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OZET

INSAN ENDOMETRIYAL ADENOKARSINOM HUCRE HATTINDA
GALEKTIN-1 VE GALEKTIN-3 EKSPRESYONLARININ HORMONAL
DUZENLENMESI

Abusova, Aytac

Ureme Biyolojisi Yiiksek Lisans Programi

Tez Danigmant: Dog. Dr. Yasemin Seval Celik

Agustos, 2021

Uterin dokularda menstrual donglniin farkli evrelerinde galektinlerin
ekspresyonlarinin degisiyor olmasindan yola c¢ikarak, endometriyumda eksprese
edildigi bilinen galektin-1 ve galektin-3’tin ekspresyonunun ovaryan hormonlar ile
diizenleniyor olabilecegi hipotezi kurulmustur. Calismamizda bir endometriyal
adenokarsinom hiicre hatti olan Ishikawa hiicre hattina Gstradiol (E2) ve progesteronun
(P4) ayr ayr1 veya birlikte verilmesi ile galektin-1 (Gal-1) ve galektin-3 (Gal-3)
ekspresyonlarinda mMRNA ve protein diizeyinde meydana gelen degisikliklerinin
belirlenmesi amaglanmustir. Ishikawa hicre kiltiirlerinde hormon dozlarina ve zamana
bagli deney gruplart olusturulmus, hiicre kiiltlir siipernatantlar1 toplanarak ELISA
yontemi ile salgisal Gal-1 ve Gal-3 protein miktarlari, hiicrelerden RNA izole edilerek
gercek zamanli PCR yontemi ile Gal-1 ve Gal-3 ekspresyonlar1 degerlendirilmistir.
Calismanin sonucuna goére Ishikawa hiicrelerinde Gal-1 ve Gal-3 mRNA ekspresyonu

ve salgisal protein miktarinin ovaryan hormonlarla zamana ve doza bagli olarak



P

degistigi, Gal-3’te daha belirgin olmak kosuluyla hem Gal-1 hem de Gal-3
ekspresyonunun Ostradiole kiyasla progesterona daha duyarli oldugu belirlenmistir.
Patogenezinde Gal-1 ve Gal-3’iin rol aldig1 bilinen ve buna ek olarak 6zellikle de
patogenezi ve prognozunu hormonlarin etkiledigi hastaliklar ve durumlarda (ER ve PR
-pozitif kanserler, endometriyozis, pre-eklampsi, spontane diisiikler, infertilite vb)
galektinlerin hormonlarla diizenlendiginin g6z 6niinde bulundurulmasi ve tani/tedavi

yontemlerinin ona gore secilmesi gerekir.

Anahtar Kelimeler: Endometriyum, ovaryan hormonlar, Ishikawa hiicre hatti,
Galektin-1 ve Galektin-3



ABSTRACT

HORMONAL REGULATION OF GALECTIN-1 AND GALECTIN-3
EXPRESSION IN A HUMAN ENDOMETRIAL ADENOCARCINOMA CELL
LINE

Abusova, Aytac

Master Program in Reproductive Biology

Advisor: Assoc. Prof. Yasemin Seval Celik

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.



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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BOLUM 1: GIRIS VE AMAC

1.1. Galektinlerin Tanimi ve Onemi

Onceden S-tipi lektinler olarak adlandirilan galektinler, biitiin organizmalarda
en yaygin sekilde eksprese edilen lektin sinifi olan bir protein grubunu temsil eder
(Arthur etal., 2015) Lektinler karbonhidrat baglayici proteinlerdir, bazi seker kisimlari
veya yapilari i¢in yiiksek 6zgulllk sergilerler. Lektinler giiniimiizde ¢esitli hiicresel
veya fizyolojik diizenlemelerde 6nemli rolleri olan modulatorler olarak bilinmektedir
(Wang et al., 2019). Galektinler ekstraselller alanda hiicre yiizeyi ve hiicre dis1 matris
glikanlarina baglanir ve bu sayede cesitli hiicresel siirecleri etkilerler. Bununla birlikte
galektinler, sitozol ve g¢ekirdekte de tespit edilebilir ve diger sitoplazmik ve ¢ekirdek
proteinleriyle protein-protein etkilesimleri yoluyla hiicre i¢gi sinyal yollar1 gibi hiicresel
fonksiyonlar1 etkileyebilir (Yang, Rabinovich ve Liu, 2008).

Ureme tibb1 ve plasenta arastirmalar1 alaninda galektinler i¢in farkli islevler
onerilmistir. Implantasyonun inflamatuar bir siireg olarak kabul edildigi ve bu nedenle
bagisiklik faktorleri tarafindan modiile edildigi kabul edilmektedir. Bu baglamda,
I6kositlerin ortama ¢agirilmasi ve diizenlenmesi galektinlerin dahil olmasini gerektirir.
Galektinler Thl hicrelerinde apoptozun, immin toleransda roll olan Treg hicreleri
ve dendritik hiicrelerin farklilasmasinin indiikleyicileri olarak bildirilmisler (Blidner
ve Rabinovich, 2013). Galektinler ayni zamanda, endometriyal immun sisteme stirekli
meydan okuyan bakterilere karsi savunmaya katkida bulunabilirler (Almkvist ve
Karlsson, 2002).

Insan endometriyumunda Gal-1, 3, 4, 9 ve 12 bildirilmistir (Chou et al., 2018).
Bunlardan sadece Gal-1 ve Gal-3 yuksek oranlarda bulunmustur (von Wolff et al.,
2005).

Immunohistokimyasal ¢alismalar, Gal-1’in esasen endometriyal stromada yer
aldigini, Gal-3’iin ise endometriyal glandiiler epitelde bulunduguna isaret etmektedir.
Bu galektinler menstrual dongii boyunca farkli ekspresyon paternleri gosterirler. Gal-
1’in menstrual dongi boyunca ge¢ sekretuvar evrede ve erken gebelik doneminde

belirgin bir sekilde yiikseldigi gosterilmistir (von Wolff et al., 2005). Gal-1’in hem



insan endometriyumunda, hem de desiduada immiinomodiilator rolii oynadig: ifade
edilmektedir (Smetana et al., 1999) Gal-3 de implantasyon penceresi sirasinda yiiksek
oranda eksprese edilerek hemen hemen Gal-1’e benzer bir ekspresyon paterni sergiler
(Lee et al., 1998). Gal-1 ve Gal-3’iin menstrual dongii evrelerinde farli ekspresyonlara
sahip olmalar1 bu galektinlerin ekspresyonlarinin ovaryan steroidlerle diizenlendigine

isaret eder.

1.2 Ishikawa hiicrelerinin tanimi ve onemi

Ureme biyolojisi alaninda sik kullanilan endometriyal hiicre hatlarindan biri de

Ishikawa hiicre hattidir.

Ishikawa hiicre hatt1 ilk olarak (Nishida et al., 1985). 39 yasindaki bir kadindan
alinan endometriyal adenokarsinom G1'den kurulmustur. Bu hiicrelere ait 6zellikler:
(a) tek tabakali form; (b) popiilasyon ikiye katlama siiresi 36 saat (9. nesil); (c) diploid
kromozom; (d) Ostrojen reseptérii (ER) ve progesteron reseptorii (PR), in vitroda
oldugu kadar ksenograftta da pozitif; (e) biiylime i¢in dstrojen bagimlilig1 yok; (f) tip
I Endometriyal karsinom (EK).

Ostrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR), endometriyal kanserler
icin en gecerli prognostik biyobelirteclerdir (Salvesen, Haldorsen ve Trovik, 2012).
Endometriyal karsinomu bulunan 832 hastadan alinan kiiretaj numunelerinde ER ve
PR'yi degerlendiren prospektif bir ¢alismada, ER ve PR ¢ift kaybinin bagimsiz olarak
lenf nodu metastazi ve daha kisa hastaliga O6zgii sagkalim ile iliskili oldugu
bildirilmistir. (Trovik et al., 2013). Farkli ¢alismalar da diisiik dereceli endometriyal
karsinom alt tiplerinde bile ER ve PR olumsuzluklarini koti sagkalim ile
iliskilendirmistir (Engelsen et al., 2008; Werner ve Salvesen, 2014).

Ishikawa hucreleri, glandiler ve luminal epitel ozelliklerini gosterirler. Bu
hicreler normal endometriyumda bulunan bir¢cok enzim, protein ve steroidi
icerdiklerinden, endometriyum fonksiyonunu incelemek ic¢in uzun zamandan beri
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ozellikle strojen ve progesteron reseptorlerini
eksprese etmeleri bu hiicre hattin1 endometriyal endokrin ¢alismalar i¢in mikemmel

bir model haline getirmektedir.



1.3. Arastirmanin Amact

Calismanin amaci bir endometriyal adenokarsinom hiicre hatti olan Ishikawa
hlicre hattina 6strojen ve progesteronun ayri ayri veya birlikte verilmesi ile galektin-1
ve galektin-3 ekspresyonlarinda mRNA ve protein diizeyinde meydana gelen

degisiklikleri belirlemektir.

1.4. Aragtirmanin Hipotezi
Ostrojen ve progesteron endometriyal adenokarsinom hiicre hattinda Galektin-1

ve Galektin-3 mRNA ve protein diizeylerini degistirir.



BOLUM 2: GENEL BiLGILER

2.1. Galektinler

Galektinler, p-galaktozid baglayan karbonhidrat baglayici proteinlerdir.
Galektinler hiicre yiizeyinde, hiicre ¢ekirdeginde, sitoplazmada bulunabildikleri gibi
ekstraselller alanda da bulunabilirler. Hiicre disinda galektinler hiicre yiizeyine ve
matris glikanlarina baglanarak cesitli hucresel sirecleri etkilerler. Ayni zamanda,
sitoplazmik ve cekirdek proteinleriyle etkileserek yoluyla hiicre igi sinyal yolaklar
uzerinden hiicresel fonksiyonlar: da etkileyebilirler. Galektinlerin knock-out edildigi
hayvan modellerini kullanan veya susturuldugu ya da inhibe edildigi glincel
arastirmalar, galektinlerin immiin ve enflamatuar yanitlar, timor gelisimi ve
ilerlemesi, noral dejenerasyon, ateroskleroz, diyabet ve yara onarimi dahil olmak tizere

cesitli fizyolojik ve patolojik siireglerde 6nemli roller oynadigini géstermektedir.

Tiim galektinler, karbonhidrat baglanmasindan sorumlu olan yaklasik 130 amino
asitlik korunmus karbonhidrat tanima alanlar1 (Carbohydrate Recognition Domain;
CRD'ler) igerir. Bu CRD’lerin sayisi ve tipine gore 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
baglayici ile ayrilmis tek bir polipeptit zincirinde iki homolog CRD igerir; ve C)
galektin-3, bir CRD'ye bagli bir non-lectin N-terminal bolgesi (yaklasik 120 amino
asit) igerir (Sekil 1.) (Yang, Rabinovich ve Liu, 2008).

Prototype

e

-13, -14, -15, -16

Gal -1, -2, -5,-7,-10, -11,

Tandem-Repeat

-

Gal -4, -6, -8, -9, -12

Sekil 1. Galektin ailesi Uyeleri (Kaynak: Bertuzzi et al., 2020)




Galektinler, sitozolik proteinler olarak sentezlenir ve Omiirlerinin ¢ogunda
sitozol ya da cekirdekte bulunurlar (Cummings ve Liu, 2009). Galektin ailesi tyeleri
Klasik bir sinyal dizisi igermemelerine ragmen salgilanabilirler ve bu nedenle, bir
sinyal dizisi igermeyen ancak hiicrelerin disinda islev gorebilen proteinler grubuna

aittirler (NOske ve Weidner, 1999).

Galektin CRD'leri (ya da diger pargalar1) ayrica karbonhidrat olmayan baglanma
alanlarina sahiptir (Kim et al., 2013; Li et al., 2013). Tiim hiicreler, bazen 5uM’a kadar
yuksek sitozolik konsantrasyonlarda galektin eksprese edebilirler ancak hicre tipleri
ve dokulara gore galektin ekspresyonlari farklilik gosterir (Lindstedt et al., 1993)
(Tablo 1.).

Tablo 1. Galektinlerin doku ve tiir dagilimi (Kaynak: Johannes, Jacob ve Leffler,

2018)

Galektin insan ve kemirgenlerde doku dagilimi Tirler (en yakin akrabaa)
Galektin-1 Bir¢ok doku ve hiicre tipinde ifade edilir Omurgalilar
Galektin-2
Gastrointestinal sistem, plasenta Kuslar ve memeliler, kurbagalar,
kertenkeleler
Galektin-3
Ozellikle makrofajlar ve epitel hiicrelerinde &ne gikan birgok Omurgalilar
doku ve hiicre tipinde ifade edilir
Galektin-4
Bagirsak ve mide, rahim epitel hiicreleri, kan damar duvarlari, Omurgalilar (¢ogu kus harig)
hipokampal ve kortikal néronlar
Galektin-5
Akciger, bobrek, retikiilositler, kemik iligi, eritrositler Si¢can (galektin-9, C-CRD)
Galektin-6
Gastrointestinal sistem, karaciger, bobrek, dalak, kalp Bazi fare tiirleri (galektin-4)
Galektin-7 Gastrointestinal sistem, tabakali epitel, deri, fetal kalp Memeliler (galektin-4, N-CRD)
Galektin-8
Karaciger, bobrek, kalp kasi, akciger ve beyin Omurgalilar
Galektin-9
T lenfositler, ince bagirsak, karaciger, uterin epitel hiicreleri, deri ~ Omurgalilar
epidermisi ve 6zofageal epitel
Galektin-10
Eozinofiller Primatlar, yarasalar (galektin-4,
N-CRD)
Galektin-12
Yag dokusu Omurgalilar (galektin-8)
Galektin-11°
Abomasal mukoza (gevis getirenler), epitel hiicreleri Ruminantlar (galektin-4, N-CRD)
Safra Yollar
Galektin-14°

Eozinofiller

Ruminantlar (galektin-4, N-CRD)



2.1.1 Galektinlerin baglanma aktiviteleri

Galektin CRD’leri hafifge egilmis B-sandvic gibi bukulir (Leffler et al., 2002;
Di Lella et al., 2011) (Sekil 1.). i¢biikey S tarafi, bir tetrasakkaridi tutabilecek s1g bir
oluk olusturur (A-B-C-D; Sekil 2.). Galaktoz baglama alani (C), bu oluk iginde yer
alir. Galaktoz baglama sahasinin her iki tarafindaki daha zayif bolgeler, baglanmay1
artirabilmekte veya azaltabilmektedir. Boylelikle her bir galektin CRD'sine benzersiz
Ozgiilliigini ve daha biiylik glikokonjugatlar i¢in daha yiiksek afinite saglar
(Hirabayashi et al., 2002; Leffler et al., 2002; Salomonsson et al., 2010; Kamili et al.,
2016).

Galektinler, fizyolojik konsantrasyonlarda c¢ozelti icinde blylk 6lcide
monomerik olsalar da (Salomonsson, et al., 2010; Lepur et al.,, 2012), bir¢ok
glikokonjugat ligandlar1 ¢apraz baglayabilir ve bunlarin kiimelenmesine neden
olabilirler. Ornegin, galektin-1 zayif dimer olusturur (Salomonsson et al., 2010; Di
Lellaetal., 2011) ve dimerizasyonu ligand ile karsilagmasi {izerine artabilir. Galektin-
3, yliksek konsantrasyonlara (100 puM) kadar monomeriktir, ancak ligandlarla
kiimelenebilir ve N-terminal CRD olmayan bolgesi tarafindan heniiz tam olarak
anlasilmamis bir oligomerizasyon mekanizmasi araciligtyla hiicreleri agliitine edebilir

(Massa et al., 1993).

