriyum fonksiyonunu incelemek için uzun 

zamandan beri yaygın bir şekilde kullanılmaktadır.  
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2.6. Östrojen ve Progesteron hormonları 

Östrojen ve progesteron, kadınlarda cinsel ve üreme gelişimi için önemli olan 

hormonlardır. Östrojen ve progesteron, bir kadının menstrual döngüsünü düzenlemeye 

yardımcı olur ve gebelikte önemli bir rol oynar. Genellikle 'kadın hormonları' olarak 

düşünülseler de, erkeklerde de hem östrojen hem de progesteron bulunur.  

 

Overler iki grup seks hormonu üretir ve salgılar: östrojen ve progesteron . 

 

2.6.1. Östrojenler 

Östrojenler olarak bilinen ve östradiol, östriol ve östron olmak üzere üç gruba 

ayrılırlar. Östradiol en potent olan alt tipidir ve primer olarak ovaryan folliküllerden 

salınır. Daha az potent olan östriol gebelik sırasında karacigerde sentezlenir. En düşük 

potensi olan östron ise periferik dokularda östradiol ya da androstenediondan 

oluştrulur. 

 

Bu hormonlar, ergenlik döneminde kadın cinsiyet özelliklerinin sağlıklı 

gelişimini desteklemek ve doğurganlığı sağlamak için birlikte çalışır.  

 

2.6.2. Progesteron 

Progesteron, progestojenler adı verilen bir hormon sınıfına ait bir steroid 

hormondur. Kadın vücudunun menstrual döngüsünün ikinci yarısında ovülasyondan 

sonra oluşturduğu geçici bir endokrin bez olan korpus luteum tarafından salgılanır. 

 

Progesteron, ovülasyondan sonraki gebelik potansiyeli için endometriyumu 

hazırlar. Döllenmiş bir yumurtayı kabul etmek için mukozanın kalınlaşmasını tetikler. 

Ayrıca uterusun konseptusu reddetmesine neden olacak myometriyal kasılmalarını da 

durdurur. Gebelik süresince önce korpus luteum, sonrasında ise plasenta tarafından 

salgılanan progesteron yumurtlamayı engeller. 

 

Gebeliğin gerçekleşmediği durumlarda, korpus luteum lizise uğrar ve 

progesteron seviyeleri düşer. Bu, menstruasyonun başlamasını tetikler.  
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2.6.3. Östrojen ve Progesteron reseptörleri ve işlevleri 

ER ve PR, nükleer reseptör süper ailesine aittir. Bunlar, spesifik genlerin 

ekspresyonunu başlatmak için farklı DNA bölgelerine bağlanabilen ligand bağımlı 

transkripsiyonel faktörlerdir. 

 

ER; ER-α ve ER-β olmak üzere 2 ana izoformda bulunur. Hücresel proliferasyon 

ve farklılaşma sırasında değişen dokularda belirgin bir ekspresyon paternine sahiptirler 

(Mueller ve Korach, 2001; Yang, Kriatchko ve Roy, 2002). ER-α, östrojenlere yüksek 

afinite ve düşük kapasite ile bağlanır. Ağırlıklı olarak endometriyumda bulunur ve 

östrojene duyarlı dokuların gelişimi için gereklidir. ER-β düşük afiniteli ve yüksek 

kapasiteli östrojenlere bağlanır ve transkripsiyonu inhibe eder. Epitel hücrelerinin 

organizasyonu ve yapışması ve dolayısıyla farklı doku morfolojisi ve fonksiyonel 

olgunlaşması için gereklidir. 

 

Progesteron reseptörü (PR), işlevsel olarak farklı iki transkripsiyon faktörü olan 

2 izoforma, PR-A ve PR-B'ye sahiptir. PR-A'nın uterusta progesteronun anti-

proliferatif etkilerini, yani östrojen-antagonistik etkisini modüle eder ve PR-A'nın 

yokluğunda PR-B hücre büyümesini, yani östrojen agonisti etkisini indükler. 

 

PR geninin transkripsiyonunun östrojene yanıt veren hücrelerin çoğunda 

östrojen tarafından indüklendiği ve progesteron tarafından inhibe edildiği literatürde 

iyi belgelenmiştir, bu nedenle ER ve PR ekspresyonunun koordineli olduğu düşünülür 

(Lesniewicz et al., 2009). 

 

2.6.4. Menstrual döngü sırasındaki ER ve PR 

Normal bir menstrual döngüde östrojenler, ovulasyon öncesi proliferatif faz ve 

postovülasyon sırasında endometriyumun epitelyal ve stromal elemanlarının 

proliferasyonunu indükler. Progesteron, glandüler farklılaşma ve glikojenezin yanı 

sıra stromal proliferasyon ve pre-desidual hücrelerin gelişiminde rol oynar. Böylece 

foliküler fazda endometriyal epitel ve stromada ER artar ve ovulasyondan sonra 

düşerek geç luteal fazda düşük bir düzeye ulaşır. 
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Hem PR-A hem de PR-B muhtemelen östrojenin etkisi altında foliküler fazda 

artar ve luteal fazda epitelde azalır, ancak menstruasyona kadar stromada (baskın 

izoform-PRA) daha yüksek seviyede kalır (Mylonas et al., 2007). 

 

2.6.5. Endometriyal karsinomda ER ve PR 

 

EK, seks steroid hormonuna bağlı olduğundan, steroid reseptörleri ER-α, PR-A 

ve PR-B'nin varlığı, histolojik farklılaşma, tedaviye yanıt ve metastatik potansiyel ile 

nicel olarak ilişkilendirilmiştir (Markman, 2005). 

 

Seks steroid reseptörlerinin kaybının endometriyal karsinogenezde erken bir 

olay olduğu ve endometriyal karsinomun genellikle normal endometriyum veya 

endometriyal hiperplaziden daha düşük seviyede steroid reseptörlerine sahip olduğu 

gösterilmiştir. ER-α ekspresyonu EC21,22'de malign olmayan dokuya göre hem 

bezlerde hem de stromada azalır ve EK derecesi arttıkça daha da azalır. ER-α 

ekspresyonu bezlere göre stromada daha düşüktür. EK’da stroma hücrelerinin epitel 

hücrelerinden önemli ölçüde daha fazla etkilendiği gösterilmiştir (Jazaeri et al., 2001; 

Collins et al., 2009; Šmuc ve Rižner, 2009; Gul et al., 2010). 
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BÖLÜM 3: GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Araştırmanın Tipi 

Araştırmamız deneysel bir çalışmadır.  

 

3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı 

Araştırmamız İzmir Ekonomi Üniversitesi, Tıp Fakültesi laboratuvarlarında 

yapılmıştır.  

 

Araştırmaya Eylül 2020 tarihinde literatür taraması ile başlanmış olup, araştırma 

proje materyalleri Nisan 2021 tarihinde tamamlanmıştır. Nisan 2021-Haziran 2021 

tarihleri arasında deney grupları oluşturularak elde edilen örneklerden ELISA ve RT-

PCR analizleri yapılmıştır. Toplanan verilerin değerlendirilmesi 01-16 Temmuz 2021 

tarihleri arasında gerçekleştirilmiştir. 

 

3.3. Araştırmanın Evreni ve Örneklemi 

Araştırmamız herhangi bir bölge ile sınırlandırılmamış evrensel bir çalışmadır. 

 

Örneklem seçiminde aşağıdaki kriterler dikkate alınmıştır. 

 

Çalışmaya dahil edilme kriterleri: 

• Kültürdeki hücrelerin morfolojisinde herhangi bozukluk olmaması 

• Kültürdeki hücrelerin ikiye katlama sürelerine uygun olarak çoğalmaları 

 

Çalışmadan dışlanma kriterleri: 

• Kültürde kontaminasyon riski olması  

• ELISA analizleri için protein konsantrasyonunun belirlenen standart 

aralığına dahil olmaması 

• RT-PCR analizleri için izole edilen RNA’nın konsantrasyonlarının 

düşük çıkması 
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3.4. Araştırmanın Sınırlılıkları 

Araştırma bulguları Ishikawa hücrelerinin E2 (17β-östradiol) ve P4 

(progesteron) hormonlarının belirlenen konsantrasyonları ile muamelesi ve erken 

dönem galektin ekspresyonunun analizi ile sınırlıdır. 

 

3.5. Çalışma Materyali ve Yöntem 

 

3.5.1. Gereçler  

Araştırmada kullanılan cihazlar, araçlar ve malzemeler aşağıdaki tablolarda 

gösterilmiştir (Tablo 2. Ve Tablo 3.). 

 

Tablo 2. Kullanılan cihazlar 

 

Cihaz Adı Marka, Katalog No Kullanım Amacı 

Orbital Çalkalayıcı Stuart, #S1500 ELISA inkübasyonlarının 

gerçekleştirilmesi 

Gerçek Zamanlı 

Polimeraz Zincir 

Reaksiyonu Cihazı 

Biorad, #CFXConnect qRT-PCR deneylerinin 

yürütülmesi 

Plaka Okuyucu 

Spektrofotometre 

Thermo Fischer, 

#Multiskan 

ELISA yöntemi 

absorbans ölçümü 

Inverted Mikroskop Olympus, #CKX53SE Hücre Kültürü 

deneylerinin 

gerçekleştirilmesi 

PCR Cihazı (Thermal 

Cycler) 

Applied Biosystems,  

#Veriti 9902 

cDNA sentezinin 

gerçekleştirilmesi 

Vorteks Daihan Scientific, #VM-

10 

Kimyasal ve hücre 

örneklerinin karıştırılması 
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Tablo 2. Kullanılan cihazlar (Ön sayfadan devam) 

 

Elektrikli Pipet Pompası Isolab, #010.01.005 Hücre Kültürü 

deneylerinin 

gerçekleştirilmesi 

Çok kanallı pipet Brand, #Transferpette 12 ELISA yöntemi 

kuyucukların yıkama 

işlemleri 

Santrifüj Hettich, #Rotina 380R Hücre kültürü deneyleri 

ve örneklerinin eldesi 

Su Banyosu Mipro, #MCS30 Hücre kültürü deneyleri 

Etüv Binder, #16-03170 Sterilizasyon sonrası 

kurutma işlemleri 

Otoklav Hirayama, #HV-85L Sterilizasyon 

Buz Cihazı Scotsman, #AF80 RNA izolasyonu ve 

cDNA sentezi 

deneylerinde örneklerin 

saklanması 

Distile Su Cihazı GFL, #2104 ELISA materyallerinin 

hazırlanması amacıyla 

distile su eldesi 

Hassas Terazi Bel Engineering, 

#M214Ai 

Kimyasal tartımı 

-86C Ultra Derin 

Dondurucu 

Thermo Scientific, 

#88400V 

Örneklerin ve dondurulan 

hücrelerin saklanması 

Sıvı Azot Tankı Thermo Scientific, 

#CY50935-70 

Dondurulan hücrelerin 

saklanması 
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Tablo 3. Kullanılan sarf malzemeleri (kimyasallar, kitler vb) 

 

Malzeme Adı Marka, Katalog No Kullanım Amacı  

Ishikawa İnsan 

Endometriyal 

Adenokarsinom Hücre 

Hattı 

Sigma, #99040201 Deney gruplarının 

oluşturulup yanıtların 

incelenmesi 

 Östradiol Sigma Aldrich, # E2758  ücre kültürü model 

oluşturulması 

Progesteron Sigma Aldrich, #P8783-15 Hücre kültürü model 

oluşturulması 

DMEM Gibco, #41966029 Hücre kültürü için 

besiyeri 

FBS Hyclone, 

#SV30160.03.H1 

Kültür besiyerine eklenen 

serum 

Penisilin-Streptomisin Hyclone, #SV30010 Kültürde 

kontaminasyonun 

önlenmesi 

Tripsin-EDTA Wisent, #325-043EL Pasajlama sırasında 

hücrelerin kaplardan 

kaldırılması 

Phenol red free DMEM Gibco/21063029 Fenol-kırmızı içermeyen 

besiyeri 

PBS  Diagnovum, #D402-

500ML 

Hücrelerin yıkanması  

DMSO Biobasic, #D0231 Hücre dondurulması  

Tripan Mavisi Biological Industries, #03-

102-1B 

Hücre sayımı ve canlılık 

tayini 
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Tablo 3. Kullanılan sarf malzemeleri (kimyasallar, kitler vb) (ön sayfadan devam) 

 

GAL-1 ELISA Kiti Bioassay Technology 

Laboratory (BT Lab), 

#E1951Hu  

GAL-1 protein analizi 

GAL-3 ELISA Kiti Bioassay Technology 

Laboratory (BT Lab), 

#E2989Hu 

GAL-3 protein analizi 

RNA İzolasyon Kiti Biobasic, #EZ-10 Hücre örneklerinden 

RNA eldesi 

cDNA Sentez Kiti ABM, #G236 Hücre örneklerinden 

cDNA eldesi 

PCR MasterMix Biorad, #SMX200 qRT-PCR reaksiyonunun 

gerçekleştirilmesi 

BCA Protein Tayin Kiti Biobasic, #SK3021 Örneklerde total protein 

konsantrasyonun tayini 

MTT Kit ABP Biosciences, #A015 Hücre Canlılığı Tayini 

Primerler Biobasic, #HPLC100 qRT-PCR reaksiyonunun 

gerçekleştirilmesi 
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3.5.2. Hücre Kültürü Çalışmaları  

 

Çalışmamızda donmuş olarak temin edilmiş hücrelerden araştırma ve üretim 

amacıyla yeni kültürler hazırlanmıştır.  

 

Kullanılan örnekler ve solüsyonlar: 

 

➢ Ishikawa İnsan Endometriyal Adenokarsinom Hücre Hattı Prof. Dr. Sevinç 

İnan’ın hediyesi (pasaj #2) 

 

➢ Besiyeri  

1. %10 v/v FBS (Fetal Sığır Serumu), %1 v/v Pen-Strep (100 U penicillin/0.1 

mg/mL streptomycin) eklenmiş Fenol-kırmızısı içeren 500ml DMEM besiyeri  

2. Hormon deneyleri için kullanılan serum ve Fenol-kırmızısı içermeyen, %1 

Pen-Strep eklenmiş DMEM besiyeri  

 

3.5.2.1. Ishikawa Hücreleri 

İnsan endometriyal adenokarsinom hücre hattı Ishikawa hücreleri, glandüler ve 

luminal epitel özelliklerini göstermektedir. Ishikawa hücrelerinin, normal 

endometriyumda bulunan birçok enzim, protein, steroidlerin yanı sıra östrojen ve 

progesteron reseptörlerini eksprese etmesi endometriyal endokrin çalışmalar için yaygın 

olarak kullanılmaktadır (Seval et al., 2006; Vergetaki et al., 2014). Çalışmamızda 

kullanılan Ishikawa hücre hattı Prof. Dr. Sevinç İnan tarafından hediye edilmiştir (Pasaj 

#2). 

 

Ishikawa hücreleri %10 FBS ve %1 penisilin-streptomisin içeren Dulbecco’nun 

modifiye Eagle besiyerinde (DMEM) -37 ˚C’de; %5 CO2 koşullarına sahip inkübatörde 

çoğaltıldı. Hücre konfluensinin %70-80’e ulaşmasının ardından hormon uygulamaları 

için 6-kuyucuklu plakalara ekilerek hormon inkübasyonu için gerekli gruplar 

oluşturuldu. Hücre besiyeri hormon uygulama protokolünden 24 saat önce fenol-

kırmızısı ve serum içermeyen DMEM ile değiştirildi.  
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3.5.2.2. Hücre çözdürme 

Çalışmamızda donmuş olarak temin edilmiş hücrelerden araştırma ve üretim 

amacıyla yeni kültürler hazırlandı ve eş zamanlı olarak, özellikle erken pasajlardan 

hücreler donduruldu.  

 

Hücre Çözdürme Protokolü  

➢ Hücreler donmuş halde teminlerinin ardından çözdürülmelerine kadar  

geçen sürede -80°C’de derin dondurucuda saklanır. 

➢ Dondurulmuş hücreleri içeren kriyotüp 37°C’deki su banyosunda  

kapak kısmından tutularak hızlıca çözdürülür (yaklaşık 1-2 dk).  

➢ Tamamen çözünmüş hücre kriyotüpü alkol ile silindikten sonra laminer  

hava akışlı kabin içerisine alınır. 

➢ Hücreler kriyotüp içerisinden alınarak 5 ml besiyeri içeren santrifüj  

tüpüne aktarılır.  

➢ Hücreler 1000 rpm’ de 10 dk santrifüj edilmiş ve süpernatant  

uzaklaştırılır.  

➢ Tüpün içine 3 ml taze besiyeri eklenerek pipetaj ile karıştırılır.  

Ardından hücreler T25 kültür flaskı içine ekilir.  

➢ Kültür kabı üzerine hücrenin adı, açılma tarihi ve dondurulduğu 

tarihteki pasaj sayısı yazılarak hücreler 37°C, %5 karbondioksit içeren 

inkübatöre kaldırılır. 

 

3.5.2.3. Hücre pasajlama 

Tek tabakalı kültürlerde pasajlama işlemi için, hücrelerin kültür kabı yüzeyinden 

ve birbirlerinden ayrılmaları gerekir. Bu da çalkalama veya bir hücre kazıyıcı ile 

mekanik olarak, veya enzimatik ve kimyasal işlemlerle mümkündür. Çalışmamızda 

hücreleri kültür kabından kaldırmak ve ayırmak için tripsin-EDTA kullanılmıştır. 