2.1.2. Sitozol ve gekirdekte galektinler

Galektinler, islevsel olarak bibirleriyle baglantili goriinmeyen sitozolik ve
nikleer ligandlar grubu ile etkilesime girerler (Haudek et al., 2010). Genel olarak
Galektin-3, bazal cisimler ve sentrozomlarla etkilesir ve yoklugu, mikrotiibiillerin
diizensizligine ve birincil silya (Koch et al., 2010) ve hareketli solunum epitel sillerinin
(Clare et al., 2014) morfogenezinin bozulmasina neden olabilir. Dahas1 galektin-3,
kutup cisminin olusmasi i¢in gerekli, 6nemli bir mitotik duzenleyici olan nukleer

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

Galektinler igin bir baska sitozolik fonksiyon 6rnegi olarak, galektin-3'iin f3-
katenin ve Wnt sinyal yolu (Shimura et al., 2005), ve apoptozun diizenlenmesi i¢in

Bcl2 (Harazono, Nakajima ve Raz, 2014) ile iliskisini gosterilebilir.



Galektin-1 ve galektin-3, cekirdekte pre-mRNA'larin kirpilmasinda ve ayni
zamanda gen ekspresyonunda rol oynar (Dagher, Wang ve Patterson, 1995;
Vyakarnam et al., 1997). Her iki galektinin, mRNA isleme ve niikleer tasinmada
islevsel olarak role sahip oldugu gosterilmistir (Wang et al., 2006). Galektin-3’iin ayn1
zamanda farkli mekanizmalar yoluyla transkripsiyonun diizenlenmesinde rol oynadigi
bilinmektedir (Kang et al., 2016).

2.1.3. Bozulmus vezikiillerdeki galektinler ve klasik olmayan salgi

Galektinler, bozulmus endositik vezikiiller veya kompartmanlar etrafinda hizla
birikirler. Bu fenomen ilk olarak galektin-3 i¢in, lizise ugramakta olan Shigella iceren
vakuollerde kesfedilmistir. Daha sonra, adenoviris iceren endozomlarda galektin-3
(Maier et al., 2012) ve sonradan da galektin-1 ve galektin-9 i¢in de ayn1 mekanizma
gozlemlenmistir (Thurston et al., 2012). Ayrica galektinler, ndrodejeneratif
hastaliklarda bozulan endozomlar etrafinda da birikir (Flavin et al., 2017; Jiang et al.,
2017). Galektinlerin bozulmus vezikiillerin etrafindaki birikimi ¢ok hizli bir sekilde
geligir (dakikalar iginde) ve immiinohistokimya veya GFP-konjuge galektinler
kullanilarak tespit edilebilir (Paz et al., 2010). Bu nedenden dolay1 galektinler, hiicre
kulttrunde ve in vivoda vezikiil bozulmasini tespit etmek i¢in (Aits et al., 2015) yararli

bir ara¢ haline gelmistir (Stegmayr et al., 2016).

Galektinlerin bozulmus vezikiiller etrafinda birikmeleri ve luminal glikanlara
baglanabilmeleri, otofaji ve galektinlerin klasik olmayan salgilanmasi arasinda
mekanik bir baglant1 saglayabilecegi onerisine yol agmistir (Hughes, 1999). Bununla
birlikte, bir baska ¢alismada, N-baglantili glikoproteinin olgunlasmasinin, sitozolden
hiicre dis1 bosluga galektin-3’{in tasinmasi i¢in gerekli olmadigini ve salgilanan
galektin-3’tin, agirlikli olarak serbest halde bulundugu ve hiicre dis1 vezikiillerle
paketlenmedigi gosterilmistir (Stewart et al.,, 2017). Bu nedenlerden dolayzi,
galektinlerin klasik olmayan salgilanma mekanizmasi belirsizligini korumaktadir

(Johannes, Jacob ve Leffler, 2018).



2.1.4. Hiicre disi ve intravezikiiler kKompartmanlardaki galektinler

Klasik olmayan salgilanma mekanizmasiyla salgilanmalarimi takiben
galektinler, galaktoz iceren glikoproteinler ve glikolipidler gibi ligandlarla
karsilagtiklar1 ekstraseliiler alana gecerler. Galektinler, endositoz yoluyla hiicrelere
tekrar girebilmekte (Furtak, Hatcher ve Ochieng, 2001) ve endositik veya geri
doniisiim kompartmanlarina yerlesebilmektedirler (Stechly et al., 2009; Straube et al.,
2013).

Galektinler, intravezikiiler glikoprotein kargolarinin tasinmasini da dizenlerler.
Galektin-3 ve galektin-4, hicre yuzeyinden iceri girdikten sonra endozomal
organellerde birikirler (Stechly et al., 2009). Alternatif olarak, sitozolden direkt
endozomlarin limenine gectikleri bir yol mumkin olsa da bu yol heniz
kanitlanamamustir. Her iki galektin de ligandlarin1 apikal hiicre yiizeyine kadar tasir,
burada apikal ortama girerler ve yeni bir apikal protein tasima turu i¢in endozomal
organellere tekrardan dahil edilirler (Stechly et al., 2009; Straube et al., 2013). Bu iki
galektinin ortamda olmadigr durumlar, ilgili glikoproteinlerin bazolaterale dogru
yanlis yoOnlendirilmesine yol agtigi icin galektinlerin, proteinlerin apikale

yonlendirilmesinde rol oynabilecegi 6ne siirtilmiistiir (Delacour et al., 2005, 2006).

Hiicre dis1 galektinler ayrica hiicre yiizeyinden sinyal indiiksiyonuna katilirlar
ve hiicre dig1 matriks ve matriks igi etkilesimleri modifiye eder (Di Lella et al., 2011,
Arthur et al., 2015; Thiemann ve Baum, 2016; Gordon-Alonso et al., 2017). Galektin-
1 baglanmasinin inhibisyonunun, Th1 hiicrelerini apoptoza daha direngli hale getirdigi
ileri striImektedir (Di Lella et al., 2011).

2.1.5. Galektinlerin hiicre dist ve sitozolik fonksiyonlar: arasindaki baglanti

Galektinlerin sitozolik ve gekirdekteki lokalizasyonu ve fonksiyonlar1 (Haudek
et al., 2010) neredeyse hiicre dis1 olanlar kadar bilinmektedir (Di Lella et al., 2011) ve
bu, hiicre i¢i ve hiicre dis1 galektin fonksiyonlarinin iliskili olup olmadigi sorusunu
akla getirmektedir. Galektin-1, kilturdeki miyoblastlarda agirlikli olarak hiicre iginde
yer alirken, bu hiicrelerin miyotiiplere farklilagmalari iizerine agirlikli olarak hiicre dig1
bir lokalizasyona gegcmektedir (Massa et al., 1993). Gelismekte olan meme bezi epitel
hlcrelerinde, galektin-1 esas olarak sitozol ve u¢ tomurcuk hiicrelerinin ¢ekirdeginde

bulunurken, bosaltim kanali hiicrelerinde hiicre yiizeyinde veya hiicre disinda lokalize



olmaktadir (Bhat et al., 2016). Ayrica, galektin-1'in meme bosaltim kanali
hlcrelerinde glikokonjugatlara baglandig1 ve bu etkilesimin galektini hiicre dis1 bir
konuma ¢ekebilecegi ileri stiriilmiistiir (Bhat et al., 2016). Bu tlr bir mekanizma, hiicre
dis1 galektin-1 baglayict glikokonjugatlarin galektin konsantrasyonunu ve sitozol
ve/veya ¢ekirdekteki iligkili fonksiyonlarmi azalttigi duzenleyici bir dongu

saglayabilir.

2.1.6. Galektin inhibitorleri

Galektinlerin huicresel ve patofizyolojik sureglerdeki rolleri hem potansiyel ilag
onculleri hem de hicre biyolojisinde deneysel araclar olarak inhibitdrlerinin
arastirilmasina yol agmistir. Son zamanlarda bircok cesidi olan kiiclik molekiillii

inhibitorler ele alinmigtir (Campo et al., 2016).

Galektinler arasindaki seciciligi ve farmakokinetik 6zelliklerini optimize etmek
amaci ile ¢cok sayida bilesik gelistirilmektedir (Delaine et al., 2016). Son zamanlarda,
yalnizca bir seker kalintis1 iceren yeni bir galektin inhibitorleri sinifi gelistirilmistir
(Zetterberg et al., 2018). Bu inhibitorler, zardan gegebilen ve oral yoldan alinabilen ilk
potent galektin inhibitorlerini olusturur. Modifiye turunggil pektini veya
galaktomannanlar gibi bazi bitki kaynakli polisakkaritlerin de, galektin-3'in
farmakolojik inhibitorleri olarak davrandigi 6ne siiriilmiistiir ve hatta bazilar1 klinik
deneylere kadar gelebilmistir (Glinsky ve Raz, 2009; Traber ve Zomer, 2013; Demotte
etal., 2014).

2.1.7. Organizma diuizeyinde hususlar

Yukarida agiklanan biyokimyasal ve hilcre ve organizma calismalarindan,
galektinlerin veya ligandlarinin manipiile edildigi genetik teknikler ya da galektin
inhibitorleri veya galektinlerin kendileri kullanilarak elde edilen kanitlardan,
galektinlerin enflamasyon, bagisiklik, kanser ve diger bir¢ok hastaliktaki fizyolojik ve
patofizyolojik islevleriyle ilgili bir¢ok kanita ulagilmistir. (Johannes, Jacob ve Leffler,
2018).

Galektinler, homeostaz, apoptoz, anjiyogenez, embriyogenez dahil olmak lzere
bircok farkli fizyolojik siirecte ve preeklampsi, inflamasyon, diyabet, ateroskleroz ve

kanser gibi patolojik durumlarda genis bir biyolojik fonksiyon yelpazesine sahiptir



(Hsu ve Liu, 2002; Liu, Patterson ve Wang, 2002; He ve Baum, 2004; Seelenmeyer et
al., 2005).

Galektinlerin serumdaki roli

Serum veya plazmadaki galektin konsantrasyonu tipik olarak yuksek pikomolar
araliktadir. Diger bircok proteinde oldugu gibi, galektinlerin serumdaki varlig
dokudan sizintisindan kaynaklanabilir ve bu nedenle serum galektin seviyeleri
gelecekte bazi hastaliklar i¢in tanisal belirtegler olarak yararli olabilir (Landegren, Al-
Amin ve Bjorkesten, 2018). Galektin-3 seviyeleri ile kalp hastaligi arasinda bir
korelasyon oldugu yakin zamanda ortaya ¢ikmistir (Gehlken et al., 2018).

Galektin-3'in 0,3 nM kadar diisiik konsantrasyonlarda sekere bagli CD44
endositozunu uyardigi (Lakshminarayan et al., 2014), galektin-7'nin ise sekerden
bagimsiz bir sekilde E-kadherin endositozunu etkiledigi saptanmistir (Advedissian,
Deshayes ve Viguier, 2017). Ayrica kanser hiicrelerinin endotel hiicrelerine galektin-
aracili adhezyonunun metastazi arttirdig1 6ne siiriilmiisttir (Thijssen et al., 2015). Bu
bulgular, galektin aracili bazi hiicresel aktivitelerin, galektinlerin serum seviyelerine

duyarl olabilecegini diistindliirmektedir.

Bir hiicredeki galektinlerin diger hiicrelere etkisi

Galektin nakavt ve vahsi tip fareler arasinda kemik iligi transferi, kanser
hicrelerinden gelen galektin-1'in cevredeki hcreler Uzerinde anjiyogenik ve
immiinosupresif etkilere sahip oldugunu gostermistir (Blidner et al., 2015). Miyeloid
hicrelerden elde edilen galektin-3’iin kanser hicrelerinin buytmesini etkiledigi ve yag
hlcrelerinde insulin direncine neden oldugu saptanmistir (Yang et al., 2019). Bu

nedenle galektinlerin hem otokrin hem de parakrin fonksiyonlari olabilir.

Galektinlerin organizma diizeyinde hiicre i¢i ve hiicre dist islevieri

Organizmalardaki galektin islevi ile ilgili ¢alismalarin ¢ogu, galektinlerin hiicre
disinda, hiicre yiizeyinde ve/veya hiicre i¢i yolaklarda karbonhidrat baglama
aktivitesini dikkate alir (Blidner et al., 2015; Thiemann ve Baum, 2016). Bununla
birlikte galektinler hizla endositoz araciligtyla hiicre igine girer ve hem endositik hem
de ekzositik yolaklar arasinda gider-gelir (Furtak, Hatcher ve Ochieng, 2001; Straube

et al., 2013; Lakshminarayan et al., 2014). Bu nedenle, galektinlerin hicresel
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ekspresyonu ve salinimi, muhtemelen bir organizmanin hiicre i¢i ve hiicre disi
kompartmanlarinda optimum bir galektin seviyesinin ayarlanmasina neden olur. Bu,
dogrudan galektin ile uyarilan sinyalizasyona (6rnegin, T-hicrelerinde apoptozun
uyarilmasi) veya T-hiicresi reseptorl, VEGF reseptorti, TGF reseptort ve insulin
reseptord gibi glikolize reseptorlerin galektin-aracili hiicre yuzeyine ¢ikarilmasi veya
yanal organizasyonuna neden olur. Bunun sonucunda anjiyogenez ve
lenfanjiyogenezin indiksiyonu, kronik inflamasyonda fibrozis ve diger immin

yanitlar goriilebilir (Blidner et al., 2015; Thiemann ve Baum, 2016).

Buna karsilik, galektinlerin sitozolik ve niikleer faaliyetlerinin organizma
islevlerine katkist ¢ok daha az bir kapsamda ele alinmistir. Hasarli vezikillerin
cevresinde galektinlerin birikiminin norodejeneratif hastaliklarda gozlemlendigi gibi
organizma tizerindeki etkileri de gosterilmistir (Aits et al., 2015). Bu nedenle, in
vivoda vezikilu bozan aktivitelerin tayini i¢in yararh bir belirteg olabilirler (Flavin et
al., 2017; Jiang et al., 2017). Diger bir 6rnek, galektin-3'lin canli organizma igindeki
hava yolu silleri ve diger silleri organize etmedeki rolidiir (Clare et al., 2014).
Galektinlerin bu rolleri, yukarida tarif edildigi gibi hiicre dis1 aktivitelerine de
baglanabilir ve galektin inhibitorlerinin terapdtik ajanlar olarak ele alinmalarina neden
olmustur. Bu tir ajanlar, galektin-1, -3 ve -9’un kanserdeki immiinosupresif ve
anjiyogenezi indukleyici etkilerini inhibe etmek, gdzde istenmeyen anjiyogenezi
onlemek (Chen et al., 2017) ve kronik inflamasyonda fibrozisi azaltmak (Delaine et
al., 2016) i¢in kullanilmislardir.
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2.2. Galektin-1

Galektin-1, 22q12 kromozomunda bulunan LGALS1 geni tarafindan kodlanir
(Camby et al., 2006). Promotdriin metilasyon durumu, galektin-1 ekspresyonunu

diizenleyen anahtar bir mekanizmadir (Chiariotti et al., 2002).

Insan galektin-1 proteini 135 amino asit uzunlugundadir ve tiirler arasinda
yiiksek oranda korunur. Cekirdekte, sitoplazmada, hiicre yiizeyinde ve hiicre disinda

bulunabilir (Liao et al., 1994).

Galektin-1, alt birim basina bir CRD'ye sahip olan 14 KDa'lik bir monomer veya
kovalent olmayan bir homodimerdir (Camby et al., 2006). Homodimerde birden fazla
CRD'nin varligi Gal-1’1, hiicre yapismasina aracilik etmek, hiicre i¢i sinyalizayonunu
tetiklemek ve ayni zamanda hiicre yiizeyi glikokonjugatlariyla multivalent kafesler
olusturmak i¢in uygun hale getirmektedir (Leffler et al., 2002). Galektin-1'in
salgilanma mekanizmasi hala belirlenmemis olsa da hiicre dis1 varlig1 ve islevi iyi
Ogrenilmistir (Hsu ve Liu, 2002; Rabinovich et al., 2002; He ve Baum, 2004,
Seelenmeyer et al., 2005). Son zamanlarda, galektin-1 i¢in afiniteye sahip hucre yiizeyi
glikanlarinin, galektin-1'in klasik olmayan salgilanmasi igin 6nemli oldugu

gosterilmistir (Thijssen et al., 2006).