 

Hücre Pasajlama Protokolü 

➢ Hücreler %70-80 konfluent olunca besiyeri uzaklaştırılır 

➢ Kültür kabının hacmine uygun tripsin eklenir (T-25 flasklara 3ml, T-75  

flasklara 6ml, 6-kuyucuklu plakalara 1ml).  
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➢ Ardından kültür kabı inkübatöre yerleştirilir. Tripsinle yaklaşık 6-8 dk 

muamele edildikten sonra kültür kabından tamamen ayrılan Ishikawa 

hücrelerinin üzerine tripsin hacmi kadar besiyeri eklenerek tripsin 

inaktive edilir ve hücre süspansiyonu santrifüj tüplerine aktarılır. 

➢ Hücreler 5 dakika boyunca oda ısısında1600 RPM de çöktürülür. 

➢ Çöken hücrelerin üzerindeki süpernatant atılır ve hücreler önce 2ml 

besi yeri ile, ardından ihtiyaca ve tahmini hücre sayısına göre 5ml ya 

da 10ml besiyerine tamamlayacak kadar besi yeri ile yukarı-aşağı 

pipetlenerek resüspansiye edilir. 

➢ Hücreler tripan mavisi ile ¼ oranında dilüe edilerek neubauer lamına 

aktarılır ve sayılır. Hücre konsantrasyonu ve pasajlanacak kapların 

boyutları göz önüne alınarak kültür kaplarına ekilir. 

 

3.5.2.4. Hücre dondurma 

Çalışmamızda kriyoprotektan olarak DMSO kullanılmış ve hücreler metabolik 

aktivitenin yavaşlaması amacıyla -79ºC’ nin altındaki sıcaklıklara sahip ultra derin 

dondurucularda dondurulmuştur. 

 

Hücre Dondurma Protokolü 

➢ Hücre kültür flasklarında ekili, %70-80 konfluense ulaşan hücreler 

yaklaşık 6-8 dakika boyunca tripsin ile muamele edilir. 

➢ Tripsinizasyonun ardından hücrelere taze besiyeri eklenerek tripsin 

inaktive edilir.  

➢ Hücreler 5 dakika boyunca 1600 RPM de santrifüj edilerek çöktürülür.  

➢ Santrifüj sonrası süpernatant uzaklaştırılır, ardından elde edilen hücre 

pelleti üzerine dondurma ortamı (%95 FBS+%5DMSO) eklenerek 

resüspanse edilir. Bu aşamada hücreler sayılarak stok 

konsantrasyonları belirlenir.  

➢ Elde edilen hücre süspansiyonu kriyotüplere aktarılır.  

➢ Tüplerin üstüne hücrenin adı, dondurulma tarihi ve dondurulduğu 

tarihteki pasaj sayısı yazılır. -20 ˚C’de 2 saat muhafaza edilerek yavaş 

dondurma işlemi gerçekleştirilir. 

➢ Ardından hücreler -86˚C’de saklanır  
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3.5.2.5. Hücre sayımı ve canlılık tayini  

Hücrelerin boyanarak incelenmesi, hücre morfolojisini gözlemlemek ve 

hücreleri tanımlayabilmek için kullanılan en kolay ve en direkt tekniklerdendir. 

  

Canlılık tayininde veya hücre sayımında membran bütünlüğünün korunması 

esasına göre ölü hücreler boya alırlar. Çalışmamızda hücre kültürü deneylerinde tripan 

mavisi boyası kullanılarak hücre morfolojisi ve canlılığı takip edildi.  

 

Tripan mavisi boyası ile mavi boyanarak gözlemlenen hücreler canlılığını 

yitirmiş hücre olarak değerlendirildi. Canlı hücreler ise parlak sarı renkte ayırt edildi. 

 

Hücre Sayımı Protokolü 

➢ Hücre süspansiyonu 1500 RPM’ de 5 dakika santrifüj edilir ve 

süpernatant uzaklaştırılır. 

➢ Hücre pelleti 5 ml besiyeri ile resüspanse edilir.  

➢ Hücre süspansiyonu 1:4 oranında tripan mavisi boyası ile seyreltilerek 

hücre sayımı için gerekli hücre süspansiyonu oluşturulur.  

➢ Elde edilen hücre süspansiyonu içerisinden 10 µL örnek neubauer 

lamına aktarılarak inverted mikroskop yardımı ile 100X büyütmede 1 mm2’lik 4 

farklı alandaki canlı hücre sayısı belirlenir. Küçük karelerin üst ve sağ 

taraflarındaki kare çizgilerinde bulunan hücreler sayıma dahil edilir.  

➢ Canlı hücrelerin mililitredeki toplam sayısının hesaplanması için 

aşağıda belirtilen formül kullanılır; 

 

hücre/ml=tüm karelerde sayılan hücrelerin ortalaması x dilüsyon faktörü x 104  

 

Total hücre sayısı= hücre/ml x örneğin alındığı hücre süspansiyonunun hacmi 
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Hücre ekimi ve kültürü 

Hücreler boyanarak sayıldıktan sonra hücre kültür kaplarının hacmine uygun 

sayıda hücre ekilmesi gerçekleştirilir. Üzerine kültür kaplarının boyutuna göre yeterli 

miktarda besiyeri eklenir (Tablo 4.). Kültür kapları uygun şekilde etiketlenir ve 

inkübatöre kaldırılır. Bu aşamadan sonra hücrelerin tutunup tutunmadığı kontrol edilir 

ve hücre kabının yüzey alanının %70-80’i hücrelerle kaplanana kadar (%70-80 

konfluent) 2 günde bir besi yeri tazesiyle değiştirilir.  

 

Tablo 4. Hücre ekimi  

 

Kültür Kabı 
Hücre 

sayısı  
Besiyeri (ml) 

96-kuyucuklu plaka 0.01x106 0.1-0.2 ml 

6-kuyucuklu plaka  0.4x106 1-3 ml 

T-25 flask  0.7x106 3-5 ml 

T-75 flask  2.1x106 8-15 ml 

 

 

3.5.3. Deney Grupları ve Hormon Uyglamaları 

Hormonların hazırlanması 

Östrojen ve Progesteronun belirlenen konsantrasyonlarının hazırlanması için 

Östrojen (E2) ve Progesteron (P4) hassas terazi ile tartıldı ve absolut etanol 

içerisinde10-2 mol/L stok solüsyonları hazırlandı. Daha sonra bu stok solüsyonlar yine 

etanol ile dilüe edilerek 10-7- 10-10 mol/L aralığındaki hormon solüsyonları hazırlandı. 

 

MTT Analizi 

Doz çalışmalarından önce MTT analiz yöntemi kullanılarak hücreler E2 (10 -10; 

10 -9; 10 -8 mol/L) ve P4’ün (10-9; 10-8; 10-7mol/L) farklı konsantrasyonları ile 24 saat 

inkübe edildi ve bu konsantrasyonların hücre canlılığı üzerine etkileri değerlendirildi.  
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Hormon Uygulama Protokolü 

Ishikawa hücreleri 2 ml besiyeri içinde, 6-kuyucuklu kültür plakalarına (0,4x106 

hücre/kuyucuk) %10 FBS içeren besiyeri içerisinde ekildi. Ekim sonrasında 24 saat 

yüzeye tutunmaları ve %70 konfluens elde edilmek amaçlı uygun koşullarda 

sürdürüldü. Hormon uygulaması öncesinde hücreler, fenol-kırmızısının östrojenik 

etkilerinden arındırılmaları için FBS ve fenol-kırmızısı içermeyen DMEM içinde 24 

saat inkübe edildi. Hormon uygulaması sırasında hücreler serum ve fenol-kırmızısı 

içermeyen DMEM içinde kültüre edildi.  

 

Hormon uygulaması çalışmalarının ilki doza-bağlı bir çalışma olup, hücreler 

17β-östradiolün farklı dozları ile [(E2), 10 -10 -10 -9 -10 -8 mol/L] ve progesteronun 

farklı dozları [(P4) ,10-9-10-8-10-7mol/L] ile tek başına 24 saat muamele edildi. 

Uygulama sonrası hücrelerden Gal-1 ve Gal-3 RT-PCR analizi için mRNA ve protein 

analizleri için hücre kültür süpernatantı elde edildi. Kontrol grubu olarak E2 ve P4 

hormonlarının çözgeni (etil alkol), hormon uygulamaları ile aynı hacimde kullanıldı. 

 

Hormon uygulaması çalışmalarının ikincisi zamana-bağlı bir çalışma olup 

literatürde Ishikawa hücrelerinde fonksiyonel çalışmalarda kullanılan ve fizyolojik 

dozlara en yakın eş değerlilikteki E2 ve P4 konsantrasyonları (E2 için 10 -8 mol/L ve 

P4 için 10-7mol/L) seçilerek zamana-bağlı çalışmalara başlandı  (Seval et al., 2006; 

Yang et al., 2011, 2012, 2016). 6-kuyucuklu kültür plakalarında, kontrol (çözgen) E2 

(10 -8 mol/L), P4 (10 -7 mol/L) ve E2+P4 (10 -8 mol/L + 10 -7 mol/L) grupları 

oluşturularak hücreler 8, 24 ve 48 saat boyunca inkübe edildi. Uygulama sonrası 

hücrelerden Gal-1 ve Gal-3 RT-PCR analizi için mRNA (8 ve 24 saatlik gruplardan) 

ve protein analizleri için hücre kültür süpernatantı (24 ve 48 saatlik gruplardan) elde 

edildi.  

 

3.5.4. Bisinkoninik Asit (BCA) Analizi  

Hücre kültür süpernatantlarındaki total protein tayini için ticari bir kolorimetrik 

kit kullanıldı. Standartlar stok çözeltiden uygun dilüsyonlar ile hazırlandı (25-500 

μg/ml). Tüm standart ve örnekler distile su ile 4 kat seyreltilerek 96-kuyucuklu plaka 

içine 25 µl pipetlendi. Çalışma reaktif solüsyonunun kit kılavuzunda belirtilen 50:1 

oranında sırası ile Reaktif A ve Reaktif B karıştırılarak hazırlandı. Tüm standart ve 
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örneklere 200 µl çalışma reaktifi eklenerek 37⁰C’de 30 dakika inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrasında spektrofotometre cihazı ile 562 nm’de absorbansları ölçüldü. 

Absorbans değerleri kullanılarak standart grafik oluşturuldu ve tüm örneklerdeki total 

protein miktarı belirlendi. Elde edilen en düşük total protein konsantrasyonuna göre 

(1226µg/ml) tüm örneklerin total protein konsantrasyonu ELISA analizleri öncesinde 

eşitlendi.  

 

3.5.5. MTTAnalizi 

Ishikawa hücreleri, 100µl besiyeri içinde 96 kuyucuklu plakalara 

(0.01x106/kuyucuk) ekildi. Hücrelerin yüzeye tutunmalarının ardından 24 saat 

boyunca çeşitli konsantrasyonlarda östradiol ve progesteron ile inkübe edildi. 

İnkübasyon periyodunun sonunda her bir kuyucuğa 10µl, 5mg/ml 3-(4, 5-

dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolyum bromür solüsyonu eklenerek hücreler 37 ̊ C; 

%5 CO2 inkübatöre yerleştirildi. MTT solüsyonunun eklenmesini takiben üç saat sonra 

canlı hücrelerde oluşan koyu mavi formazan kristallerini çözmek için 100 µl deterjan 

solüsyonu eklendi ve gece boyu 37 ˚C; %5 CO2 inkübatörüne yerleştirildi. İnkübasyon 

süresinin sonunda spektrofotometre cihazı ile 562 nm’de absorbans ölçümü yapıldı. 

 

3.5.6. RT-PCR 

 

Total RNA İzolasyonu  

1. Hücrelerin elde edilmesi 

a) RNA izolasyonu öncesinde Ishikawa hücreleri 6-kuyucuklu kültür 

plakalarının her bir kuyucuğuna 400.000 hücre olacak şekilde ekildi ve deney 

gruplarına uygun doz ve sürelerde hormon inkübasyonu gerçekleştirildi. 

 

b) Hormon inkübasyon protokolü sonrasında besiyeri uzaklaştırılarak hücreler 

PBS (3ml) ile yıkandı. Ardından PBS uzaklaştırılarak hücrelere %0.1-0.25 tripsin-

EDTA eklendi. Tripsinizasyon sonrasında hücrelere serum içeren besiyeri (tripsini 

inaktive etmek için) eklendi ve hücreler bir santrifüj tüpüne aktarılarak 1500 rpm'de 5 

dakika santrifüj edildi.   
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2. RLT solüsyonu ile hücre lizisi 

a) Santrifüj sonrasında süpernatant uzaklaştırıldı ve pellet halindeki hücreler 

buza alınarak üzerlerine 350 µl RLT solüsyonu eklenerek hücre lizisi gerçekleştirildi. 

b) Ardından hücreler 1 dakika boyunca 5.000 rpm'de (6.000 x g) santrifüj edildi.  

c) Hücre lizatı 5 kez steril enjektörden (20-G, D=0.9mm) geçirilerek homojenize 

edildi. 

d) Homojenize lizata 350 µl, %70 etanol eklendi ve aşağı-yukarı pipetlenerek 

karıştırıldı. 

 

3. RNA izolasyonu 

a) %70 etanol içindeki hücre lizatı 2.0 ml'lik kolonlara aktarıldı ve 1 dakika, 

8.000 rpm'de (6.000 x g) santrifüj edildi. 

b) Kolonların alt kısmına geçen sıvı uzaklaştırıldı. Ardından kolonlara 500 µl 

RW solüsyonu eklendi ve 10.000 rpm'de (8.000 x g) 1 dakika santrifüj edildi. 

c) Kolonların alt kısmına geçen sıvı uzaklaştırıldı. Ardından kolonlara 500 µl 

RPE Solüsyonu eklenip, 10.000 rpm'de (8.000 x g) 1 dakika santrifüj edildi. RPE 

solüsyonunun tamamının uzaklaştırılması için santrifüj aşaması ikinci kez tekrarlandı.  

d) Kolonların alt kısmına geçen sıvı uzaklaştırıldı. Kolonlar RNaz içermeyen 1,5 

ml'lik mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı. Kolonlara 40µl RNaz içermeyen su eklenerek 

buz üstünde 2 dakika inkübe edildi. Ardından 1 dakika boyunca 10.000 rpm'de (8.000 

x g) santrifüj edildi. Elde edilen RNA örnekleri cDNA sentezleme aşamasına kadar -

86℃’de muhafaza edildi. 

 

4. Elde edilen RNA konsantrasyonlarının tayini 

Konsantrasyon tayini 1µl RNA kullanılarak 260nm’de absorbans ölçümü ile 

gerçekleştirildi. RNA’ların saflık derecesi 260/230’de absorbans ölçümü ile belirlendi 

ve kullanılan örneklerde bu oranın ~1,8 ve üzeri olmasına özen gösterildi. cDNA 

sentezi esnasında her bir örnek için 1µg RNA kullanıldı.  
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cDNA sentezi  

cDNA sentez kitinin içerisindeki tüm kimyasallar kullanım öncesinde 

çözünerek buza yerleştirildi.  

 

1. cDNA sentezi için 4 µl RT Tamponu (5X), 1 µl dNTP, 1 µl Oligo(dT), 

1 µl RTase ve 1 µg’a karşılık gelecek RNA miktarı PCR tüpleri içerisinde karıştırılarak 

reaksiyon hacmi, nükleaz-içermeyen su ile birlikte 20 µl’ye tamamlandı. 

2. Elde edilen karışım termal döngü cihazına yerleştirilerek 50°C'de 50 

dakika reaksiyon gerçekleştirildi. 

3. Reaksiyon 85°C'de 5 dakika ısıtarak durduruldu. Elde edilen cDNA buz 

üzerinde soğutularak RT-PCR reaksiyonunda kullanımına kadar -20°C'de muhafaza 

edildi.  
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RT-PCR (Real-Time PCR; Gerçek-zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu) 

Analizi 

RT-PCR analizi için kullanılan tüm malzeler ve örnekler kullanım öncesinde 

çözünerek buza yerleştirildi. 96-kuyucuklu PCR plakasına 10 µl- 2X MasterMix, 

0.5µl- cDNA, 1.0µl- ilgili genin Forward-Reverse primer karışımı eklenerek reaksiyon 

hacmi steril su ile 20 µl’ye tamamlandı. 96-kuyucuklu PCR plakasının üstü uygun 

şekilde kapatılarak gerçek zamanlı PCR cihazına yerleştirildi. Reaksiyon basamakları; 

95⁰C’de 3dk dakika polimeraz aktivasyonu/denatürasyon; 95⁰C’de 10 saniye, 

amplifikasyon aşamasında Gal-1 için 54⁰C’de 45 saniye, GAPDH için 51⁰C’de 45 

saniye, Gal-3 için 58⁰C’de 45 saniye (40 döngü) ve son olarak dissosiyasyon 

aşamasında 55⁰C’ den başlayarak 5 saniyede 0,5⁰C’lik artışlarla 95⁰C’ye yükseliş 

şeklindedir. Endojen kontrol olarak GAPDH kullanıldı ve hedef genlerin elde edilen 

değerleri ile gen ekspresyonu 2-ΔΔCT değişimi yöntemi ile hesaplandı (Livak ve 

Schmittgen, 2001). Galektin 1 ve Galektin 3 genlerinin forward ve reverse primer 

dizileri ilgili tabloda yer almaktadır (Tablo 5.). 