2.2.1. Galektin-1 lokalizasyonu ve ekspresyonu

Galektin-1, néral kok hicre blylimesi, hematopoiez ve kas diferansiasyonu dahil
olmak tiizere ¢ok sayida fizyolojik stiregte rol oynar. Ek olarak, son yillarda toplanan
kanitlar, galektin-1 ekspresyonundaki artisgin  hiicre transformasyonu, hicre
proliferasyonu,  anjiyogenez,  hicre  adhezyonu ve  invazyonu, Ve
immunosupresyondaki pleiotropik rolleri goz oniine alindiginda timaor progresyonunu
dramatik sekilde etkileyebilecegi kanisina varilmasina neden olmustur (Paz et al.,

2001; Van den Brdle et al., 2003).

Hicre ici galektin-1 cekirdek, sitoplazma ve hiicre membraninin i¢ kisminda
bulunabilir. Galektinlerin diger iiyeleri gibi, galektin-1 de aymi sekilde, standart
endoplazmik retikulum / Golgi yolagiyla salgilama igin gerekli sinyal dizileri

olmamasina ragmen hiicre dis1 alana salgilanabilirler . Hiicre dis1 galektin-1, hucre
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lizatlarinda bulunan 14 kDa’luk hicre i¢i formuna kiyasla biraz daha yiiksek
molekiiler agirliga (~15 kDa) sahiptir, bu da salgilanan galektin-1'in sekresyondan
Once veya sonra bagska post-transasyonel modifikasyonlara maruz kaldiginm

diistindiirmektedir.

Normal hicrelerde, ekstraselller alanda daha az salgisal galektin-1 vardir;
cogunlugu sitoplazma ve c¢ekirdekte bulunmaktadir. Normal dokularin endotel
hlcrelerinde, galektin-1 esas olarak cekirdekte lokalize olur ve hiicre aktivasyonu

sonrasi hiicre dis1 alana ¢ikar (Thijssen, Hulsmans ve Griffioen, 2008).

Hiicre-matriks adhezyonundaki rolii géz oniine alindiginda, hiicre dis1 galektin-
1'in, aktiflesmis endotel hiicrelerinin ekstrasellller matrikse yapismasi ve gogii igin
gerekli oldugu tahmin edilmektedir, bu da fizyolojik anjiyogenezde 6nemli bir islevi

oldugunu diistiindiirmektedir (Elola et al., 2007).

Normal hiicrelere kiyasla tiimor hiicrelerinde galektin-1 ekspresyonunda artis
bildiren kapsamli literatiir bulunur (Van den Brlle et al., 2003; Kim et al., 2013).
Ayrica, normal dokuya kiyasla gesitli timdr tiplerinde kanser hiicrelerinin ve tiimorle
iliskili endotel hiicrelerinin ekstraseluler alaninda daha yiiksek bir seviyede bulundugu
tespit edilmistir (Thijssen, Hulsmans ve Griffioen, 2008; Croci et al., 2012).

2.2.2. Galektin-1 ve kanser

Artmig galektin-1 ekspresyonu kolon, meme, akciger, bas ve boyun, yumurtalik
ve prostat karsinomlarin yanisira, gliomalar, Kaposi sarkomasi, miyeloproliferatif
neoplazi ve Hodgkin lenfomasinda da rapor edilmistir (D’Haene et al., 2005; Szoke et
al., 2005; Saussez et al., 2008; Barrow, Rhodes ve Yu, 2011; Croci et al., 2012).
Bunlardan bagka hem tiimor hiicrelerini ¢evreleyen stromada hem de kanserle iliskili
endotel hicrelerinde galektin-1’in asir1 eksprese edildigi saptanmistir. Kolorektal
karsinomlu veya bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinomlu ve Kkotl prognozlu

hastalarin plazmasinda yikseldigine dair veriler mevcuttur (Saussez et al., 2008).

Bunlarin yanisira kolon, pankreas ve mesane tiimorlerinde yapilan ¢aligmalarda,

farklilagmis tiimorler veya normal bitisik dokular ele alindiginda , az farklilagsmis ve
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invaziv timorlerde galektin-1 seviyelerinin 6nemli 6lcude yukseldigi gosterilmistir
(Langbein et al., 2007; Chung et al., 2008). Mide ve serviks kanserinde son zamanlarda
yapilan iki ¢alisma, galektin-1 ekspresyonu ile timor evresi, timdor invazyonu ve lenf
nodu metastazi arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu 6ne stirmektedir (Chen et al.,
2013; Kim et al., 2013). Kaposi sarkomu, kolon, meme, prostat ve mide kanserindeki
benzer bulgular, galektin-1 ekspresyonu ile sagkalim arasindaki iliskinin varligina dair
kanitlar1 guclendirmektedir (Jung et al., 2007; Chen et al., 2013). Yapilan arastirmalar
bu lektinin olas1 bir biyobelirte¢ olarak uygunlugunun altin1 ¢izmekte veya kanserde

terapotik hedef olarak kullanilabilecegini ileri siirmektedir.

2.2.3. Galektin-1 ve timor proliferasyonu

Birkag ¢alismada hiicre dis1 galektin-1'in hiicre dongusu diizenlemesindeki rolii
ele alinmigtir (Fischer et al., 2005). Yapilan arastirmalarda hiicre dis1 galektin-1’in,
meme kanseri hicre hatlarinda S'den G2 fazina gegis sirasinda hiicre dongisiini
durdurdugu, bunu da apoptoz aktivasyonunun izledigi gorilmiistiir. Hiicre dist
galektin-1, a5B1 integrin ile etkilesimi yoluyla hepatokarsinom, melanom, meme,
yumurtalik ve kolon karsinomu dahil olmak iizere farkli kokenlerden tiimor hiicre

hatlarinda blytmeyi inhibe eder (Fischer et al., 2005).

Ekzojen galektin-1, trofoblastik tiimor hiicrelerinde proliferasyonu doza bagl
olarak azaltir (Jeschke et al., 2006). Baska bir calismada insan néroblastom
hucrelerinde, galektin-1’in gangliosid GM1 ile etkilesime girerek hiicre-hlcre ve
hicre-stroma etkilesimlerini bozdugu ve bununla da htcresel proliferasyonu inhibe

etdigi kanisina varilmigtir (Kopitz et al., 2001).

Tiim bunlarin aksine, bazi ¢aligmalar ise galektin-1'in tumor hiicresi buyimesini
destekleyebilecegini gostermektedir. Kdiltlrdeki glioma hicrelerinde plazmid
transfeksiyonu  araciligiyla  gelistirilen  galektin-1  ekspresyonu,  hiicre
proliferasyonunun artmasiyla sonuclanmistir. Ek olarak, ekzojen galektin-1
yumurtalik ve pankreas kanseri hiicrelerinde in vitro hiicre proliferasyonunu
indiklemektedir (Kim et al., 2012). Ayrica birkag ¢alisma, farkli farmakolojik veya
biyokimyasal yaklasimlar kullanarak galektin-1 inhibisyonunun timaor bulyidmesi

inhibisyonu sagladigini gostermistir. Antisens mRNA veya siRNA ile galektin-1
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inhibisyonu, sirasiyla glioblastoma hiicrelerinde ve servikal kanserde in vitro hiicre

proliferasyonunu baskilamistir (Kim et al., 2013).

Galektin-1'in immiin yanit inhibisyonu yoluyla kanser ilerlemesinde rol
oynadigin1 dikkate almak ok Onemlidir. Kanserde asirt galektin-1 ekspresyonu,
timortn artan T hiicre yanitina karsi savunmasini giiglendirebilir. Bir ¢aligmada,
galektin-1'in inhibitdr etkisinin bloke edilmesinin, timor biiylimesini azalttigi ve

dolayisiyla tiimor reddini artirdigr gosterilmistir (Rubinstein et al., 2004).

Birkag rapor galektin-1'in timor proliferasyonu tzerindeki olumlu ve olumsuz
etkilerine deginmistir. Bu sonuclardaki celigkilerin hiicre tipine, timor immin
ayricaligina, hiicre aktivasyon durumuna, monomerik / dimerik formlar arasindaki
orana veya spesifik hiicre ylzeyi glikoproteinleri veya hiicre ici proteinlerle galektin-
1 etkilesimine oldukga bagimli oldugu gérinmektedir (Camby et al., 2006).

2.2.4. Galektin-1 ve timdr anjiyogenezi

Timor kaynakli anjiyogenez, patolojik bir durum olup vaskiler endotelyal
bluyume faktort (VEGF) gibi timor hiicresi tarafindan salgilanan faktorler tarafindan
indiklenen ve 6nceden var olan damarlardan yeni kapillerlerin blyiimesiyle yeniden
modellenen vaskiiler yapilarin anormal yerlesiminden kaynaklanmaktadir. Birkag
caligmada, galektin-1'in VEGF sinyali gibi anahtar proanjiyojenik yolaklari artirarak
veya endotel hiicrelerinin proliferasyonu ve aktivasyonu uzerine etki ederek timor
anjiyogenezini diizenledigi bildirilmistir (Thijssen et al., 2006; Delaine et al., 2008;
Hsieh et al., 2008).

Galektin-1, normal dokularin endotel hiicrelerinde zayif bir sekilde eksprese
edilirken, kolon ve meme tumorlerinin proliferatif endotel hicrelerinde gigcli bir
sekilde eksprese edilir. Normal endotel hiicrelerinde galektin-1 genellikle gekirdekte
lokalize iken, tiimorle iliskili endotel hiicrelerinde bu lokalizasyon degismektedir

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

Ttumorlerdeki asirt hiicre proliferasyon hizi, yerel oksijen kaynagina biiyiik bir

talep getirir. Ayrica, anormal timdr damar yapisi kan akisini azaltir ve timdr boyunca
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oksijen dagitimini sinirlar ve bu da hipoksi indlklenebilir faktor- la (HIF-1ot)’y1 uyaran
eden hipoksiye neden olur (Semenza, 2007). ilging bir sekilde, kolon kanseri
hicrelerinde HIF-1a, galektin-1 mRNA'sin1 ve protein ekspresyonunu arttirmistir.
Bununla uyumlu olarak, galektin-1 ekspresyonu, Kaposi sarkomu, melanomu, meme
ve prostat karsinom hiicre hatlarinda hipoksik kosullar altinda artmistir (Croci et al.,
2012).

Ozet olarak, bu bilgiler, timo6r damar gelisiminde tiimdr kaynakli galektin-1
roliiniin altim1 ¢izmektedir. Galektin-1'in proanjiyogenik ozellikleri, esas olarak
endotel hiicrelerinin artan proliferasyonu, yapigmasi, gogii ve apoptoza direnci ile

ilgilidir.

2.2.5. Kanserde potansiyel bir terapotik hedef olarak Galektin-1

Galektin-1 inhibisyonu, kanser tedavilerine artan ilginin konusudur. Galektin-1
ve ligandlar1 arasindaki etkilesimleri bloke eden bir dizi yeni bilesik veya farmakolojik

yaklagim degerlendirilmistir.

Rabinovi¢ ve digerleri sentetik laktuloz aminlerin, galektin-1 ve galektin-3
karbonhidrat baglanmasinin gii¢lii ve spesifik inhibitorleri oldugunu tarif etmislerdir.
Bunlarin, melanom hicrelerinin galektin-1 aracili homotipik agregasyonunu
onledigini, endotelyal hiicre gociinii, istilasin1 ve farklilasmasini inhibe ettigini ve
kiictik hiicreli akciger karsinomu hiicre hatlarinda apoptozu indiikledigini
bildirmislerdir (Rabinovich et al., 2006). Son zamanlarda, ekzojen oligosakkaritlerin,
neoplastik hicrelerin sag kalimi, yapigsmasi ve go¢iinde galektinin biyolojik
fonksiyonlariin sondiiriicii ajanlari olarak hareket ederek, bu lektinlerin, galektinlerin
endojen ligandlarini taklit edebilecegi One siirtilmiistiir. Dogal galektin ligandlarinin
oligosakkarit pargalarini tasiyan bir dizi oligosakkarit tiirevleri (OSD'ler), c¢esitli
preklinik modellerde potansiyel galektin inhibitorleri olarak calisilmistir. OSD'ler
melanom hiicrelerinin homotipik hiicre agregasyonunu azaltmis ve insan kiguk hiicreli
akciger karsinomunun apoptozunu indiiklemistir. Ne yazik ki bu farmakolojik
yaklagim, benzer CRD alanlari tagiyan diger galektin iiyelerini de inhibe edebildigi
icin 6zglnlikten yoksundur (Rabinovich et al., 2006).
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Sentetik ve metabolize olmayan bir disakkarit olan tiyodigalaktozit (TDG),
galektin-1 CRD igin nispeten yiiksek afinite gosterir. Yakin zamanda yapilan bir
calisma, TDG'nin meme ve kolon ksenograftlarinde akciger metastazi gelisiminde
onemli inhibitor etkilerle kanser hiicresinin endotel hiicrelerine yapigsmasini azalttigini
gostermistir (Cumpstey et al., 2005). Galektin-1 CRD alani igin yiiksek afiniteye sahip
yeni TDG tiirevleri tasarlanmistir. Bu ikinci nesil TDG'ler, akciger ve prostat timor
hlcrelerinin in vitro géclni engellemislerdir (Cumpstey et al., 2007; Delaine et al.,
2008).

Croci ve arkadaslar1 yakin zamanda galektin-1'e 6zgi monoklonal bir antikorun
(mAb) in vivo terapétik yararlarini dogrulamustir. Bu yeni nétralize edici mAb
(F8.G7), galektin-1'in endotel hiicrelerine baglanmasini onleyerek, galektin-1 ile
indlklenen endotelyal hicre proliferasyonunu, gociinii, istilasin1 ve kapiller tup

olusumunu inhibe etmistir (Croci et al., 2012).

Anginex (B pep-25), galektin-1'i hedefler. Anginex, endotelyal hcrelerde
galektin-1'e baglanarak endotelyal hiicre proliferasyonunu ve gég¢ini inhibe eder ve
hicre oOlimund indukler. Anginex melanom, koryokarsinom ve yumurtalik
kanserlerinin preklinik modellerinde, tiimér damar yogunlugunda bir azalma ile
birlikte tiimor biiyiimesini doza bagl bir sekilde inhibe etmistir (Brandwijk et al.,
2006).

Anginex ile elde edilen umut verici sonuglar gz oniine alindiginda, terapotik
dozaj1 azaltmak ve molekiiler boyutu en aza indirmek i¢in gelistirilmis 6zgiilliige sahip
yeni nesil bilesikler tasarlanmigtir. Anginex’in dibenzofuran (DBF) bazh
peptidomimetigi galektin-1 B-sandviginin bir tarafina baglanir (Dings et al., 2013).
DBF tedavisinden sonra ¢esitli ksenograft modellerinde timdr biiylimesinin ve timor

anjiyogenezinin inhibisyonu tanimlanmistir. (Mayo et al., 2003).
Kanserde potansiyel terap6tik ajanlar olarak galektin-1 inhibitorleri Gzerine

yapilan calismalarin ¢ogu klinik 6ncesi veya klinik gelisimin erken asamalarinda

oldugundan, insanlarda yan etkilere iliskin veriler heniiz tam bildirilmemistir.
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2.3. Galektin-3

Galektin-3, bir C-terminal CRD'ye bagli klg¢ik amino asit segmentlerinin
(toplam neredeyse 120 amino asit) ardisik olusan biiytitiilmiis bir N-terminal kismina

sahip galektin ailesinin tek Gyesidir.

Diger galektinler gibi, galektin-3 de klasik salgi yolu yoluyla salgilanmak igin

gerekli bir sinyal dizisinden yoksundur, ancak yine de protein hiicre dis1 alana salinir.

Galektin-3 ¢ok degerlikli  karbonhidrat ligandlarinin  mevcudiyetinde
oligomerize olmaktadir ve hiicre yiizeyinde glikanlari gapraz baglama yetenegine
sahiptir. Boylece transmembran sinyal yolaklarini baglatir ve cesitli hiicresel
fonksiyonlar tzerinde etkilidir. Bu kendi kendine birlesme &zelligi, proteinin N-
terminal bolgesine baghdir. Bu bolge, kollajenaz ve matriks metalloproteinazlar gibi
proteazlara duyarli oldugundan, in vivo galektin-3'Un biyolojik aktiviteleri
muhtemelen bu enzimler tarafindan modiile edilmektedir (Almkvist ve Karlsson,
2002; Liu ve Rabinovich, 2005).

Diger galektinlerle karsilastirildiginda, galektin-3'iin hiicre i¢i islevleri daha
kapsamli bir sekilde belgelenmistir. Gen transfeksiyonu ve antisens yaklasimlari
kullanilarak, galektin-3'Un farkli apoptotik uyaranlara karsi1 bir dizi hiicre tipinde anti-
apoptotik aktiviteye sahip oldugu kanitlanmistir. Hucre i¢i galektin-3'Un apoptoza
diren¢ kazandirdigi mekanizmalar tam olarak aydmlatilmamistir, ancak mevcut
bilgiler, mitokondride faaliyet gosterenler de dahil olmak {izere diger apoptoz

diizenleyicileri ile etkilesimi i¢erebileceklerini gostermektedir (Huang et al., 2017).

2.3.1. Galektin-3 ve immunoloji

Galektin-3, gesitli bagisiklik hiicrelerinin farklilasmasini ve biiyiimesini etkiler:
T hcreleri ve notrofillerde apoptozu indiikler ve mast hiicreleri, nétrofiller, monositler
ve T hiicreleri dahil olmak (izere birgok lenfoid ve myeloid hiicreyi aktive etmektedir.
Rekombinant galektin-3 ayrica insan monositlerinin ve makrofajlarinin gogiinii
indiiklemede bir kemokin gibi islev gorebilir (Liu ve Rabinovich, 2005; Elola et al.,
2007).
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Galektin-3, TCR kompleksi ile kafesler olusturabilir ve bu mekanizma
araciligiyla, TCR tarafindan baslatilan sinyal transdiiksiyonunun negatif diizenleyicisi
olarak hizmet edebilir. Bu lektinin bazi hiicrelerde destekleyici fonksiyonlara sahip
olmasi, ancak digerlerinde baskilayici aktivitelere sahip olmasi ¢ok sasirtict degildir,
cuinkd muhtemelen ya pozitif sinyaller veren reseptorlere ya da negatif sinyaller veren
reseptorlere baglanmaktadir (Yang, Rabinovich ve Liu, 2008).

Endojen galektin-3'ln aktiviteleri, galektin-3-yoksun (Lgals32/2) farelerden
alinan hiicreler kullanilarak ele arastinlmistir (Elola et al., 2007). Lgals32/2
farelerinden elde edilen peritoneal makrofajlar, vahsi tip farelere kiyasla
lipopolisakkarit ve IFN-y tarafindan indiiklenen apoptoza kars1 daha duyarhdir. Bu,

galektin-3'lin anti-apoptotik islevleriyle tutarlidir.

Lgals32/2 farelerinin kullanildig: in vivo ¢aligmalar, galektin-3'Un enflamatuar
yanitlar1 destekledigi fikrini desteklemektedir (Elola et al., 2007). Ek olarak, Lgals32/2
fareleri, bir periton iltihab1 modelinde vahsi tip farelere gore zayiflamis lokosit
infiltrasyonu sergilemistir. Bu calismalar ayrica galektin-3 tarafindan Th2

polarizasyonunun tesvik edildigini ortaya koydu.

2.3.2. Galektin-3 ve tiimdér gelisimi

Galektin-3'in timor biiyiimesi, ilerlemesi ve metastazdaki rolii kapsamli bir
sekilde belgelenmistir. Hiicre hatlarinda galektin-3 ekspresyonunun inhibisyonu ve
galektin-3'iin ektopik ekspresyonunu igeren calismalardan, tiimorlerin transforme
fenotipini kazanmasi ve blyumeleri igin galektin-3 ekspresyonunun gerekli olduguna
isaret etmektedir (Liu ve Rabinovich, 2005). Galektin-3'Un hiicre transformasyonu ve
bliylimesine dahil oldugu mekanizmalar heniiz tam olarak anlasilmamistir.

Transkripsiyon faktorleri ile etkilesimi de bu siireglere dahil olabilmektedir.

Galektin-3'iin tiimor progresyonu ile ilgili en kapsamli ¢alisilan islevi, gesitli
apoptotik uyaranlara (kemoterapotik ajanlar dahil) maruz kalan bir dizi timor hiicre
tipinde apoptozun inhibisyonudur (Liu ve Rabinovich, 2005). Galektin-3, p53
yolaginin asagr kiSminda apoptoz diizenleyici yolda bir efektor molekiil

olabilmektedir.
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Metastazdaki rolu
Rekombinant galektin-3'Un timaor hicrelerinin motilitesini etkiledigi ve in vitro

invazivligini etkiledigi gosterilmistir.

Galektin-3, timaorlerin mikrogevresi Uzerine etki ederek tiimor metastazini da
etkileyebilir. Stromada galektin-3 varliginin meme kanserinde olumsuz bir prognostik
faktor oldugu gosterilmistir. Galektin-3, endotel hicrelerinin gécuni indukleme
kabiliyeti ile iliskili olarak in vitro anjiyojenik aktiviteye sahip olmaktadir. Ek olarak,
galektin-3'iin karacigerdeki miyofibroblastlarin aktivasyonunda kritik bir rol oynadigi
ve karbon tetrakloriir tarafindan indiiklenen karaciger fibrozisine katkida bulundugu
gosterilmistir. Boylece bu lektin diger cesitli fibrotik siireglere katkida bulunabilir
(Yang, Rabinovich ve Liu, 2008).

Hayvan modelleriyle yapilan c¢alismalarda galektin-3'n in vivo tumor
metastazindaki roliine dair kanitlar sunulmustur (Liu ve Rabinovich, 2005). Ornegin,
ciddi kombine immin vyetmezlikli (SCID) farelerde insan adenokarsinom
ksenotransplantlarinin karaciger metastazlari, anti-galektin-3 antikoru ile inhibe
edilebilir. Galektin-3'i asir1 eksprese eden transgenik meme karsinomu hicreleri, daha

yuksek metastatik potansiyele sahip olmaktadir (Prior et al., 2003).

2.3.3. Galektin-3 ve diger patolojik siirecler

Galektin-3, aterosklerotik lezyonlarda ve makrofajlarda eksprese edilir ve

apolipoprotein ile karsilagtirildiginda ateroskleroz gelismesine katilmaktadir.

Galektin-3 ayrica yaranin yeniden epitelizasyonunda rol oynayabilir. Lgals32/2
farelerinde kornea epitel yara kapanma oranlari, excimer-lazer ablasyonlu kornealar
veya in vivo veya in vitro kismen iyilesmesine izin verilen alkali yanik yaralar1 dahil
olmak {izere gesitli kornea yara iyilesmesi modellerinde vahsi tip farelere gére 6nemli
6l¢lide daha yavas oldugu goriilmiistiir. Bu, galektin-3'{in eszamanli hiicre i¢i ve hiicre
dis1 etkilerinin yara iyilesmesi igin gerekli olabilecegini diisiindiirmektedir (Yang,

Rabinovich ve Liu, 2008).
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2.4. Galektin-1 ve Galektin-3’iin Kanserlerle Iliskisi

Gal-1 ve Gal-3, gesitli tiimorlerde kapsamli bir sekilde arastirtlmistir (Thijssen
et al., 2015). insan endometriyal kanserlerinde, galektin-1 ekspresyonu, normal
endometriyum ile karsilastirildiginda uterus adenokarsinomlarinda artmis bir
ekspresyon  gosterirken,  galektin-3  ekspresyonu, normal mukoza ile
karsilastirildiginda endometriyal kanser hiicrelerinde azalir (Yang et al., 2012; Al-
Maghrabi et al., 2017). Ilging bir sekilde, galektin-3’iin sitoplazmada eksprese edildigi
timorler, galektin-3'tin hem ¢ekirdekte hem de sitoplazmada bulundugu lezyonlara
kiyasla miyometriyumun daha derin bir invazyonu ile karakterize edilmistir (Chou et
al., 2018). Insan mesane kanseri vakalarinda, transizyonel hiicreli karsinomlarda
galektin-1'in artan mRNA ekspresyonu, histolojik derece ve klinik evre ile pozitif
korelasyon gostermistir (Rubinstein et al., 2004). Galektin-3 seviyelerinin kanser

hastalarimin kan 6rneklerinde artmis oldugu gézlemlenmistir.

2.5. Endometriyal Adenokarsinomlar

Endometriyal kanser (EK), diinya ¢apinda en yaygin jinekolojik malignitelerden
biridir ve bu nedenle halk saglig: ile ilgili Gnemli bir sorunu temsil eder (Siegel, Miller
ve Jemal, 2015). Amerika Birlesik Devletleri, yillik 60.000 yeni vaka insidansinin yant
sira 10.000'den fazla 6liim raporlamaktadir. Bu insidansin, obez hastalarin epidemisi
ile sik1 bir sekilde baglantili oldugu bildirilmektedir (Tran ve Gehrig, 2017; Siegel,
Miller ve Jemal, 2018). EK, 2014 WHO siniflandirmasina gore ¢oklu histolojik alt
tiplere ayrilabilir. En yaygimn histolojik alt tipler sunlardir: endometrioid (%77);
karisik hiicre tipi (%7); serdz (%8); karsinosarkom (%3); seffaf hiicre (%2); miisin6z

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

Hiicre hatlari, kanserin biyolojik mekanizmalarini aragtirmak i¢in kullanilabilir.

Gunumuzde bunlar yaygin olarak in vitro timor modelleri olarak kullanilmaktadir.

Kanser hiicresi aragtirmalarinin odak noktasi, karsinogenezin biyolojik
mekanizmalarin1 ve endometriyumda g6zlenen mekanizmalarini ortaya ¢gikarmak ve
anlamaktir. Bu, kanser hiicre hatlarinin yardimiyla elde edilebilir. Hiicre hatlarinin

kullanimi1 preklinik kategoriye girer. Hiicre hatlarinin in vitro tiimoér modelleri olarak
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kullanimi1 giiniimiizde olduk¢a yaygindir ve bazi smurliliklara ragmen kanser

aragtirmalarinda giiglii bir ara¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Zhou et al., 2007).

Hiicre hatlar1 ila¢g gelistirme alaninda, 6zellikle onkoloji alaninda siklikla
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, daha karmasik kiiltiir teknikleri ile
karsilastirildiginda, hiicre hatlari, nispeten hizli ve ucuz bir sekilde sonu¢ verme

yetenegi ile hala en kararli kiiltiir teknigini saglar.

2.5.1. Stk kullanilan endometriyal hiicre hatlar

En yaygin olarak bilinen endometrial CCL, Ishikawa, HEC-1-A, HEC-1-B ve
KLE'dir. 2018 yilindaki ¢aligmalarinda, Nyen ve ark. AN3-CA, ECC-1, HECI1A,
HECIB, Ishikawa ve KLE'yi tip I olarak tanimlamigtir (Nyen et al., 2018).

2.5.2. Ishikawa Hucreleri

Ureme biyolojisi alaninda sik kullanilan endometriyal hiicre hatlarindan biri

Ishikawa hiicre hattidir.

Ishikawa hucreleri, glanduler ve luminal epitel 6zelliklerini gosterirler. Bu
hicreler normal endometriyumda bulunan birgok enzim, protein ve steroidi igerirler.
Ozellikle ostrojen ve progesteron reseptérlerini (sirasiyla ER ve PR) eksprese etmeleri
bu hiicre hattin1 endometriyal endokrin ¢alismalar i¢in miikemmel bir model haline
getirmektedir. Bu hiicrelerin 25. pasajdan alinan hiicrelerinin nude farelere transplante
edildigi bir ¢calismada ER ve PR pozitif olarak belirlenmis, ve hatta 50. jenerasyona
kadar reseptor pozitivitesi devam etmistir (Nishida, 2002).

Ishikawa hiicre hatti, endometriyum fonksiyonunu incelemek i¢in uzun

zamandan beri yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
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2.6. Ostrojen ve Progesteron hormonlart

Ostrojen ve progesteron, kadinlarda cinsel ve iireme gelisimi i¢in énemli olan
hormonlardir. Ostrojen ve progesteron, bir kadinin menstrual déngustni diizenlemeye
yardimci olur ve gebelikte 6nemli bir rol oynar. Genellikle 'kadin hormonlart' olarak

diistiniilseler de, erkeklerde de hem 6strojen hem de progesteron bulunur.

Overler iki grup seks hormonu iiretir ve salgilar: 6strojen ve progesteron .

2.6.1. Ostrojenler

Ostrojenler olarak bilinen ve ostradiol, striol ve 6stron olmak (izere ii¢ gruba
ayrilirlar. Ostradiol en potent olan alt tipidir ve primer olarak ovaryan follikiillerden
salinir. Daha az potent olan dstriol gebelik sirasinda karacigerde sentezlenir. En diisiik
potensi olan d&stron ise periferik dokularda Ostradiol ya da androstenediondan

olustrulur.

Bu hormonlar, ergenlik doneminde kadin cinsiyet ozelliklerinin saglikli

gelisimini desteklemek ve dogurganligi saglamak icin birlikte ¢alisir.

2.6.2.  Progesteron

Progesteron, progestojenler adi verilen bir hormon simifina ait bir steroid
hormondur. Kadin viicudunun menstrual dongiistiniin ikinci yarisinda ovilasyondan

sonra olusturdugu gegici bir endokrin bez olan korpus luteum tarafindan salgilanir.

Progesteron, ovilasyondan sonraki gebelik potansiyeli igin endometriyumu
hazirlar. Déllenmis bir yumurtay1 kabul etmek i¢in mukozanin kalinlagmasini tetikler.
Ayrica uterusun konseptusu reddetmesine neden olacak myometriyal kasilmalarini da
durdurur. Gebelik stresince 6nce korpus luteum, sonrasinda ise plasenta tarafindan

salgilanan progesteron yumurtlamay1 engeller.

Gebeligin gergeklesmedigi durumlarda, korpus luteum lizise ugrar ve

progesteron seviyeleri diiser. Bu, menstruasyonun baslamasini tetikler.
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2.6.3.  Ostrojen ve Progesteron reseptirleri ve islevieri

ER ve PR, nukleer reseptor super ailesine aittir. Bunlar, spesifik genlerin
ekspresyonunu baslatmak i¢in farkli DNA bolgelerine baglanabilen ligand bagimli
transkripsiyonel faktorlerdir.

ER; ER-a ve ER-B olmak Uzere 2 ana izoformda bulunur. Hiicresel proliferasyon
ve farklilasma sirasinda degisen dokularda belirgin bir ekspresyon paternine sahiptirler
(Mueller ve Korach, 2001; Yang, Kriatchko ve Roy, 2002). ER-a, 6strojenlere yiiksek
afinite ve diisiik kapasite ile baglanir. Agirlikli olarak endometriyumda bulunur ve
ostrojene duyarli dokularin gelisimi i¢in gereklidir. ER-B diisiik afiniteli ve ylksek
kapasiteli Ostrojenlere baglanir ve transkripsiyonu inhibe eder. Epitel hiicrelerinin
organizasyonu ve yapismasi ve dolayisiyla farkli doku morfolojisi ve fonksiyonel

olgunlagmasi i¢in gereklidir.

Progesteron reseptorii (PR), islevsel olarak farkl: iki transkripsiyon faktori olan
2 izoforma, PR-A ve PR-B'ye sahiptir. PR-A'nin uterusta progesteronun anti-
proliferatif etkilerini, yani 0strojen-antagonistik etkisini module eder ve PR-A'nin

yoklugunda PR-B hiicre blyumesini, yani dstrojen agonisti etkisini indtkler.

PR geninin transkripsiyonunun ostrojene yanit veren hiicrelerin ¢ogunda
Ostrojen tarafindan indiiklendigi ve progesteron tarafindan inhibe edildigi literatiirde
1yi belgelenmistir, bu nedenle ER ve PR ekspresyonunun koordineli oldugu diisiiniiliir

(Lesniewicz et al., 2009).