 

Tablo 5. Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu için ilgili genlerin 

forward ve reverse primer dizileri 

 

Hedef Gen Forward Sekans (5’→3’) Reverse Sekans (5’→3’) 

GAL-1 5’-TCTTCTGACTGCTGGTGGAG-3’ 5′-CCCGAACTTTGAGACATTCC-3’ 

GAL-3 5′-GCGGAAAATGGCAGACAATT-3′ 5′-CTTGAGGGTTTGGGTTTCCA-3′ 

GAPDH 5′-ACCCACTCCTCCACCTTTGAC-3′ 5′-CATACCAGGAAATGAGCTTGACAA-3’ 
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3.5.7. ELISA 

 

Hormon inkübasyonu sonrasında hücre kültür süpernatantının eldesi 

E2 ve P4 uygulanmasından sonra hücrelerin besiyerine (kültür süpernatantları) 

salgıladıkları galektinlerin miktarının ölçülebilmesi amacıyla doza-bağlı ve zamana-

bağlı çalışmalarımızdaki her bir deney grubundan kültür süpernatantları toplanarak 

yaklaşık 20 dakika boyunca 2000 RPM’de santrifüjlendi. Santrifüj ardından hücre 

süpernatantı bölünerek steril mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı ve ELISA analizlerine 

kadar -20 ˚C’de muhafaza edildi. ELISA deneyleri için önce optimizasyon çalışmaları 

yapılarak, kültür süpernatantlarının galektin değerlerinin standard eğri içinde yer 

alması için örnekler steril PBS (pH 7.2-7.4) ile 1/10000 oranında seyreltildi. Galektin- 

1 ve 3 analizleri için aynı dilüsyon katsayısı ve protokol uygulandı.  

 

ELISA analizi ön hazırlıkları 

Gal-1 ve Gal-3 ELISA analizleri için kullanılan kitler içerisindeki solüsyonlar 

kullanıma hazır olarak tedarik edildi. Kit protokolü öncesinde yalnızca yıkama 

tamponu (25X) aşağıda belirtildiği şekilde seyreltildi. 

 

Yıkama tamponunun (1X) hazırlanması: 500 ml, 1x yıkama tamponu elde etmek 

için 20 ml yıkama tamponu konsantresi 25 kat distile su ile seyreltildi.  

 

ELISA Test Prosedürü 

1. Kite ait tüm reaktifler, standart solüsyonları ve numuneler kitin kullanma 

talimatlarına göre hazırlandı. Kullanmadan önce kit içerisindeki tüm kimyasallar oda 

sıcaklığına getirildi. 

2. ELISA analizi için gereken antikor kaplı kuyucuk sayısı analiz öncesinde 

belirlendi ve kalan kuyucuklar 2-8°C'de saklandı. 

3. Her bir kuyucuğa 50μl standart çözelti eklendi. Standart solüsyonları 

biyotinlenmiş antikor içerdiğinden, standart içeren kuyucuklara antikor eklenmedi. 

4. Her bir kuyucuğa 40μl örnek, ardından 10μl anti-Galectin-1 veya -3 antikoru 

eklendi.  

5. Tüm standart ve örneklere 50μl streptavidin-HRP eklendi. Ardından 

kuyucukları içeren plaka bir film ile örtülerek 37°C'de 60 dakika inkübe edildi. 
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6. İnkübasyon süresinin sonunda kuyucuklar 5 kez (her bir yıkama 30 saniye ila 

1 dakika süre ile) 350 μl yıkama tamponu (1X) ile yıkandı. Yıkama sonunda 

kuyucukların içerisindeki sıvı, kuyucukları içeren plaka kağıt havluya ters çevirilerek 

uzaklaştırıldı.  

7. Her kuyucuğa sırasıyla 50μl substrat solüsyonu A ve B karanlık ortamda 

eklenerek 37°C'de 5 dakika inkübe edildi ve mavi renk oluşumu gözlemlendi. 

8. İnkübasyon sonunda her kuyucuğa 50μl stop solüsyonu eklenerek reaksiyon 

durduruldu. 

9. Stop solüsyonu eklenmesinin ardından absorbans değerleri 450 nm 

mikroplaka okuyucu ile ölçüldü.  
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3.6.  Çalışma Planı ve Araştırma Takvimi 

Çalışma planı ve araştırma takvimi aşağıda gösterilmiştir. 

 

Şekil 2. Çalışma Planı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

RT-PCR 
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Verilerin toplanması 

Değerlendirme 

 
 

Hücre Ekimi 

ve  

Grupların Oluşturulması 

Doza-bağlı gruplar: 

E2 (10-10 -10-9-10-8 mol/L) 

P4 (10-9-10-8-10-7mol/L) 

Hormonlarla 24 saat inkübasyon 

Zamana-bağlı gruplar 

E2 (10-8 mol/L),  

P4 (10-7mol/L)  

E2 (10-8 mol/L)+ P4 (10-7mol/L)  

Hormonlarla 8, 24, 48 saat 

inkübasyon 

- RT-PCR için hücrelerden 

RNA izolasyonu  

- ELISA için hücre kültürü 

süpernatantlarının toplanması 
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Tablo 6. Araştırma Takvimi 

 

 

 

3.7. Verilerin Değerlendirilmesi 

İstatistiksel analizler 

Gruplar arasındaki parametrik değerlerin karşılaştırılması için varyans analizi 

(ANOVA) ve post hoc Tukey testi uygulandı. İstatistiksel analiz için GraphPad 

(GraphPad Prism 5, La Jolla, USA) programı kullanıldı. Çalışmadaki tüm değerler, 

ortalama ± standart hata olarak ifade edilmiş ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edildi. 

  



  

45 

BÖLÜM 4: BULGULAR 

 

Çalışmamızda iyi diferansiye endometriyal adenokarsinom hücre hattına 

östrojen ve progesteron verilmesi ile birlikte galektin-1 ve galektin-3’ün mRNA ve 

protein seviyelerinde bir değişiklik olup olmadığı RT-PCR ve ELISA yöntemleri 

kullanılarak incelenmiştir.  

 

4.1. Hücre Kültürü Bulguları 

Ishikawa insan endometriyal adenokarsinom hücre hattı %10 Fötal Sığır Serumu 

(FBS) ve %1 Penisilin/Streptomisin içeren tam besiyeri içinde 37°C’de, %5 C02 ve 

%95 hava içeren nemli inkübatörde flasklar veya 6-kuyucuklu kültür plakalarında 

çoğaltıldı. 

 

İyi diferansiye ve Tip I EK olan bu hücreler inverted mikroskop altında 

değerlendirildiğinde, hücrelerin epitel benzeri, poligonal yapıda oldukları ve 

agregatlar yapmak suretiyle kültür kabına tutunarak çoğaldıkları izlendi (Şekil 2.).  

 

 

Şekil 3. Ishikawa Hücre Hatlarının İnverted Mikroskop Görüntüleri. a ve b: %80 

konfluent Ishikawa hücre hattı (20x), c: %80 konfluent Ishikawa hücre hattı (40x), d: 

%100 konfluent Ishikawa hücre hattı (10x)  
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4.2. RT-PCR bulguları  

Ishikawa hücrelerinin lizatlarında Gal-1 ve Gal-3 ekspresyonunun belirlenmesi 

için Real-time PCR yapıldı. Normalizasyon için houskeeping gen olan GAPDH 

kullanıldı. 

 

Doza-bağlı deney gruplarında hormon uygulamalarından 8 saat sonra RNA 

izole edilirken, zamana- bağlı çalışmalar için 24 saat sonra izole edildi. 

 

4.2.1. Doza-bağlı gruplarda Gal-1 Ekspresyonu 

Elde edilen verilere göre Ishikawa hücrelerine E2 uygulanması Gal-1 

ekspresyonunda anlamlı olmayan bir azalmaya neden olmuştur. Buna karşılık P4 

uygulanması her üç dozda da [10-9mol/L: 2.608±0.093; 10-8 mol/L: 5.04±0.222; 10-7 

mol/L: 3.126±0.275) kontrole göre Gal-1 ekspresyonunu anlamlı şekilde artırmıştır 

(*p<0.0001) (Şekil 3.).  

 

 

Şekil 4. Doza-bağlı gruplarda Gal-1 Ekspresyonu 
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4.2.2. Doza-bağlı gruplarda Gal-3 Ekspresyonu 

Elde edilen verilere göre Ishikawa hücrelerine E2 uygulanması Gal-3 

ekspresyonunda hafif ve anlamlı olmayan bir artışa neden olmuştur. Buna karşılık P4 

uygulanması Gal-1 mRNA düzeylerinde gözlenen anlamlı artıştan (Şekil 4.2.1.1.) 

farklı olarak kontrole göre anlamlı bir değişikliğe neden olmamıştır (Şekil 4.).   