2.6.4.  Menstrual dongii sirasindaki ER ve PR

Normal bir menstrual déngude 6strojenler, ovulasyon 6ncesi proliferatif faz ve
postoviilasyon sirasinda endometriyumun epitelyal ve stromal elemanlarinin
proliferasyonunu indiikler. Progesteron, glandiiler farklilasma ve glikojenezin yam
sira stromal proliferasyon ve pre-desidual hiicrelerin gelisiminde rol oynar. Bdylece
folikiler fazda endometriyal epitel ve stromada ER artar ve ovulasyondan sonra

diiserek gec luteal fazda diisiik bir diizeye ulagir.
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Hem PR-A hem de PR-B muhtemelen Ostrojenin etkisi altinda folikiiler fazda
artar ve luteal fazda epitelde azalir, ancak menstruasyona kadar stromada (baskin

izoform-PRA) daha yiiksek seviyede kalir (Mylonas et al., 2007).

2.6.5. Endometriyal karsinomda ER ve PR

EK, seks steroid hormonuna bagli oldugundan, steroid reseptorleri ER-a, PR-A
ve PR-B'nin varligi, histolojik farklilasma, tedaviye yanit ve metastatik potansiyel ile

nicel olarak iliskilendirilmistir (Markman, 2005).

Seks steroid reseptorlerinin kaybinin endometriyal karsinogenezde erken bir
olay oldugu ve endometriyal karsinomun genellikle normal endometriyum veya
endometriyal hiperplaziden daha diisiik seviyede steroid reseptorlerine sahip oldugu
gosterilmistir. ER-a ekspresyonu EC21,22'de malign olmayan dokuya gdre hem
bezlerde hem de stromada azalir ve EK derecesi arttikca daha da azalir. ER-o
ekspresyonu bezlere gore stromada daha diistiktiir. EK’da stroma hticrelerinin epitel
hiicrelerinden 6nemli 6l¢iide daha fazla etkilendigi gosterilmistir (Jazaeri et al., 2001;
Collins et al., 2009; Smuc ve Rizner, 2009; Gul et al., 2010).
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BOLUM 3: GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Aragtirmamiz deneysel bir ¢alismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Aragtirmamiz {zmir Ekonomi Universitesi, Tip Fakiiltesi laboratuvarlarinda

yapilmistir.

Arastirmaya Eyliil 2020 tarihinde literatiir taramasi ile baslanmis olup, arastirma
proje materyalleri Nisan 2021 tarihinde tamamlanmistir. Nisan 2021-Haziran 2021
tarihleri arasinda deney gruplari olusturularak elde edilen 6rneklerden ELISA ve RT-
PCR analizleri yapilmistir. Toplanan verilerin degerlendirilmesi 01-16 Temmuz 2021

tarihleri arasinda gercgeklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Arastirmamiz herhangi bir bolge ile sinirlandirilmamais evrensel bir caligmadir.
Orneklem se¢iminde asagidaki kriterler dikkate alinmstir.

Calismaya dahil edilme Kkriterleri:

e Kulttrdeki hiicrelerin morfolojisinde herhangi bozukluk olmamasi

e Kiiltiirdeki hiicrelerin ikiye katlama siirelerine uygun olarak cogalmalari

Calismadan dislanma Kkriterleri:

e Kiiltiirde kontaminasyon riski olmasi
e ELISA analizleri igin protein konsantrasyonunun belirlenen standart

araligina dahil olmamasi

e RT-PCR analizleri i¢in izole edilen RNA’nin konsantrasyonlarinin

diisiik ¢ikmasi
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3.4. Arastirmanin Sirliliklar

Arastirma bulgular1 Ishikawa hicrelerinin  E2 (17p-6stradiol) ve P4

(progesteron) hormonlarinin belirlenen konsantrasyonlar1 ile muamelesi ve erken

donem galektin ekspresyonunun analizi ile sinirlidir.

3.5. Calisma Materyali ve Yontem

3.5.1. Geregler

Arastirmada kullanilan cihazlar, araglar ve malzemeler asagidaki tablolarda
gosterilmistir (Tablo 2. Ve Tablo 3.).

Tablo 2. Kullanilan cihazlar

Polimeraz Zincir

Reaksiyonu Cihazi

Cihaz Ad1 Marka, Katalog No Kullanim Amact

Orbital Calkalayici Stuart, #S1500 ELISA inkiibasyonlarinin
gerceklestirilmesi

Gergek Zamanli Biorad, #CFXConnect gRT-PCR deneylerinin

yuratilmesi

Plaka Okuyucu
Spektrofotometre

Thermo Fischer,
#Multiskan

ELISA yontemi

absorbans dl¢cimi

Inverted Mikroskop

Olympus, #CKX53SE

Hicre Kaltlru
deneylerinin

gerceklestirilmesi

PCR Cihazi (Thermal
Cycler)

Applied Biosystems,
#Veriti 9902

cDNA sentezinin

gerceklestirilmesi

Vorteks

Daihan Scientific, #VM-
10

Kimyasal ve hiicre

orneklerinin karistirilmasi
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Tablo 2. Kullanilan cihazlar (On sayfadan devam)

Elektrikli Pipet Pompasi

Isolab, #010.01.005

Hucre Kultlru

deneylerinin
gerceklestirilmesi

Cok kanall1 pipet Brand, #Transferpette 12 | ELISA yOntemi
kuyucuklarin yikama
islemleri

Santriflj Hettich, #Rotina 380R Hicre kulttru deneyleri
ve Orneklerinin eldesi

Su Banyosu Mipro, #MCS30 Hucre kiltirl deneyleri

Etlv Binder, #16-03170 Sterilizasyon sonrasi
kurutma iglemleri

Otoklav Hirayama, #HV-85L Sterilizasyon

Buz Cihazi Scotsman, #AF80 RNA izolasyonu ve

cDNA sentezi
deneylerinde érneklerin

saklanmasi

Distile Su Cihaz

GFL, #2104

ELISA materyallerinin
hazirlanmas1 amaciyla

distile su eldesi

Hassas Terazi

Bel Engineering,
#M214Ai

Kimyasal tartimi

-86C Ultra Derin

Dondurucu

Thermo Scientific,
#88400V

Orneklerin ve dondurulan

hiicrelerin saklanmasi

S1vi Azot Tanka

Thermo Scientific,
#CY50935-70

Dondurulan hiicrelerin

saklanmasi
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Tablo 3. Kullanilan sarf malzemeleri (kimyasallar, kitler vb)

Malzeme Adi

Marka, Katalog No

Kullanim Amaci

Ishikawa Insan

Endometriyal

Sigma, #99040201

Deney gruplarimin

olusturulup yanitlarin

Adenokarsinom Hucre incelenmesi

Hatt1

Ostradiol Sigma Aldrich, # E2758 ucre kalttrd model
olusturulmasi

Progesteron Sigma Aldrich, #P8783-15 | Huicre kaltirt model
olusturulmasi

DMEM Gibco, #41966029 Hicre kalturd icin
besiyeri

FBS Hyclone, Kltir besiyerine eklenen

#SV30160.03.H1 serum
Penisilin-Streptomisin Hyclone, #5Vv30010 Kltlrde

kontaminasyonun

onlenmesi

Tripsin-EDTA

Wisent, #325-043EL

Pasajlama sirasinda
hicrelerin kaplardan

kaldirilmasi

Phenol red free DMEM

Gibco/21063029

Fenol-kirmizi igermeyen

102-1B

besiyeri
PBS Diagnovum, #D402- Hicrelerin yikanmasi
500ML
DMSO Biobasic, #D0231 Hiicre dondurulmast
Tripan Mavisi Biological Industries, #03- | Hiicre sayimi1 ve canlilik

tayini
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Tablo 3. Kullanilan sarf malzemeleri (kimyasallar, kitler vb) (6n 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 izolasyon Kiti

Biobasic, #EZ-10

Hucre 6rneklerinden
RNA eldesi

cDNA Sentez Kiti

ABM, #G236

Hucre 6rneklerinden
cDNA eldesi

PCR MasterMix

Biorad, #SMX200

gRT-PCR reaksiyonunun

gerceklestirilmesi

BCA Protein Tayin Kiti

Biobasic, #SK3021

Orneklerde total protein

konsantrasyonun tayini

MTT Kit

ABP Biosciences, #A015

Hiicre Canlilig1 Tayini

Primerler

Biobasic, #HPLC100

gRT-PCR reaksiyonunun

gerceklestirilmesi
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3.5.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Calismamizda donmus olarak temin edilmis hiicrelerden arastirma ve tiretim

amaciyla yeni kiiltiirler hazirlanmistir.

Kullanilan 6rnekler ve soliisyonlar:

> Ishikawa Insan Endometriyal Adenokarsinom Hiicre Hatti Prof. Dr. Seving
Inan’n hediyesi (pasaj #2)

> Besiyeri

1. %10 v/v FBS (Fetal Sigir Serumu), %1 v/v Pen-Strep (100 U penicillin/0.1
mg/mL streptomycin) eklenmis Fenol-kirmizisi igeren 500ml DMEM besiyeri
2. Hormon deneyleri icin kullanilan serum ve Fenol-kirmizist igermeyen, %1
Pen-Strep eklenmis DMEM besiyeri

3.5.2.1. Ishikawa Hucreleri

Insan endometriyal adenokarsinom hiicre hatt1 Ishikawa hiicreleri, glandiiler ve
luminal epitel Ozelliklerini  gostermektedir. Ishikawa hicrelerinin, normal
endometriyumda bulunan birgok enzim, protein, steroidlerin yani sira Ostrojen ve
progesteron reseptorlerini eksprese etmesi endometriyal endokrin ¢alismalar i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir (Seval et al., 2006; Vergetaki et al., 2014). Calismamizda
kullanilan Ishikawa hiicre hatt1 Prof. Dr. Seving Inan tarafindan hediye edilmistir (Pasaj
#2).

Ishikawa hticreleri %10 FBS ve %1 penisilin-streptomisin i¢ceren Dulbecco’nun
modifiye Eagle besiyerinde (DMEM) -37 °C’de; %5 COz kosullarina sahip inkiibatorde
cogaltildi. Hiicre konfluensinin %70-80’e ulagmasinin ardindan hormon uygulamalari
icin 6-kuyucuklu plakalara ekilerek hormon inkiibasyonu icin gerekli gruplar
olusturuldu. Hucre besiyeri hormon uygulama protokoliinden 24 saat 6nce fenol-

kirmizist ve serum igermeyen DMEM ile degistirildi.
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3.5.2.2. Hucre ¢0zdirme

Calismamizda donmus olarak temin edilmis hiicrelerden arastirma ve tiretim
amaciyla yeni kiiltiirler hazirland1 ve es zamanli olarak, 0zellikle erken pasajlardan

hiicreler donduruldu.

Hiicre C6zdirme Protokoli

> Hiicreler donmus halde teminlerinin ardindan ¢6zdiiriilmelerine kadar
gecen siirede -80°C’de derin dondurucuda saklanir.

> Dondurulmus hiicreleri igeren kriyotip 37°C’deki su banyosunda
kapak kismindan tutularak hizlica ¢ézdiiriiliir (yaklasik 1-2 dk).

> Tamamen ¢oziinmiis hiicre kriyotlpu alkol ile silindikten sonra laminer
hava akigl kabin igerisine alinir.

> Hicreler kriyotlp icerisinden alinarak 5 ml besiyeri iceren santrif(j

tiiptine aktarilir.

> Hiicreler 1000 rpm’ de 10 dk santrifiij edilmis ve slipernatant
uzaklagtirilir.
> Tipin icine 3 ml taze besiyeri eklenerek pipetaj ile karistirilir.

Ardindan hiicreler T25 kiiltiir flaski igine ekilir.
> Kiiltiir kabi tizerine hiicrenin adi, agilma tarihi ve donduruldugu
tarthteki pasaj sayist yazilarak hiicreler 37°C, %S5 karbondioksit iceren

inkUbatore kaldirilir.

3.5.2.3. Hucre pasajlama

Tek tabakali kiiltiirlerde pasajlama islemi i¢in, hiicrelerin kiiltiir kab1 yiizeyinden
ve birbirlerinden ayrilmalar1 gerekir. Bu da calkalama veya bir hiicre kaziyici ile
mekanik olarak, veya enzimatik ve kimyasal islemlerle miimkiindiir. Calismamizda

hiicreleri kiiltiir kabindan kaldirmak ve ayirmak i¢in tripsin-EDTA kullanilmistir.

Hiicre Pasajlama Protokoll

> Hicreler %70-80 konfluent olunca besiyeri uzaklastirilir

> Kiiltiir kabinin hacmine uygun tripsin eklenir (T-25 flasklara 3ml, T-75
flasklara 6ml, 6-kuyucuklu plakalara 1ml).
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Ardindan kiiltiir kab1 inkiibatore yerlestirilir. Tripsinle yaklagik 6-8 dk
muamele edildikten sonra kiiltiir kabindan tamamen ayrilan Ishikawa
hlcrelerinin Gzerine tripsin hacmi kadar besiyeri eklenerek tripsin
inaktive edilir ve hiicre slispansiyonu santrifiij tiiplerine aktarilir.
Hiicreler 5 dakika boyunca oda 1s1sindal1600 RPM de ¢oktiiriiliir.
Coken hiicrelerin iizerindeki slipernatant atilir ve hiicreler dnce 2ml
besi yeri ile, ardindan ihtiyaca ve tahmini hiicre sayisina gore Sml ya
da 10ml besiyerine tamamlayacak kadar besi yeri ile yukari-asagi
pipetlenerek restispansiye edilir.

Hiicreler tripan mavisi ile % oraninda diliie edilerek neubauer lamina
aktarilir ve sayilir. Hiicre konsantrasyonu ve pasajlanacak kaplarin

boyutlar1 gbz oniine alinarak kiiltiir kaplarina ekilir.

3.5.2.4. Hiicre dondurma

Calismamizda kriyoprotektan olarak DMSO kullanilmis ve hiicreler metabolik

aktivitenin yavaslamasi amaciyla -79°C’ nin altindaki sicakliklara sahip ultra derin

dondurucularda dondurulmustur.

Hiicre Dondurma Protokolii

>

Hiicre kiiltiir flasklarinda ekili, %70-80 konfluense ulasan hiicreler
yaklasik 6-8 dakika boyunca tripsin ile muamele edilir.
Tripsinizasyonun ardindan hiicrelere taze besiyeri eklenerek tripsin
inaktive edilir.

Hicreler 5 dakika boyunca 1600 RPM de santrifiij edilerek ¢oktirdlir.
Santrifiij sonrasi stipernatant uzaklastirilir, ardindan elde edilen hiicre
pelleti Uzerine dondurma ortami (%95 FBS+%5DMSO) eklenerek
resispanse  edilir. Bu asamada hiicreler sayilarak  stok
konsantrasyonlari belirlenir.

Elde edilen hicre stispansiyonu kriyotiplere aktarilir.

Tiiplerin istiine hiicrenin adi, dondurulma tarihi ve donduruldugu
tarihteki pasaj sayisi yazilir. -20 °C’de 2 saat muhafaza edilerek yavas
dondurma islemi gerceklestirilir.

Ardindan hucreler -86°C’de saklanir
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3.5.2.5. Hiicre sayimi ve canlilik tayini

Hicrelerin boyanarak incelenmesi, hicre morfolojisini gdzlemlemek ve

hlcreleri tanimlayabilmek i¢in kullanilan en kolay ve en direkt tekniklerdendir.
Canlilik tayininde veya hiicre sayiminda membran biitiinliigliniin korunmasi
esasina gore Olii hiicreler boya alirlar. Calismamizda hiicre kiiltiirii deneylerinde tripan

mavisi boyasi kullanilarak hiicre morfolojisi ve canlilig: takip edildi.

Tripan mavisi boyasi ile mavi boyanarak gozlemlenen hiicreler canliligini

yitirmis hiicre olarak degerlendirildi. Canli hiicreler ise parlak sar1 renkte ayirt edildi.

Hiicre Sayimi Protokolii

> Hicre stspansiyonu 1500 RPM’ de 5 dakika santrifiij edilir ve
stipernatant uzaklastirilir.

> Hiucre pelleti 5 ml besiyeri ile restispanse edilir.

> Hiicre siispansiyonu 1:4 oraninda tripan mavisi boyast ile seyreltilerek

hiicre sayimi igin gerekli hiicre slispansiyonu olusturulur.

> Elde edilen hiicre suspansiyonu icerisinden 10 puL 6rnek neubauer
lamina aktarilarak inverted mikroskop yardimi ile 100X biiyiitmede 1 mm?'lik 4
farkli alandaki canli hiicre sayis1 belirlenir. Kiiclik karelerin iist ve sag
taraflarindaki kare ¢izgilerinde bulunan hiicreler sayima dahil edilir.

> Canli hiicrelerin mililitredeki toplam sayisinin hesaplanmasi i¢in

asagida belirtilen formiil kullanilir;

hiicre/ml=tiim karelerde sayilan hiicrelerin ortalamas1 X diliisyon faktori x 10*

Total hiicre sayisi= hiicre/ml x 6rnegin alindig: hiicre siispansiyonunun hacmi
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Hicre ekimi ve kalturd

Hiicreler boyanarak sayildiktan sonra hiicre kiiltiir kaplarinin hacmine uygun
sayida hiicre ekilmesi gerceklestirilir. Uzerine kiiltiir kaplariin boyutuna gére yeterli
miktarda besiyeri eklenir (Tablo 4.). Kiiltiir kaplar1 uygun sekilde etiketlenir ve
inkiibatdre kaldirilir. Bu agsamadan sonra hiicrelerin tutunup tutunmadigi kontrol edilir
ve hiicre kabmin yiizey alaninin %70-80°1 hiicrelerle kaplanana kadar (%70-80

konfluent) 2 giinde bir besi yeri tazesiyle degistirilir.

Tablo 4. Hiicre ekimi

Kiiltiir Kab1 Hucre Besiyeri (ml)
Sayis1

96-kuyucuklu plaka | 0.01x10° | 0.1-0.2 ml

6-kuyucuklu plaka | 0.4x10° 1-3 ml

T-25 flask 0.7x10° 3-5ml

T-75 flask 2.1x106 8-15 ml

3.5.3. Deney Gruplart ve Hormon Uyglamalari
Hormonlarin hazirlanmas

Ostrojen ve Progesteronun belirlenen konsantrasyonlarmin hazirlanmasi igin
Ostrojen (E2) ve Progesteron (P4) hassas terazi ile tartildi ve absolut etanol
icerisinde102 mol/L stok soliisyonlar1 hazirlandi. Daha sonra bu stok soliisyonlar yine

etanol ile dilte edilerek 1077~ 10"2° mol/L araligindaki hormon soliisyonlari hazirland.

MTT Analizi

Doz ¢alismalarindan énce MTT analiz yéntemi kullanilarak hiicreler E2 (10 “°;
10 % 10 ® mol/L) ve P4’uin (10°°; 10°8; 10"mol/L) farkli konsantrasyonlar ile 24 saat

inkibe edildi ve bu konsantrasyonlarin hiicre canlilig1 iizerine etkileri degerlendirildi.
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Hormon Uygulama Protokolu

Ishikawa hiicreleri 2 ml besiyeri icinde, 6-kuyucuklu kiiltir plakalarina (0,4x10°
hiicre/kuyucuk) %210 FBS iceren besiyeri icerisinde ekildi. Ekim sonrasinda 24 saat
ylizeye tutunmalart ve %70 konfluens elde edilmek amacli uygun kosullarda
strddrdldd. Hormon uygulamasi 6ncesinde htcreler, fenol-kirmizisinin 6strojenik
etkilerinden arindirilmalar icin FBS ve fenol-kirmizist icermeyen DMEM i¢inde 24
saat inklbe edildi. Hormon uygulamasi sirasinda hiicreler serum ve fenol-kirmizisi

icermeyen DMEM iginde kalttre edildi.

Hormon uygulamasi calismalarinin ilki doza-bagli bir c¢alisma olup, hiicreler
17B-ostradioliin farkli dozlari ile [(E2), 10 *°-10 °-10 ® mol/L] ve progesteronun
farkli dozlar1 [(P4) ,10°-10%-10"mol/L] ile tek basmna 24 saat muamele edildi.
Uygulama sonrasi hiicrelerden Gal-1 ve Gal-3 RT-PCR analizi icin mRNA ve protein
analizleri i¢in hiicre kiltir siipernatant1 elde edildi. Kontrol grubu olarak E2 ve P4

hormonlarinin ¢dzgeni (etil alkol), hormon uygulamalari ile ayn1 hacimde kullanilda.

Hormon uygulamasi c¢alismalarinin ikincisi zamana-baglh bir c¢alisma olup
literatiirde Ishikawa hiicrelerinde fonksiyonel ¢alismalarda kullanilan ve fizyolojik
dozlara en yakin es degerlilikteki E2 ve P4 konsantrasyonlar1 (E2 igin 10 8 mol/L ve
P4 icin 10'mol/L) segilerek zamana-bagli calismalara basland1 (Seval et al., 2006;
Yang et al., 2011, 2012, 2016). 6-kuyucuklu kiltir plakalarinda, kontrol (¢6zgen) E2
(10 ® mol/L), P4 (10 " mol/L) ve E2+P4 (10 ® mol/L + 10 " mol/L) gruplan
olusturularak hiicreler 8, 24 ve 48 saat boyunca inkiibe edildi. Uygulama sonrasi
hicrelerden Gal-1 ve Gal-3 RT-PCR analizi igcin mRNA (8 ve 24 saatlik gruplardan)
ve protein analizleri icin hicre kiltur siipernatanti (24 ve 48 saatlik gruplardan) elde
edildi.

3.5.4. Bisinkoninik Asit (BCA) Analizi

Hiicre kiiltiir siipernatantlarindaki total protein tayini igin ticari bir kolorimetrik
Kit kullanildi. Standartlar stok ¢ozeltiden uygun diliisyonlar ile hazirland1 (25-500
pg/ml). Tiim standart ve 6rnekler distile su ile 4 kat seyreltilerek 96-kuyucuklu plaka
icine 25 pl pipetlendi. Calisma reaktif soliisyonunun kit kilavuzunda belirtilen 50:1

oraninda sirasi ile Reaktif A ve Reaktif B karistirilarak hazirlandi. TUm standart ve
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orneklere 200 ul calisma reaktifi eklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda spektrofotometre cihazi ile 562 nm’de absorbanslar1 dl¢iildil.
Absorbans degerleri kullanilarak standart grafik olusturuldu ve tim 6érneklerdeki total
protein miktar1 belirlendi. Elde edilen en diisiik total protein konsantrasyonuna gore
(1226pg/ml) tim 6rneklerin total protein konsantrasyonu ELISA analizleri 6ncesinde

esitlendi.

3.5.5. MTTAnalizi

Ishikawa hicreleri, 100ul besiyeri icinde 96 kuyucuklu plakalara
(0.01x10%kuyucuk) ekildi. Hiicrelerin yiizeye tutunmalarinin ardindan 24 saat
boyunca g¢esitli konsantrasyonlarda Ostradiol ve progesteron ile inkibe edildi.
Inkiibasyon periyodunun sonunda her bir kuyucuga 10pl, 5mg/ml 3-(4, 5-
dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolyum bromur soltisyonu eklenerek hiicreler 37 °C;
%5 COz inkubatore yerlestirildi. MTT soliisyonunun eklenmesini takiben (¢ saat sonra
canli hiicrelerde olusan koyu mavi formazan kristallerini ¢6zmek icin 100 pl deterjan
solisyonu eklendi ve gece boyu 37 °C; %5 COz inkiibatériine yerlestirildi. Inkiibasyon

sliresinin sonunda spektrofotometre cihazi ile 562 nm’de absorbans dl¢iimii yapildi.

3.5.6. RT-PCR

Total RNA izolasyonu

1. Hicrelerin elde edilmesi

a) RNA izolasyonu oncesinde Ishikawa hicreleri 6-kuyucuklu kalttr
plakalarinin her bir kuyucuguna 400.000 hicre olacak sekilde ekildi ve deney

gruplarina uygun doz ve siirelerde hormon inkiibasyonu gerceklestirildi.

b) Hormon inkiibasyon protokolii sonrasinda besiyeri uzaklastirilarak hiicreler
PBS (3ml) ile yikandi. Ardindan PBS uzaklastirilarak hiicrelere %0.1-0.25 tripsin-
EDTA eklendi. Tripsinizasyon sonrasinda hiicrelere serum iceren besiyeri (tripsini
inaktive etmek icin) eklendi ve hiicreler bir santrifiij tiipiine aktarilarak 1500 rpm'de 5

dakika santrifuj edildi.
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2. RLT soltsyonu ile hiicre lizisi

a) Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve pellet halindeki hiicreler
buza alinarak tizerlerine 350 ul RLT sollisyonu eklenerek hiicre lizisi gergeklestirildi.

b) Ardindan hiicreler 1 dakika boyunca 5.000 rpm'de (6.000 x g) santrifiij edildi.

c¢) Hiicre lizat1 5 kez steril enjektorden (20-G, D=0.9mm) gegirilerek homojenize
edildi.

d) Homojenize lizata 350 pl, %70 etanol eklendi ve asagi-yukar1 pipetlenerek
karistirildi.

3. RNA izolasyonu

a) %70 etanol igindeki hiicre lizat1 2.0 ml'lik kolonlara aktarildi ve 1 dakika,
8.000 rpm'de (6.000 x g) santrifuj edildi.

b) Kolonlarin alt kismina gegen sivi uzaklastirildi. Ardindan kolonlara 500 pl
RW soltsyonu eklendi ve 10.000 rpm'de (8.000 x g) 1 dakika santrif(j edildi.

c¢) Kolonlarin alt kismina gegen sivi uzaklastirildi. Ardindan kolonlara 500 pl
RPE Solusyonu eklenip, 10.000 rpm'de (8.000 x g) 1 dakika santrifilj edildi. RPE
soliisyonunun tamaminin uzaklastirilmasi i¢in santrifiij asamasi ikinci kez tekrarlandi.

d) Kolonlarm alt kismina gegen sivi uzaklastirildi. Kolonlar RNaz icermeyen 1,5
ml'lik mikrosantrifuj tiplerine aktarildi. Kolonlara 40pl RNaz icermeyen su eklenerek
buz Ustlinde 2 dakika inkiibe edildi. Ardindan 1 dakika boyunca 10.000 rpm'de (8.000
x g) santrifuj edildi. Elde edilen RNA 6rnekleri cDNA sentezleme agsamasina kadar -
86°C’de muhafaza edildi.

4. Elde edilen RNA konsantrasyonlarinin tayini

Konsantrasyon tayini 1pl RNA kullanilarak 260nm’de absorbans ol¢iimil ile
gerceklestirildi. RNA’larin saflik derecesi 260/230’de absorbans 6l¢iimii ile belirlendi
ve kullanilan 6rneklerde bu oranin ~1,8 ve iizeri olmasina 0zen gosterildi. cDNA

sentezi esnasinda her bir 6rnek i¢in 1pug RNA kullanildi.
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cDNA sentezi

cDNA sentez Kitinin igerisindeki tiim kimyasallar kullanim 6ncesinde

cozlinerek buza yerlestirildi.

1. cDNA sentezi i¢in 4 pl RT Tamponu (5X), 1 pl dNTP, 1 ul Oligo(dT),
1 ul RTase ve 1 pg’akarsilik gelecek RNA miktar1 PCR tiipleri i¢erisinde karistirilarak
reaksiyon hacmi, nikleaz-icermeyen su ile birlikte 20 ul’ye tamamlandi.

2. Elde edilen karisim termal dongii cihazina yerlestirilerek 50°C'de 50
dakika reaksiyon gerceklestirildi.

3. Reaksiyon 85°C'de 5 dakika 1sitarak durduruldu. Elde edilen cDNA buz
tizerinde sogutularak RT-PCR reaksiyonunda kullanimina kadar -20°C'de muhafaza
edildi.
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RT-PCR (Real-Time PCR; Gergek-zamanh polimeraz zincir reaksiyonu)
Analizi

RT-PCR analizi i¢in kullanilan tim malzeler ve 6rnekler kullanim 6ncesinde
¢oziinerek buza yerlestirildi. 96-kuyucuklu PCR plakasina 10 pl- 2X MasterMix,
0.5pl- cDNA, 1.0pl- ilgili genin Forward-Reverse primer karisimi eklenerek reaksiyon
hacmi steril su ile 20 pl’ye tamamlandi. 96-kuyucuklu PCR plakasinin istii uygun
sekilde kapatilarak ger¢cek zamanli PCR cihazina yerlestirildi. Reaksiyon basamaklari;
95°C’de 3dk dakika polimeraz aktivasyonu/denatiirasyon; 95°C’de 10 saniye,
amplifikasyon asamasinda Gal-1 igin 54°C’de 45 saniye, GAPDH i¢in 51°C’de 45
saniye, Gal-3 i¢in 58°C’de 45 saniye (40 dongl) ve son olarak dissosiyasyon
asamasinda 55°C’° den baglayarak 5 saniyede 0,5°C’lik artiglarla 95°C’ye yiikselis
seklindedir. Endojen kontrol olarak GAPDH kullanildi ve hedef genlerin elde edilen
degerleri ile gen ekspresyonu 2T degisimi yontemi ile hesapland1 (Livak ve
Schmittgen, 2001). Galektin 1 ve Galektin 3 genlerinin forward ve reverse primer
dizileri ilgili tabloda yer almaktadir (Tablo 5.).

Tablo 5. Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu i¢in 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 inkiibasyonu sonrasinda hiicre kiiltiir siipernatantinin eldesi

E2 ve P4 uygulanmasindan sonra hiicrelerin besiyerine (kiiltiir siipernatantlari)
salgiladiklar1 galektinlerin miktarinin 6l¢iilebilmesi amaciyla doza-bagli ve zamana-
bagli calismalarimizdaki her bir deney grubundan kiiltiir slipernatantlar1 toplanarak
yaklasik 20 dakika boyunca 2000 RPM’de santrifiijlendi. Santrifiij ardindan hiicre
siipernatant1 boliinerek steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve ELISA analizlerine
kadar -20 °C’de muhafaza edildi. ELISA deneyleri i¢in 6nce optimizasyon ¢alismalari
yapilarak, kiiltiir siipernatantlarinin galektin degerlerinin standard egri i¢inde yer
almasi i¢in ornekler steril PBS (pH 7.2-7.4) ile 1/10000 oraninda seyreltildi. Galektin-

1 ve 3 analizleri i¢in ayn1 diliisyon katsayisi ve protokol uygulandi.

ELISA analizi on hazirliklar
Gal-1 ve Gal-3 ELISA analizleri igin kullanilan kitler igerisindeki soliisyonlar
kullanima hazir olarak tedarik edildi. Kit protokolii dncesinde yalnizca yikama

tamponu (25X) asagida belirtildigi sekilde seyreltildi.

Yikama tamponunun (1X) hazirlanmasi: 500 ml, 1x yikama tamponu elde etmek

icin 20 ml yikama tamponu konsantresi 25 kat distile su ile seyreltildi.

ELISA Test Prosediir

1. Kite ait tiim reaktifler, standart soliisyonlar1 ve numuneler kitin kullanma
talimatlarina gore hazirlandi. Kullanmadan once kit icerisindeki tim kimyasallar oda
sicakligina getirildi.

2. ELISA analizi i¢in gereken antikor kapli kuyucuk sayisi analiz 6ncesinde
belirlendi ve kalan kuyucuklar 2-8°C'de saklandi.

3. Her bir kuyucuga 50ul standart cozelti eklendi. Standart soliisyonlari
biyotinlenmis antikor i¢erdiginden, standart iceren kuyucuklara antikor eklenmedi.

4. Her bir kuyucuga 40l 6rnek, ardindan 10ul anti-Galectin-1 veya -3 antikoru
eklendi.

5. Tuim standart ve orneklere 50ul streptavidin-HRP eklendi. Ardindan
kuyucuklart igeren plaka bir film ile ortiilerek 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi.
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6. Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklar 5 kez (her bir ytkama 30 saniye ila
1 dakika sure ile) 350 pl yikama tamponu (1X) ile yikandi. Yikama sonunda
kuyucuklarin igerisindeki s1vi, kuyucuklari iceren plaka kagit havluya ters ¢evirilerek
uzaklastirildi.