 

 

Şekil 5. Doza-bağlı gruplarda Gal-3 Ekspresyonu  
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4.2.3. Zamana-bağlı gruplarda Gal-1 Ekspresyonu 

Elde edilen bulgulara göre Ishikawa hücrelerine E2 uygulanması (0.277±0.006) 

24 saat sonunda Gal-1 ekspresyonunda anlamlı bir azalmaya neden olmuştur 

(*p<0.0001). Buna karşılık P4 uygulanması (1.063±0.045) sonrası Gal-1 ekspresyonu 

yine 8 saatteki deneylerdeki anlamlı artışı göstermemiştir. İlginç olarak, P4 ile birlikte 

E2’nin hücrelere verilmesinin (0,17±0.011), P4’ün tek başına yarattığı etkiyi 

(1.063±0.045) anlamlı bir şekilde azalttığı görülmüştür (P4 vs E2; P4 vs E2+P4, 

ⴕp<0.0001) (Şekil 5.).  

 

 

Şekil 6. Zamana-bağlı gruplarda Gal-1 Ekspresyonu 
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4.2.4. Zamana-bağlı gruplarda Gal-3 Ekspresyonu 

Elde edilen bulgulara göre Ishikawa hücrelerine E2 uygulanması 8 saat süren 

deneylerdeki gibi Gal-3 ekspresyonunda anlamlı bir değişikliğe neden olmamıştır. 

Buna karşılık P4 uygulanması (1.622±0.044) sonrası Gal-3 ekspresyonu kontrole göre 

anlamlı bir şekilde artmıştır (*p<0.0001). İlginç olarak, P4 ile birlikte E2’nin hücrelere 

verilmesinin (0.685±0.049), P4’ün tek başına yarattığı etkiyi (1.622±0.044) anlamlı 

bir şekilde azalttığı görülmüştür (P4 vs E2+P4; P4 vs E2; ⴕp<0.0001) (Şekil 6.). 

 

 

Şekil 7. Zamana-bağlı gruplarda Gal-3 Ekspresyonu 
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4.3. ELISA bulguları  

Doza-bağlı gruplar için E2 ve P4 hormonlarının farklı konsantrasyonları ile 

hücreler 24 saat boyunca, zamana-bağlı gruplar için E2 ve P4’nin Ishikawa 

hücrelerinde etkinliği literatür ile belirlenmiş konsantrasyonları (E2: 10-8 mol/L ve 

P4:10-7 mol/L) ile hücreler 24 ve 48 saat boyunca inkübe edildi. Hücrelerin 

salgıladıkları proteinleri içeren kültür süpernatantında Gal-1 ve Gal-3’ün 

konsantrasyonlarının belirlenmesi için ELISA yöntemi kullanıldı. 

 

4.3.1.Doza-bağlı grupların Gal-1 ELISA bulguları  

ELISA verilerine göre, Ishikawa hücreleri bulundukları besiyerine Gal-1 

salgılamaktadır. Hem E2 hem de P4’ün değişen konsantrasyonlarına bağlı olarak Gal-

1 protein miktarında anlamlı bir değişiklik gözlenmedi. Hücrelerin besiyerine 

salgıladıkları Gal-1 miktarı E2’nin 10-8 mol/L (2.17x105±0.13x105 pg/ml) ve P4’ün 10-

9mol/L (2.67x105±0.43x105 pg/ml) konsantrasyonlarında kontrole 

(1.90x105±0.23x105 pg/ml) göre daha yüksekti ancak bu artış anlamlı bulunmadı 

(Şekil 7.).  

 

 

Şekil 8. Doza-bağlı grupların Gal-1 ELISA grafiği 
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4.3.2. Doza-bağlı grupların Gal-3 ELISA bulguları 

ELISA verilerine göre, Ishikawa hücreleri bulundukları besiyerine Gal-3 

salgılamaktadır. Hücrelerin besiyerine salgıladıkları Gal-3 miktarı Gal-1 miktarlarına 

göre daha yüksekti.  

 

E2 ile inkübe edilen hücrelerin kültür süpernatantlarında her ne kadar anlamlı 

bulunmasa da kontrole göre daha yüksek miktarda Gal-3 proteini tespit edildi. Gal-3 

protein miktarındaki bu artışın E2’nin artan konsantrasyonları ile ters orantılı olduğu 

izlendi. Özellikle E2’nin 10-10 mol/L konsantrasyonunun Gal-3 protein miktarında 

(5.36x106±0.16x106pg/ml) artışa neden olduğu, ancak bu artışın kontrole 

(2.87x106±0.38x106 pg/ml) göre anlamlı olmadığı izlendi (Şekil 8.). 

 

P4 ile inkübe edilen hücrelerin kültür süpernatantlarında da kontrole göre daha 

yüksek miktarda Gal-3 proteini tespit edildi. P4’ün her üç konsantrasyonu da [10-9 

mol/L: 6.62x106±0.01x106; 10-8mol/L: 5.96x106±0.07x106; 10-7mol/L: 

5.85x106±0.14x106 pg/ml) kontrole (2.87x106±0.38x106 pg/ml)göre anlamlı bir 

biçimde Gal-3 protein miktarını arttırdı (*p<0.05) (Şekil 8.).   

 

 

Şekil 9. Doza-bağlı grupların Gal-3 ELISA grafiği 
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4.3.3. Zamana-bağlı grupların Gal-1 ELISA bulguları  

Besiyerine salgılanan Gal-1 miktarı zamana bağlı olarak özellikle de progesteron 

hormonu (2.65x105±0.23x105 pg/ml) ile 48 saatlik inkübasyon ile kontrole 

(1.74x105±0.05x105 pg/ml) göre anlamlı bir artış göstermiştir (*p<0.05). 48 saatlik 

hormon inkübasyonu yapılan gruplarda, E2+P4 (1.86x105±0.10x105 pg/ml) kombine 

inkübasyonun sadece P4 (2.65x105±0.23x105 pg/ml) ile inkübasyona kıyasla Gal-1 

protein miktarını sadece E2 (1.68x105±0.19x105 pg/ml) ile yapılan inkübasyondan 

elde edilen protein miktarına yaklaşacak kadar anlamlı şekilde azalttığı saptanmıştır 

(P4 vs E2+P4; P4 vs E2; ⴕp<0.05) (Şekil 9.).  

 

 

Şekil 10. Zamana-bağlı grupların Gal-1 ELISA grafiği 
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4.3.4. Zamana-bağlı grupların Gal-3 ELISA bulguları 

Besiyerine salgılanan Gal-3 miktarı zamana bağlı olarak değişiklik göstermiştir. 

Bulgular hem 24. saatte (5,96x106±0.07x106 pg/ml) hem de 48. saatte 

(4.5x106±0.19x106 pg/ml) P4 ile muamele ardından hücre kültür süpernatantında Gal-

3 miktarının kontrole (24 saat Kontrol: 2.87x106±0.03x106 pg/ml; 48 saat Kontrol: 

3.31x106±0.32x106 pg/ml) göre anlamlı bir şekilde arttığını göstermektedir (*p<0.05). 

E2+P4 ile 24 saatlik inkübasyon (1,71x106±0.02x106 pg/ml) sadece P4 ile 24 saatlik 

inkübasyon (5,96x106±0.07x106 pg/ml) sonucu elde edilen Gal-3 protein miktarını 

anlamlı şekilde azaltmıştır (ⴕp<0.05). E2 ile inkübasyon Gal-3 miktarlarında her iki 

saat diliminde anlamlı olmayan bir artışa neden olurken, E2’nin P4 ile birlikte 48 

saatlik inkübasyonu Gal-3 miktarlarında yine bir düşüşe neden olmuştur ancak anlamlı 

bulunmamıştır (Şekil 10.).  

 

 

Şekil 11. Zamana-bağlı grupların Gal-3 ELISA grafiği 
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4.4. MTT bulguları  

Ishikawa hücreleri 17β-östradiolün farklı dozları ile [(E2), 10 -10 -10 -9 -10 -8 

mol/L] ve Progesteronun farklı konsantrasyonları [(P4) ,10-9-10-8-10-7 mol/L] ile tek 

başına 24 saat muamele edilmiş ve bu hormon konsantrasyonlarının hücre canlılığı 

üzerine etkilerinin incelenebilmesi için MTT assay kullanılmıştır. Elde edilen verilere 

göre hücre canlılığı E2’in ve P4’ün kullanılan konsantrasyonlarından olumsuz 

etkilenmemiştir (Şekil 11. ve 12.).  

 

 

Şekil 12. Östradiol ile inkübe edilen hücrelerde MTT analizi 

 

 

Şekil 13. Progesteron ile inkübe edilen hücrelerde MTT analizi  
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BÖLÜM 5: TARTIŞMA VE SONUÇLAR 

 

5.1. Tartışma 

Galektinlerin hücre ölümü, farklılaşması, adhezyonu, göçü ve sinyalizasyonu 

gibi birçok hücresel süreçte önemli rollere sahip olmaları nedeniyle galektinler üreme 

biyolojisi alanında da oldukça ilgi görmeye başlamışlardır (Dumic, Dabelic ve Flögel, 

2006). 

 

Galektinlerin farklı tiplerini normal endometriyum, overler ve plasentanın yanı 

sıra endometriyal kanserler, endometriozis, infertilite, düşükler ve pre-eklampside 

gösteren çalışmaların sayısı her geçen gün artmaktadır. 

 

İnsan endometriyumunda gal-1, 3, 4, 7, 9 ve 12 tespit edilmiştir. Bunlardan 

özellikle Gal-1 ve Gal-3 yüksek oranlarda bulunmuştur (von Wolff et al., 2005; 

Menkhorst et al., 2014). 

 

Normal endometriyumda menstrual döngü esnasında galektinlerin farklı 

eksprese edilmeleri, galektin ekspresyonunun cinsiyet hormonları ile 

düzenlenebileceğine işaret etmektedir. Çalışmamızda bu amaçla glandüler ve luminal 

epitel özelliklerini gösteren ve normal endometriyumda bulunan steroid reseptörlerini, 

enzimler ve proteinlerin birçoğunu eksprese eden Ishikawa hücre hattında östradiol ve 

progesteronun galektin-1 ve -3 ekspresyonu üzerine etkilerini incelemeyi amaçladık. 

Çalışmamız Ishikawa hücre hattında Gal-1 ve Gal-3’ün steroid hormonlarla 

düzenlenmesini ele alan ilk çalışmadır. 

 

Galektin-1 ve -3’ün menstrual döngü boyunca endometriyumdaki 

ekspresyonunu immunohistokimya ile gösteren çalışmalar Gal-1’in esasen 

endometriyal stromal hücrelerde, Gal-3’ün ise endometrial luminal ve glandüler 

epitelde eksprese olduğunu göstermiştir (von Wolff et al., 2005). Çalışmamızın ELISA 

bulgularına göre kontrol grubu Ishikawa hücrelerinden salgılanan Gal-3 miktarları 

kontrol grubu Gal-1 miktarlarından fazladır ve literatür ile uyumludur. Salgılanan Gal-

3 miktarının daha fazla olması kullandığımız hücre hattının luminal ve glandüler 
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epitelyal özellikte hücreler olması ve bu hücrelerde Gal-3 ekspresyonunun yüksek 

olmasıyla açıklanabilir. 

 

Gal-1 ve Gal-3 menstrual döngü boyunca farklı ekspresyon paternleri sergilerler. 

Hem Gal-1 hem de Gal-3 ekspresyonlarının geç sekretuvar evrede ve erken gebelik 

döneminde belirgin bir şekilde yükseldiği bildirilmiştir (Choe et al., 1997; von Wolff 

et al., 2005; Yang, Lei ve Zhang, 2012; Vergetaki et al., 2014; Yang et al., 2016). Geç 

sekretuvar evrenin östrojenden çok progesteronun egemen olduğu bir evre olduğu göz 

önüne alınırsa, Gal-1 ve Gal-3 ekspresyonunun progesteron ile artması beklenir. 

Nitekim çalışmamızın hipotezinin temelini oluşturan bu bulgu ile uyumlu olarak 

çalışmamızda, P4 ile 48 saat inkübasyon sonunda ELISA ile belirlenen Gal-1 protein 

miktarı kontrole göre anlamlı bir şekilde artmış bulunmuştur (p<0.05). Gerçek zamanlı 

PCR sonuçlarımıza göre Gal-1 ekspresyonu progesteronun tüm konsantrasyonlarında 

hem 8 saat hem de 24 saat inkübasyon sonunda anlamlı olarak artmıştır (p<0.0001). 

Benzer şekilde, ELISA ile belirlenen Gal-3 protein miktarı, hem P4’ün tüm 

konsantrasyonlarında, hem 24 saat hem de 48 saat inkübasyon sonunda anlamlı olarak 

artmıştır (p<0.05). Gerçek zamanlı PCR sonuçlarımıza göre Gal-3 ekspresyonu P4 ile 

24 saat inkübasyon sonunda anlamlı olarak artmıştır (p<0.0001).  

 

Ovariektomize edilmiş farelerle yapılan bir başka çalışmada östrojen ve 

progesteronun Gal-1 ekspresyonu üzerine etkileri araştırılmıştır (Choe et al., 1997). 

Çalışmada overleri çıkarılmış farelere tek bir 17β-östradiol (100 ng/fare), progesteron 

(1 mg/fare) enjeksiyonu veya ikisinin kombinasyonu enjekte edilmiş hayvanlar belirli 

zaman aralıklarından sonra sakrifiye edilmiş ve uterus dokularında Northern blotting 

yöntemi ile Gal-1 bakılmıştır. Bahsi geçen çalışmada 17 β -östradiol enjeksiyonundan 

6 saat gibi kısa bir süre sonra Gal-1 mRNA düzeylerinin arttığı ve 24. saatten itibaren 

azaldığı gösterilmiştir. Bizim çalışmamızda östradiol uygulanan grupta Gal-1 mRNA 

düzeyleri 8 ve 24. saatte anlamlı bir artış göstermemiş, aksine kontrollerden de düşük 

seyretmiştir. Bu farklılığın nedeni; fare dokuları ekstrakte edilerek yapılan çalışmada 

Gal-1 ekspresyonunun çoğunun Gal-1’in daha yoğun eksprese edildiği stromal 

hücrelerden kaynaklanması olabilir. Aynı çalışmada, Gal-1 mRNA  düzeylerinin 

hayvanlara progesteron enjeksiyonundan 6 saat sonra arttığı ve 12 saat sonra 

maksimum seviyelere ulaşarak, giderek azalmak koşuluyla  48 saate kadar yüksek 

seviyede kaldığı görülmüştür. Progesteron Gal-1’in glandüler ve luminal epitelyal 
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hücrelerde ekspresyonunu çok daha belirgin bir şekilde arttırdığı için, benzer bir artış 

paterni bizim çalışmamızda da P4 uygulanan gruplarda izlenmiştir. Progesteron ile 

östradiolün birlikte enjekte edildiği durumda Gal-1 mRNA düzeyinin, enjeksiyondan 

12 saat sonra arttığı, ardından aniden hızla azaldığı bildirilmiştir. In vivo koşullarda da 

E2+P4’ün Gal-1 mRNA düzeylerini azaltan etkisi, bizim çalışmamızın in vitro 

koşullarda elde ettiği bulgularla örtüşmektedir. Çalışmamız aynı zamanda Gal-1’in 

endometriyal hücrelerde hormonlarla düzenlendiğini gösteren ilk in vitro çalışmadır.  

 

Çalışmamızda P4’ün Gal-1 ve daha çok Gal-3 ekspresyonunda artışa neden olan 

etkisi, E2+P4 hücrelere birlikte verildiğinde her iki galektininin ekspresyonunu ve 

salgısını kontrol değerlerinin altına düşürmüştür. Bu sonuçlar, Gal-1 ve -3’ün 

progesterona östradiolden daha duyarlı olduğunu, östradiolün progesteron etkisini bir 

şekilde antagonize edebildiğine işaret etmektedir. Böyle bir etkinin altında yatan 

mekanizmaların aydınlatılması için daha fazla çalışmaya ihtiyaç vardır. Endometriyal 

epitelyal hücrelerin primer kültürlerinde Gal-3’ün hormonlarla düzenlenmesine bakan 

bir çalışmada çalışmamızla benzer olarak E2+P4 grubundaki Gal-3 ekspresyonunu, 

yalnız P4 grubundakinden anlamlı olarak daha düşük bulmuşlardır. Aynı çalışmanın 

sonuçlarına göre, normal endometriyal hücrelerde Gal-3’ün E2 ve P4 ile düzenlenmesi 

endometriyozisli kadınların ötopik endometriyal hücrelerinde görülmemiştir. (Yang et 

al., 2016).  

 

Gal-1’in hem insan endometriyumunda, hem de desiduada immünomodülatör 

rolü oynadığı görülmektedir (Smetana et al., 1999).  Gal-3 ve Gal-1 implantasyon 

penceresi sırasında yüksek oranda eksprese edilir (Lee et al., 1998). Her ikisinin 

ekspresyonundaki değişikliklerin implantasyon kayıplarına, endometriozis ve 

infertiliteye yol açabileceği bildirilmiştir (Jeschke et al., 2013). 