7. Her kuyucuga sirastyla 50ul substrat soliisyonu A ve B karanlik ortamda
eklenerek 37°C'de 5 dakika inkiibe edildi ve mavi renk olusumu gozlemlendi.

8. Inkiibasyon sonunda her kuyucuga 50ul stop soliisyonu eklenerek reaksiyon
durduruldu.

9. Stop soliisyonu eklenmesinin ardindan absorbans degerleri 450 nm

mikroplaka okuyucu ile 6lgalda.
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3.6. Calisma Plani ve Arastirma Takvimi

Calisma plan1 ve arastirma takvimi agagida gosterilmistir.

Sekil 2. Calisma Plani

Hucre Ekimi
ve
Gruplarin Olusturulmasi

i 1

Zamana-bagl gruplar

E2 (10 mol/L),

Doza-bagh gruplar:

E2 (101°-10°-10® mol/L)
P4 (10"mol/L)
P4 (10°-108-10"mol/L)

E2 (108 mol/L)+ P4 (10'mol/L)

Hormonlarla 24 saat inkiibasyon
Hormonlarla 8, 24, 48 saat

inkiibasyon

- RT-PCR igin hiicrelerden
RNA izolasyonu

- ELISA i¢in hicre kalturd
Siipernatantlarinin toplanmasi

[ Degerlendirme J




Tablo 6. Arastirma Takvimi

is Paketlerinin 2020 2021
Adt/ Tanim Eylil Ekim Kasim Aralk Ocak Subat Mart Nisan Mays Haziran Temmuz Agustos

Literatiir tarama

Tez 6nerisi

Sarf malzemelerin
temini

Deney
gruplarmn
olusturulmasi
ELISA ve RT-
PCR Deneyleri

2]

Verilerin
degerlendirilmesi
Ve LeZ yazimi

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi
Istatistiksel analizler

Gruplar arasindaki parametrik degerlerin karsilastirilmasi igin varyans analizi
(ANOVA) ve post hoc Tukey testi uygulandi. Istatistiksel analiz i¢in GraphPad
(GraphPad Prism 5, La Jolla, USA) programi kullanildi. Caligmadaki tiim degerler,
ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmis ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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BOLUM 4: BULGULAR

Calismamizda iyi diferansiye endometriyal adenokarsinom hiicre hattina
oOstrojen ve progesteron verilmesi ile birlikte galektin-1 ve galektin-3’iin mRNA ve
protein seviyelerinde bir degisiklik olup olmadigi RT-PCR ve ELISA ydntemleri

kullanilarak incelenmistir.

4.1. Hiicre Kiiltiirii Bulgular

Ishikawa insan endometriyal adenokarsinom hiicre hatt1 %10 Fotal Sigir Serumu
(FBS) ve %1 Penisilin/Streptomisin iceren tam besiyeri icinde 37°C’de, %5 C02 ve
%95 hava iceren nemli inktbatorde flasklar veya 6-kuyucuklu kiiltiir plakalarinda

cogaltild.

Iyi diferansiye ve Tip I EK olan bu hiicreler inverted mikroskop altinda
degerlendirildiginde, hiicrelerin epitel benzeri, poligonal yapida olduklar1 ve

agregatlar yapmak suretiyle kiiltiir kabina tutunarak ¢ogaldiklari izlendi (Sekil 2.).

Sekil 3. Ishikawa Hiicre Hatlarinin Inverted Mikroskop Gériintiileri. a ve b: %80
konfluent Ishikawa hiicre hatt1 (20x), ¢: %80 konfluent Ishikawa hiicre hatt1 (40x), d:
%100 konfluent Ishikawa hiicre hatt1 (10x)
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4.2. RT-PCR bulgulart

Ishikawa hicrelerinin lizatlarinda Gal-1 ve Gal-3 ekspresyonunun belirlenmesi
icin Real-time PCR yapildi. Normalizasyon ig¢in houskeeping gen olan GAPDH
kullanild.

Doza-bagh deney gruplarinda hormon uygulamalarindan 8 saat sonra RNA

izole edilirken, zamana- bagl ¢alismalar igin 24 saat sonra izole edildi.

4.2.1. Doza-bagh gruplarda Gal-1 Ekspresyonu

Elde edilen verilere gore Ishikawa hucrelerine E2 uygulanmasi Gal-1
ekspresyonunda anlamli olmayan bir azalmaya neden olmustur. Buna karsilik P4
uygulanmasi her li¢ dozda da [10°mol/L: 2.608+0.093; 10 mol/L: 5.04+0.222; 10”’
mol/L: 3.126£0.275) kontrole gore Gal-1 ekspresyonunu anlamli sekilde artirmistir
(*p<0.0001) (Sekil 3.).

Gal-1 RT-PCR
6 *
—
<
Z 41
o %k
£ *
2
o 2
K 10 10% 107 10° 10%® 107
E2 (mol/L) P4 (mol/L)

Sekil 4. Doza-bagh gruplarda Gal-1 Ekspresyonu
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4.2.2. Doza-bagh gruplarda Gal-3 Ekspresyonu

Elde edilen verilere goére Ishikawa hicrelerine E2 uygulanmasi Gal-3
ekspresyonunda hafif ve anlamli olmayan bir artisa neden olmustur. Buna karsilik P4
uygulanmasi Gal-1 mRNA dizeylerinde gozlenen anlamli artigtan (Sekil 4.2.1.1.)

farkli olarak kontrole gore anlamli bir degisiklige neden olmamaistir (Sekil 4.).

Gal-3 RT-PCR

2.0+
g 15‘ T -
= T
€ 1.0 -
™
-l
<
O 0.5

0.0

K 10 108 107 10° 10% 107
E2 (mol/L) P4 (mol/L)

Sekil 5. Doza-bagli gruplarda Gal-3 Ekspresyonu
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4.2.3. Zamana-bagh gruplarda Gal-1 Ekspresyonu

Elde edilen bulgulara gore Ishikawa hiicrelerine E2 uygulanmasi (0.277+0.006)
24 saat sonunda Gal-1 ekspresyonunda anlamli bir azalmaya neden olmustur
(*p<0.0001). Buna karsilik P4 uygulanmasi (1.063+0.045) sonras1 Gal-1 ekspresyonu
yine 8 saatteki deneylerdeki anlamli artis1 gdstermemistir. {lging olarak, P4 ile birlikte
E2’nin hiicrelere verilmesinin (0,17+£0.011), P4’lin tek basina yarattig1 etkiyi
(1.063+0.045) anlamli bir sekilde azalttigi goriilmiistiir (P4 vs E2; P4 vs E2+P4,
p<0.0001) (Sekil 5.).

Gal-1 RT-PCR
1.5 O«
+ [ E2(10% mol/L)
czt 1.0- e =3 P4(107 mol/L)
x ' @ E2(10® mol/L)+ P4 (107 mol/L)
2
& 05- %
*
00 =
K E2 P4 E2+P4

Sekil 6. Zamana-bagli gruplarda Gal-1 Ekspresyonu
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4.2.4. Zamana-bagh gruplarda Gal-3 Ekspresyonu

Elde edilen bulgulara goére Ishikawa hiicrelerine E2 uygulanmasi 8 saat siiren
deneylerdeki gibi Gal-3 ekspresyonunda anlamli bir degisiklige neden olmamustir.
Buna karsilik P4 uygulanmasi (1.622+0.044) sonras1 Gal-3 ekspresyonu kontrole gore
anlamli bir sekilde artmistir (*p<0.0001). flging olarak, P4 ile birlikte E2’nin hiicrelere
verilmesinin (0.685+0.049), P4’lin tek basina yarattig1 etkiyi (1.622+0.044) anlamh
bir sekilde azalttig1 goriilmiistiir (P4 vs E2+P4; P4 vs E2; 'p<0.0001) (Sekil 6.).

Gal-3 RT-PCR
1 t
2.0- I I ClK
& [ E2 (10 moliL)
<zt 1.5- 3 P4 (107 moliL)
% [ E2 (10 mol/L)+ P4 (107 mol/L)
o 10
3
o 0.5- -
0.0
K E2 P4 E2+P4

Sekil 7. Zamana-bagli gruplarda Gal-3 Ekspresyonu
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4.3. ELISA bulgular

Doza-bagh gruplar i¢in E2 ve P4 hormonlarinin farkli konsantrasyonlar ile
hicreler 24 saat boyunca, zamana-bagli gruplar i¢in E2 ve P4’nin Ishikawa
hiicrelerinde etkinligi literatiir ile belirlenmis konsantrasyonlar1 (E2: 108 mol/L ve
P4:107 mol/L) ile hiicreler 24 ve 48 saat boyunca inkiibe edildi. Hiicrelerin
salgiladiklar1 proteinleri iceren kiiltiir slipernatantinda Gal-1 ve Gal-3’iin

konsantrasyonlarinin belirlenmesi icin ELISA yontemi kullanildu.

4.3.1.Doza-baglh gruplarin Gal-1 ELISA bulgular

ELISA verilerine gore, Ishikawa hiicreleri bulunduklar1 besiyerine Gal-1
salgilamaktadir. Hem E2 hem de P4’lin degisen konsantrasyonlarina bagl olarak Gal-
1 protein miktarinda anlamli bir degisiklik gozlenmedi. Hicrelerin besiyerine
salgiladiklar1 Gal-1 miktar1 E2’nin 108 mol/L (2.17x10°+0.13x10° pg/ml) ve P4’iin 10°
*mol/L (2.67x10°+0.43x10° pg/ml) konsantrasyonlarinda kontrole
(1.90x10°+0.23x10° pg/ml) gore daha yiiksekti ancak bu artis anlamli bulunmadi
(Sekil 7.).

Gal-1 ELISA
3.0x10° -
-
o o
€ 20x10°4 T = .
S~
+14]
=
A
® 1.0x10° -
U]
0
K 10 10% 107 10° 10® 107
E2 (mol/L) P4 (mol/L)

Sekil 8. Doza-bagl gruplarin Gal-1 ELISA grafigi
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4.3.2. Doza-bagh gruplarin Gal-3 ELISA bulgular

ELISA verilerine gore, Ishikawa hiicreleri bulunduklari besiyerine Gal-3
salgilamaktadir. Hiicrelerin besiyerine salgiladiklar1 Gal-3 miktar1 Gal-1 miktarlarina

gore daha yiiksekti.

E2 ile inkiibe edilen hiicrelerin kiiltiir slipernatantlarinda her ne kadar anlamli
bulunmasa da kontrole gore daha ylksek miktarda Gal-3 proteini tespit edildi. Gal-3
protein miktarindaki bu artisin E2’nin artan konsantrasyonlari ile ters orantili oldugu
izlendi. Ozellikle E2’nin 107*° mol/L konsantrasyonunun Gal-3 protein miktarinda
(5.36x10°+0.16x10%g/ml) artisa neden oldugu, ancak bu artisin kontrole
(2.87x108+0.38x10°8 pg/ml) gore anlamli olmadig izlendi (Sekil 8.).

P4 ile inkiibe edilen hiicrelerin kiiltiir siipernatantlarinda da kontrole gore daha
yiiksek miktarda Gal-3 proteini tespit edildi. P4’tn her l¢ konsantrasyonu da [10°
mol/L:  6.62x10°%+0.01x10°%  10®mol/L:  5.96x10°+0.07x10%  107mol/L:
5.85x10°+0.14x10° pg/ml) kontrole (2.87x10°+0.38x10° pg/ml)gére anlamli bir
bicimde Gal-3 protein miktarini arttird: (*p<0.05) (Sekil 8.).

Gal-3 ELISA
8.0x10€ 4
*

= * *
£ 6.0x10° - p—
3 =
™ 4.0x10° -
e T

2.0>108 -

0
K 10%° 10 107 10° 10® 107
E2 (mol/L) P4 (mol/L)

Sekil 9. Doza-bagli gruplarin Gal-3 ELISA grafigi
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4.3.3. Zamana-bagh gruplarin Gal-1 ELISA bulgular:

Besiyerine salgilanan Gal-1 miktar1 zamana bagli olarak 6zellikle de progesteron
hormonu (2.65x10°+0.23x10° pg/ml) ile 48 saatlik inkiibasyon ile kontrole
(1.74x10°+0.05x10° pg/ml) gore anlamli bir artis gostermistir (*p<0.05). 48 saatlik
hormon inkiibasyonu yapilan gruplarda, E2+P4 (1.86x10°+0.10x10° pg/ml) kombine
inkiibasyonun sadece P4 (2.65x10°+0.23x10° pg/ml) ile inkiibasyona kiyasla Gal-1
protein miktarin1 sadece E2 (1.68x10°+0.19x10° pg/ml) ile yapilan inkiibasyondan
elde edilen protein miktarina yaklagsacak kadar anlamli sekilde azalttig1 saptanmistir

(P4 vs E2+P4; P4 vs E2; Tp<0.05) (Sekil 9.).

Gal-1 ELISA
4.0x10°
+ 1 CJ«x

- 5 010" * 3 E2 (10 mol/L)
E 'x T 3 Pra (107 mol/L)
2 B3 E2 (10 mol/L)+ P4 (107 mol/L)
= 2.0x10°
©
(L)

1.0x10°

0
24h 48h

Sekil 10. Zamana-bagh gruplarin Gal-1 ELISA grafigi
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4.3.4. Zamana-bagh gruplarin Gal-3 ELISA bulgular:

Besiyerine salgilanan Gal-3 miktari zamana baglh olarak degisiklik gostermistir.
Bulgular hem 24. saatte (5,96x10%£0.07x10° pg/ml) hem de 48. saatte
(4.5x10°+0.19x10° pg/ml) P4 ile muamele ardindan hiicre kiiltiir siipernatantinda Gal-
3 miktarmin kontrole (24 saat Kontrol: 2.87x10%+0.03x10° pg/ml; 48 saat Kontrol:
3.31x10%+0.32x10° pg/ml) gore anlaml1 bir sekilde arttigii gostermektedir (*p<0.05).
E2+P4 ile 24 saatlik inkiibasyon (1,71x10°+0.02x10° pg/ml) sadece P4 ile 24 saatlik
inkiibasyon (5,96x10%+0.07x10° pg/ml) sonucu elde edilen Gal-3 protein miktarini
anlaml sekilde azaltmistir (p<0.05). E2 ile inkilbasyon Gal-3 miktarlarinda her iki
saat diliminde anlamli olmayan bir artisa neden olurken, E2’nin P4 ile birlikte 48
saatlik inkiibasyonu Gal-3 miktarlarinda yine bir diisiise neden olmustur ancak anlamli
bulunmamustir (Sekil 10.).

Gal-3 ELISA
8.0x10° -
O«

— . * 3 E2 (10 mol/L)
£ 6.0x10° * 3 Pa (107 mol/L)
a8 <z B E2 (10 mol/L)+ P4 (107 mol/L)
o 4.0x10° -
S t

2.0x106 '

0
24h 48h

Sekil 11. Zamana-bagh gruplarin Gal-3 ELISA grafigi
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4.4. MTT bulgular

Ishikawa hiicreleri 17p-6stradioliin farkli dozlari ile [(E2), 10 °-10 °-10 8
mol/L] ve Progesteronun farkli konsantrasyonlar1 [(P4) ,10°-10%-10" mol/L] ile tek
basina 24 saat muamele edilmis ve bu hormon konsantrasyonlarmin hiicre canlilig
uzerine etkilerinin incelenebilmesi icin MTT assay kullanilmistir. Elde edilen verilere
gore hiicre canliligt E2’in ve P4’ln kullanilan konsantrasyonlarindan olumsuz

etkilenmemistir (Sekil 11. ve 12.).
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Sekil 12. Ostradiol ile inkiibe edilen hiicrelerde MTT analizi
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Sekil 13. Progesteron ile inkibe edilen hiicrelerde MTT analizi
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BOLUM 5: TARTISMA VE SONUCLAR

5.1. Tartisma

Galektinlerin hiicre 6liimii, farklilasmasi, adhezyonu, gb¢ii ve sinyalizasyonu
gibi bir¢ok hiicresel siiregte onemli rollere sahip olmalar1 nedeniyle galektinler ireme
biyolojisi alaninda da oldukga ilgi gérmeye baglamislardir (Dumic, Dabelic ve Flogel,
2006).

Galektinlerin farkli tiplerini normal endometriyum, overler ve plasentanin yani
sira endometriyal kanserler, endometriozis, infertilite, diisiikler ve pre-eklampside

gosteren ¢aligmalarin sayisi her gecen giin artmaktadir.

Insan endometriyumunda gal-1, 3, 4, 7, 9 ve 12 tespit edilmistir. Bunlardan
Ozellikle Gal-1 ve Gal-3 yiiksek oranlarda bulunmustur (von Wolff et al., 2005;
Menkhorst et al., 2014).

Normal endometriyumda menstrual dongii esnasinda galektinlerin farkli
eksprese  edilmeleri, galektin  ekspresyonunun cinsiyet hormonlar1 ile
diizenlenebilecegine isaret etmektedir. Calismamizda bu amagla glandiiler ve luminal
epitel 6zelliklerini gosteren ve normal endometriyumda bulunan steroid reseptorlerini,
enzimler ve proteinlerin bircogunu eksprese eden Ishikawa hiicre hattinda 6stradiol ve
progesteronun galektin-1 ve -3 ekspresyonu tizerine etkilerini incelemeyi amagladik.
Calismamiz Ishikawa hiicre hattinda Gal-1 ve Gal-3’iin steroid hormonlarla

diizenlenmesini ele alan ilk ¢alismadir.

Galektin-1 ve -3’tin  menstrual dongli boyunca endometriyumdaki
ekspresyonunu immunohistokimya ile gosteren ¢aligmalar Gal-1’in  esasen
endometriyal stromal hicrelerde, Gal-3’iin ise endometrial luminal ve glandiiler
epitelde eksprese oldugunu gostermistir (von Wolff et al., 2005). Calismamizin ELISA
bulgularima goére kontrol grubu Ishikawa hiicrelerinden salgilanan Gal-3 miktarlari
kontrol grubu Gal-1 miktarlarindan fazladir ve literatiir ile uyumludur. Salgilanan Gal-

3 miktarinin daha fazla olmasi kullandigimiz hiicre hattinin luminal ve glandiiler
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epitelyal Ozellikte hiicreler olmasi ve bu hiicrelerde Gal-3 ekspresyonunun yiksek

olmasiyla aciklanabilir.

Gal-1 ve Gal-3 menstrual dongii boyunca farkli ekspresyon paternleri sergilerler.
Hem Gal-1 hem de Gal-3 ekspresyonlarinin ge¢ sekretuvar evrede ve erken gebelik
doneminde belirgin bir sekilde yiikseldigi bildirilmistir (Choe et al., 1997; von Wolff
et al., 2005; Yang, Lei ve Zhang, 2012; Vergetaki et al., 2014; Yang et al., 2016). Ge¢
sekretuvar evrenin dstrojenden ¢ok progesteronun egemen oldugu bir evre oldugu géz
Onitine alinirsa, Gal-1 ve Gal-3 ekspresyonunun progesteron ile artmasi beklenir.
Nitekim c¢aligmamizin hipotezinin temelini olusturan bu bulgu ile uyumlu olarak
calisgmamizda, P4 ile 48 saat inkiibasyon sonunda ELISA ile belirlenen Gal-1 protein
miktar1 kontrole gore anlamli bir sekilde artmis bulunmustur (p<<0.05). Gergek zamanh
PCR sonuglarimiza gore Gal-1 ekspresyonu progesteronun tiim konsantrasyonlarinda
hem 8 saat hem de 24 saat inkiibasyon sonunda anlamli olarak artmistir (p<0.0001).
Benzer sekilde, ELISA ile belirlenen Gal-3 protein miktari, hem P4’lin tiim
konsantrasyonlarinda, hem 24 saat hem de 48 saat inkiibasyon sonunda anlaml1 olarak
artmistir (p<0.05). Gergek zamanli PCR sonuglarimiza gére Gal-3 ekspresyonu P4 ile
24 saat inklibasyon sonunda anlamli olarak artmistir (p<0.0001).

Ovariektomize edilmis farelerle yapilan bir baska calismada Ostrojen ve
progesteronun Gal-1 ekspresyonu {izerine etkileri arastirilmistir (Choe et al., 1997).
Calismada overleri ¢ikarilmis farelere tek bir 17p-6stradiol (100 ng/fare), progesteron
(1 mg/fare) enjeksiyonu veya ikisinin kombinasyonu enjekte edilmis hayvanlar belirli
zaman araliklarindan sonra sakrifiye edilmis ve uterus dokularinda Northern blotting
yontemi ile Gal-1 bakilmistir. Bahsi gegen ¢alismada 17 B -Ostradiol enjeksiyonundan
6 saat gibi kisa bir siire sonra Gal-1 mRNA diizeylerinin arttig1 ve 24. saatten itibaren
azaldig1 gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda dstradiol uygulanan grupta Gal-1 mRNA
diuzeyleri 8 ve 24. saatte anlamli bir artis gostermemis, aksine kontrollerden de diisiik
seyretmistir. Bu farkliligin nedeni; fare dokular1 ekstrakte edilerek yapilan ¢aligmada
Gal-1 ekspresyonunun ¢ogunun Gal-1’in daha yogun eksprese edildigi stromal
hicrelerden kaynaklanmas: olabilir. Ayn1 ¢alismada, Gal-1 mRNA dizeylerinin
hayvanlara progesteron enjeksiyonundan 6 saat sonra arttigi ve 12 saat sonra
maksimum seviyelere ulasarak, giderek azalmak kosuluyla 48 saate kadar ylksek

seviyede kaldig1 goriilmiistiir. Progesteron Gal-1’in glandiiler ve luminal epitelyal
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hiicrelerde ekspresyonunu ¢ok daha belirgin bir sekilde arttirdigi i¢in, benzer bir artig
paterni bizim ¢alismamizda da P4 uygulanan gruplarda izlenmistir. Progesteron ile
ostradioliin birlikte enjekte edildigi durumda Gal-1 mRNA dizeyinin, enjeksiyondan
12 saat sonra arttig1, ardindan aniden hizla azaldigi bildirilmistir. In vivo kosullarda da
E2+P4’iin Gal-1 mRNA dizeylerini azaltan etkisi, bizim g¢alismamizin in vitro
kosullarda elde ettigi bulgularla ortiismektedir. Caligmamiz ayni zamanda Gal-1’in

endometriyal hiicrelerde hormonlarla diizenlendigini gosteren ilk in vitro ¢alismadir.

Calismamizda P4’{in Gal-1 ve daha ¢ok Gal-3 ekspresyonunda artisa neden olan
etkisi, E2+P4 hiicrelere birlikte verildiginde her iki galektininin ekspresyonunu ve
salgisin1 kontrol degerlerinin altina diisirmiistiir. Bu sonuglar, Gal-1 ve -3’iin
progesterona Ostradiolden daha duyarli oldugunu, 6stradioliin progesteron etkisini bir
sekilde antagonize edebildigine isaret etmektedir. BOyle bir etkinin altinda yatan
mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir. Endometriyal
epitelyal hucrelerin primer kiltirlerinde Gal-3’iin hormonlarla diizenlenmesine bakan
bir ¢caligmada ¢alismamizla benzer olarak E2+P4 grubundaki Gal-3 ekspresyonunu,
yalniz P4 grubundakinden anlamli olarak daha diisiik bulmuslardir. Ayn1 ¢aligmanin
sonuglaria gore, normal endometriyal hiicrelerde Gal-3’iin E2 ve P4 ile diizenlenmesi
endometriyozisli kadinlarin 6topik endometriyal hiicrelerinde goriilmemistir. (Yang et
al., 2016).

Gal-1’in hem insan endometriyumunda, hem de desiduada immiinomodiilator
rolii oynadig1 goriilmektedir (Smetana et al., 1999). Gal-3 ve Gal-1 implantasyon
penceresi sirasinda yiiksek oranda eksprese edilir (Lee et al., 1998). Her ikisinin
ekspresyonundaki degisikliklerin implantasyon kayiplarina, endometriozis ve

infertiliteye yol acabilecegi bildirilmistir (Jeschke et al., 2013).

Bagta Ostrojen ve progesteron olmak iizere steroidler, birgok biyolojik siiregte,
ozellikle de iireme dokularinin gelisimi ve korunmasinda onemli roller oynarlar.
Endometriozis ile iligkili infertilitenin anormal cinsiyet hormonu diizenlemeleri ile
iliskili oldugu bilinmektedir (Yang et al., 2012). Endometriyoziste endometriyal doku
rahim boslugu disinda bir alana lokalize olur ve de novo olarak 6strojen salgilayip
hormonal diizensizliklere katki sunar (Jeschke et al., 2013). Endometriyozisin kronik

enflamatuar bir durum olmasi ve endometriyoziste hormonal dengenin bozulmasi
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galektinlerin bu hastalifin patogenezinde rol oynayabilecegine isaret etmektedir.
Literatiirdeki c¢aligmalarin birgogu endometriyozis olgularinda, proliferatif ve
sekretuvar fazlarda normal endometriyuma kiyasla 6topik endometriyumda artmis
Gal-1 ve -3 ekspresyonu bildirilmistir (Noél et al., 2011; Vergetaki et al., 2014; Mattos
et al., 2019). Yapilan arastirmalarda, Gal-3'iin endometriozisli kadinlarin hem 6topik
hem de ektopik endometriyumlarinda kontrollere kiyasla asir1 eksprese edildigi
vurgulanmustir (Noél et al., 2011). Bu sonuclar, proinflamatuar molekdllerin Gretimini
tetikledigi (Jeon et al., 2010) ve immdin hicre aktivasyonunu (Dragomir et al., 2012)
tesvik ettigi gozlemlenen Gal-3 ile uyumludur. Bu calismalarin aksine,
endometriyozisi olan kadinlarin 6topik endometriyumunda Gal-3 ekspresyonunun

azaldigini bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir (Yang et al., 2016).

Galektinlerin, immin go6zetim (slrvelans), anjiyogenez, hiicre migrasyonu,
timor hiicresi adezyonu ve kemoterapiye hiicresel yanit lizerindeki etkileri yoluyla
timor ilerlemesini  gilicli  bir sekilde diizenleyebildigini gdsteren kanitlar
bulunmaktadir. Galektinlerin ve 6zellikle galektin-1'in kanser patogenezinde 6nemli
rol oynadigin1 ve galektin ekspresyonunun tiimér saldirganligi ve neoplazilerdeki
ilerlemeyle iliskili oldugunu gésteren galismalar da bulunmaktadir (Hirabayashi et al.,
2002).

Normal hiicrelere kiyasla tiimor hiicrelerinde galektin-1 ekspresyonunun dnemli
6l¢iide arttigini bildiren kapsamli literatiir vardir (Van den Brile et al., 2003; Kim et
al., 2013). Ayrica, normal dokuya kiyasla g¢esitli timor tiplerinde kanser hiicrelerinin
ve tliimorle iliskili endotel hiicrelerinin ekstraseliiler alana yiiksek miktarlarda
salgilandig1 tespit edilmistir (Thijssen, Hulsmans ve Griffioen, 2008; Croci et al.,
2012). Kaposi sarkomu, kolon, meme, prostat ve mide kanserindeki benzer bulgular,
galektin-1 ekspresyonu ile sagkalim arasinda giiglii bir iliskinin varlig1 gosterilmistir
(Jung et al., 2007; Chen et al., 2013). Tim bunlara ek olarak, Gal-1’in
ekspresyonundaki artigin hiicre transformasyonu, hiicre proliferasyonu anjiyogenez,
hicre adhezyonu ve invazyonu, ve imminosupresyondaki pleiotropik rolleri goz
Oniine alindiginda timdr progresyonunu dramatik sekilde etkileyebilecegi kanisina
varilmistir (Paz et al., 2001; Van den Brdle et al., 2003). Gal-1 ekspresyonu genellikle
kotli prognoz ve metastaza egilim ile iliskili goziikmektedir (Camby et al., 2006). Gal-

1 hicre migrasyonu, adezyon ve anjiyogenez gibi cesitli biyolojik olaylari
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indiikleyerek tiimor gelisimi, progresyonu ve metastazini etkiliyor géziikkmektedir (Liu
ve Rabinovich, 2005). Yapilan arastirmalar Gal-1’in olas1 bir biyobelirte¢ olarak
uygunlugunun altini ¢izmekte veya kanserde terapotik hedef olarak kullanilabilecegini

ileri sirmektedir.

Gal-3’tin timor progresyonundaki fonksiyonu ise Gal-1’den farkli olarak
apoptozis inhibisyonu yapmasiyla iliskili durmaktadir (Liu ve Rabinovich, 2005).
Yapilan bir ¢alismada p53 tiimor supresor geni ile indiiklenen apoptozisin Gal-3 ile
inhibe edildigi gosterilmistir (Cecchinelli et al., 2006). Yapilan arastirmalarda Gal-
3’lin bir takim hiicre tipinde ¢esitli dizi apoptotik uyaranlara karsi anti-apoptotik
etkinlige sahip oldugunu saptamistir (Hsu ve Liu, 2002; Hsu, Yang ve Liu, 2006).

Calismamizda bir adenokarsinom hiicre hattinda galektinlerin hormonlarla
diizenlenmesinin kanser patogenezi acisindan da 6nemi bulunmaktadir. Ostrojen
reseptori (ER) ve progesteron reseptorii (PR), endometriyal kanser icin en gecerli
prognostik biyobelirteclerdir (Salvesen, Haldorsen ve Trovik, 2012). Bu baglamda,
Ostrojen ve progesteron hormonlarina ait reseptorleri olan tiimorlerde, tedavi siirecinde

hormon etkileri mutlaka g6z 6ntinde bulundurulmalidir.

Galektinler ile ilgili aragtirmalar son on yilda uzun bir yol kat etmis olsada, hiicre
ici ve hiicre dis1 alandaki islevlerinin molekiiler mekanizmalar1 ve bu aktiviteler
arasindaki iligki ve bunlarla iligkili diizenleyici mekanizmalar heniiz tam olarak
anlagilamamistir. Ayrica, galektin fonksiyonunun yapisal yonleri, oOzellikle
oligomerizasyonlartyla baglantili olanlar da tam olarak bilinmemektedir ve daha fazla
calisma gerektirmektedir. Hiicresel glikobiyoloji alaninda belirlenmesi gereken bir
diger konu, galektinlerin hiicrelerde ve dokularda saglik ve hastalik durumlarinda

niceliksel dagilimlarinin ve seviyelerinin belirlenmesidir.
Bu sorunlarin ele alinmasi, galektinlerin bir¢ok hiicresel ve organizma islevinin

gizemini ¢ozmeye yardimci olacak ve iligkili hastaliklar ve durumlar i¢in gelecekteki

tedavi stratejilerinin yolunu agacaktir.
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5.2. Sonugclar

Calismamizda;

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

diizenlendigi,

- Gal-1 ve Gal-3 ekspresyonu 0Ostradiol ve progesteronla zamana ve doza bagh

bir sekilde degistigi,

- Gal-3’in Ishikawa hiicrelerinden Gal-1’e¢ gore daha yiiksek miktarlarda

salgilandig,

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

ekspresyonunun ostradiole kiyasla progesterona daha duyarli oldugu,

- Ostradioliin Ishikawa hiicrelerinde progesteron ile birlikte artis gdsteren Gal-1
ve Gal-3 ekspresyonlarini heniiz bilinmeyen bir mekanizma ile antagonize edebilecegi

gosterilmistir.

5.3. Oneriler

Gal-1 ve Gal-3’iin patogenezinde rol aldig: bilinen ve 6zellikle de patogenezini
ve prognozunu hormonlarin etkiledigi hastaliklar ve durumlarda (ER ve PR -pozitif
kanserler, endometriyozis, pre-eklampsi, spontane disiikler, infertilite vb)
galektinlerin hormonlarla diizenlendiginin g6z Oniinde bulundurulmasi ve tedavi
yontemlerinin ona gore secilmesi gerekir. Biitlin bu bilgiler 1s18inda ovaryan
hormonlarin galektinler {izerindeki etkilerinin molekiiler mekanizmalar1 ve
yolaklarinin aydinlatilabilmesi i¢in hormon reseptor antagonistleri ve galektin

inhibitorleri ile yapilacak detayli caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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