 

Başta östrojen ve progesteron olmak üzere steroidler, birçok biyolojik süreçte, 

özellikle de üreme dokularının gelişimi ve korunmasında önemli roller oynarlar. 

Endometriozis ile ilişkili infertilitenin anormal cinsiyet hormonu düzenlemeleri ile 

ilişkili olduğu bilinmektedir (Yang et al., 2012). Endometriyoziste endometriyal doku 

rahim boşluğu dışında bir alana lokalize olur ve de novo olarak östrojen salgılayıp 

hormonal düzensizliklere katkı sunar (Jeschke et al., 2013). Endometriyozisin kronik 

enflamatuar bir durum olması ve endometriyoziste hormonal dengenin bozulması 
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galektinlerin bu hastalığın patogenezinde rol oynayabileceğine işaret etmektedir. 

Literatürdeki çalışmaların birçoğu endometriyozis olgularında, proliferatif ve 

sekretuvar fazlarda normal endometriyuma kıyasla ötopik endometriyumda artmış 

Gal-1 ve -3 ekspresyonu bildirilmiştir (Noël et al., 2011; Vergetaki et al., 2014; Mattos 

et al., 2019). Yapılan araştırmalarda, Gal-3'ün endometriozisli kadınların hem ötopik 

hem de ektopik endometriyumlarında kontrollere kıyasla aşırı eksprese edildiği 

vurgulanmıştır (Noël et al., 2011). Bu sonuçlar, proinflamatuar moleküllerin üretimini 

tetiklediği (Jeon et al., 2010) ve immün hücre aktivasyonunu (Dragomir et al., 2012) 

teşvik ettiği gözlemlenen Gal-3 ile uyumludur.  Bu çalışmaların aksine, 

endometriyozisi olan kadınların ötopik endometriyumunda Gal-3 ekspresyonunun 

azaldığını bildiren çalışmalar da bulunmaktadır (Yang et al., 2016).  

 

Galektinlerin, immün gözetim (sürvelans), anjiyogenez, hücre migrasyonu, 

tümör hücresi adezyonu ve kemoterapiye hücresel yanıt üzerindeki etkileri yoluyla 

tümör ilerlemesini güçlü bir şekilde düzenleyebildiğini gösteren kanıtlar 

bulunmaktadır. Galektinlerin ve özellikle galektin-1'in kanser patogenezinde önemli 

rol oynadığını ve galektin ekspresyonunun tümör saldırganlığı ve neoplazilerdeki 

ilerlemeyle ilişkili olduğunu gösteren çalışmalar da bulunmaktadır (Hirabayashi et al., 

2002).  

 

Normal hücrelere kıyasla tümör hücrelerinde galektin-1 ekspresyonunun önemli 

ölçüde arttığını bildiren kapsamlı literatür vardır (Van den Brûle et al., 2003; Kim et 

al., 2013). Ayrıca, normal dokuya kıyasla çeşitli tümör tiplerinde kanser hücrelerinin 

ve tümörle ilişkili endotel hücrelerinin ekstraselüler alana yüksek miktarlarda 

salğılandığı tespit edilmiştir (Thijssen, Hulsmans ve Griffioen, 2008; Croci et al., 

2012). Kaposi sarkomu, kolon, meme, prostat ve mide kanserindeki benzer bulgular, 

galektin-1 ekspresyonu ile sağkalım arasında güçlü bir ilişkinin varlığı gösterilmiştir 

(Jung et al., 2007; Chen et al., 2013). Tüm bunlara ek olarak, Gal-1’in 

ekspresyonundaki artışın hücre transformasyonu, hücre proliferasyonu anjiyogenez, 

hücre adhezyonu ve invazyonu, ve immünosupresyondaki pleiotropik rolleri göz 

önüne alındığında tümör progresyonunu dramatik şekilde etkileyebileceği kanısına 

varılmıştır (Paz et al., 2001; Van den Brûle et al., 2003). Gal-1 ekspresyonu genellikle 

kötü prognoz ve metastaza eğilim ile ilişkili gözükmektedir (Camby et al., 2006). Gal-

1 hücre migrasyonu, adezyon ve anjiyogenez gibi çeşitli biyolojik olayları 
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indükleyerek tümör gelişimi, progresyonu ve metastazını etkiliyor gözükmektedir (Liu 

ve Rabinovich, 2005). Yapılan araştırmalar Gal-1’in olası bir biyobelirteç olarak 

uygunluğunun altını çizmekte veya kanserde terapötik hedef olarak kullanılabileceğini 

ileri sürmektedir.  

 

Gal-3’ün tümör progresyonundaki fonksiyonu ise Gal-1’den farklı olarak 

apoptozis inhibisyonu yapmasıyla ilişkili durmaktadır (Liu ve Rabinovich, 2005). 

Yapılan bir çalışmada p53 tümör supresör geni ile indüklenen apoptozisin Gal-3 ile 

inhibe edildiği gösterilmiştir (Cecchinelli et al., 2006). Yapılan araştırmalarda Gal-

3’ün bir takım hücre tipinde çeşitli dizi apoptotik uyaranlara karşı anti-apoptotik 

etkinliğe sahip olduğunu saptamıştır (Hsu ve Liu, 2002; Hsu, Yang ve Liu, 2006).  

 

Çalışmamızda bir adenokarsinom hücre hattında galektinlerin hormonlarla 

düzenlenmesinin kanser patogenezi açısından da önemi bulunmaktadır. Östrojen 

reseptörü (ER) ve progesteron reseptörü (PR), endometriyal kanser için en geçerli 

prognostik biyobelirteçlerdir (Salvesen, Haldorsen ve Trovik, 2012). Bu bağlamda, 

östrojen ve progesteron hormonlarına ait reseptörleri olan tümörlerde, tedavi sürecinde 

hormon etkileri mutlaka göz önünde bulundurulmalıdır.  

 

Galektinler ile ilgili araştırmalar son on yılda uzun bir yol kat etmiş olsada, hücre 

içi ve hücre dışı alandaki işlevlerinin moleküler mekanizmaları ve bu aktiviteler 

arasındaki ilişki ve bunlarla ilişkili düzenleyici mekanizmalar henüz tam olarak 

anlaşılamamıştır. Ayrıca, galektin fonksiyonunun yapısal yönleri, özellikle 

oligomerizasyonlarıyla bağlantılı olanlar da tam olarak bilinmemektedir ve daha fazla 

çalışma gerektirmektedir. Hücresel glikobiyoloji alanında belirlenmesi gereken bir 

diğer konu, galektinlerin hücrelerde ve dokularda sağlık ve hastalık durumlarında 

niceliksel dağılımlarının ve seviyelerinin belirlenmesidir.  

 

Bu sorunların ele alınması, galektinlerin birçok hücresel ve organizma işlevinin 

gizemini çözmeye yardımcı olacak ve ilişkili hastalıklar ve durumlar için gelecekteki 

tedavi stratejilerinin yolunu açacaktır. 
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5.2. Sonuçlar 

 

Çalışmamızda; 

 

- Ishikawa hücrelerinde Gal-1 ve Gal-3 ekspresyonunun ovaryan steroidlerle 

düzenlendiği, 

 

- Gal-1 ve Gal-3 ekspresyonu östradiol ve progesteronla zamana ve doza bağlı 

bir şekilde değiştiği, 

 

- Gal-3’ün Ishikawa hücrelerinden Gal-1’e göre daha yüksek miktarlarda 

salgılandığı, 

 

- Gal-3’te daha belirgin olmak koşuluyla hem Gal-1 hem de Gal-3 

ekspresyonunun östradiole kıyasla progesterona daha duyarlı olduğu, 

 

- Östradiolün Ishikawa hücrelerinde progesteron ile birlikte artış gösteren Gal-1 

ve Gal-3 ekspresyonlarını henüz bilinmeyen bir mekanizma ile antagonize edebileceği 

gösterilmiştir. 

 

5.3. Öneriler  

Gal-1 ve Gal-3’ün patogenezinde rol aldığı bilinen ve özellikle de patogenezini 

ve prognozunu hormonların etkilediği hastalıklar ve durumlarda (ER ve PR -pozitif 

kanserler, endometriyozis, pre-eklampsi, spontane düşükler, infertilite vb) 

galektinlerin hormonlarla düzenlendiğinin göz önünde bulundurulması ve tedavi 

yöntemlerinin ona göre seçilmesi gerekir. Bütün bu bilgiler ışığında ovaryan 

hormonların galektinler üzerindeki etkilerinin moleküler mekanizmaları ve 

yolaklarının aydınlatılabilmesi için hormon reseptör antagonistleri ve galektin 

inhibitörleri ile yapılacak detaylı çalışmalara ihtiyaç bulunmaktadır.   
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