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OZET

DIYABETLI SICAN OVARYUMLARINDA
GALECTIN-1 VE GALECTIN-3’UN IMMUNOLOKALIiIZASYONU
Berna OZDENOGLU

Yuksek Lisans Tezi, Histoloji-Embriyoloji AD.
Danisman: Prof. Dr. Serpil UNVER SARAYDIN
2014

Anahtar sozcikler: Galektin-1, galektin-3, ovaryum, diyabet, si¢an

Diabetes mellitus (DM), pankreasin insulin salgilanmasinin yetersizligi ve/veya
dokularin instline cevabinin  bozulmasiyla olusan, protein, yad ve karbonhidrat
metabolizmasini etkileyen metabolik bir hastaliktir. Bu calismada beta-galaktoz-baglayici
proteinlerinden  galektin-1 ~ ve  galektin-3’Un  diyabetli ~ sican  ovaryumlarinda
immunolokalizasyonlari gosterilerek diyabetle olan iliskisi incelendi.

Bu amagla, viicut agirhklari 250-300 gram arasinda degisen 8-10 haftalik Wistar cinsi
50 adet eriskin disi sican kullanildi. Hayvanlarda diyabet olusturmak igin streptozotosin (60
mg/kg) uygulandi. Streptozotosin uygulanan hayvanlara 30 gin sonrasinda 200 mg/kg
pentotal sodyum intraperitoneal yolla uygulanarak 6tenazi saglandi. Diyabetli ve diyabetli
olmayan sicanlarin 6lum sonrasi alinan ovaryum dokularina immunohistokimyasal
incelemeler icin rutin takip protokolleri uygulandi. Kesitler Olympus marka mikroskopta
degerlendirilip uygun alanlardan fotograflar alindi.

Galektin-1 ve galektin-3’n diyabetli sicanlarda yogun olarak ovaryum germinal
epitellerinde, damar endotellerinde kuvvetli eksprese edildigi gorulmistir. Galektin-1 en
yogun olarak zona pellucidada; galektin-3’0in ise sitoplazmik alanlarda ekspresse edildigi
goralmaustir. Zona pellucida insan ve farede ZP1, ZP2 ve ZP3 olarak adlandirilan 3 protein
kompleksini icermektedir ve bu proteinler karbonhidrat alanlari tanima 6zelligine sahip
proteinlerdir. Galektinlerin bu bdlgelerde yogun olarak eksprese edilmesi, galektinlerin
karbonhidrat baglayici proteinler olmasi ve gal-1’in karbonhidrat baglama 6zelliginin fazla
olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica gal-3’ln biyuyen folikul hicrelerinin sitoplazmik
alanlarinda daha yogun lokalize olmasi folikil buyimesinde etkili olabilecedi konusunda fikir

verebilir.
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Sonug olarak, bu calismada beta-galaktoz-baglayici proteinlerinden Gal-1 ve Gal-3’(ln
diyabetli sican ovaryumlarinda kontrollerle karsilastirildiginda daha yogun eksprese oldugu
ve diyabetin Galektin-1 ve Galektin-3 ekspresyonunu artirdigi sdylenebilir. Semi-kantitatif
degerlendirmelerde iki ekspresyon arasi anlamli fark bulundu. Bu ¢alismanin sonugclari, sigan
ovaryal dokusunda diyabetin de etkisi ile Gal-1 ve Gal-3 proteinlerinin farkh
immunolokalizasyonlari, bu dokudaki yaygin varliklarini ve sican ovaryal fonksiyonunda

onemli rollerinin oldugunu destekler nitelikte oldugunu gostermistir.
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ABSTRACT

IMMUNOLOCALISATION of GALEKTIN-1 and GALEKTIN-3
IN DIABETIC RAT OVARIES
Berna OZDENOGLU

Master of Sciences Thesis, Department of Histology-Embryology
Supervisor: Prof. Dr. Serpil UNVER SARAYDIN
2014

Key words: Galektin-1, galektin-3, ovary, diabetes, rat

Diabetes mellitus (DM), is a metabolic disease occuring via insulin secretion
deficiency from the pacreas and/ or an insufficiency of tissue response to insulin. In the
present study, immunolocalizations of beta-galactose-binding proteins Galektin-1 and
Galektin-3 in diabetic rat ovarium were shown and their relationship with diabetes have been

demonstrated.

In this study, 8-10 weeks old, 250-300 g weighing 50 mature female rats were used.
In order to establish diabetes mellitus in those animals, 60 mg/kg-IV streptozotocin was
injected to each animal. Animals were killed by 200 mg/kg IP sodium pentothal injection 30
days after streptozotocin injection. Rootin tissue processing steps were done to rat ovarial
tissues for immunohistochemical investigation. Five micrometer thick tissue sections were
evaluated under an Olympus light microscope and photographs were taken from the

convenient fields of views.

Strong expressions of Galektin-1 and Galektin-3 were observed in the ovarial germinal
epithelium and vascular endothelial. While the strongest expression of Galektin-1 was seen in
the zona pellucida, Galektin-3 expression was strongest in the cytoplesmic regions of cells.
Zona pellucida has 3 protein complexes (ZP1, ZP», ZP3) in rats and in humans and they have
the capability of recognizing the carbonhydrate fields in tissues. The strong expression of
galektins in those regions could be the result of carbonhydrate binding properties expression
of Gal-3 in the cytoplasmic regions of growing follicles could suggest the idea that Gal-3

could have effects on follicle growth.



In conclusion, beta galactose-binding proteins Gal-1 and Gal-3 had stronger
immunilocalization in diabetic rat ovarium when compared to the controls. Diabetes could
increase the Gal-1 and Gal-3 expressions in the ovarial tissue. The difference between the
diabetic group and the control group was found to be statistically significant in
semiquantitative assessment. Findings of the present study indicated the increased
immunolocalization of Galektins in the ovarium under the effects of diabetes and they could

have crucial roles on rat ovarial function.
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1. GIRIS

Disi Greme sisteminin disi esey hicrelerini ve disi esey hormonlarini Gretmek gibi iki
temel islevi vardir. Uterus ile vaginanin donemsel faaliyetleri ile ovaryumlardan disi esey
hormonlarinin iretimleri paralellik gosterir. insanin gelisimi, ovumun spermium tarafindan
tuba uterinanin ampulla bolgesinde déllenmesi sonucu baslayip birgok farkli sureci
kapsamaktadir.

Memelilerde ovaryumlar bir cifttir. Tek katli yassidan kisa kiibik epitele kadar degiskenlik
gosteren bir epitel ve epitelin hemen altinda bulunan tunika albuginea adi verilen bir bag
dokusu tabakasiyla cevrilidir. Organ korteks ve medulla adi verilen ve kesin sinirlarla
birbirinden ayrilamayan iki tabakadan olusur. Organin stromasinda, primordial follikiller ve
interstitial bezler bulunur. Organin medullasinda ise hilustan ovaryuma giren, bag dokusu,
interstisyal hiicreler, sinirler, lenf ve kan damarlari bulunur (1).

Karbonhidrat baglayan proteinlerin bir (yesi olan ve p-galaktozidazlar icin afinite
gosteren galektinler ilk olarak 1994 yilinda tanimlanmistir. Galektinler arasinda ilk bulunan
protein olan galektin-1 (Gal-1), insanda 22g12 kromozomda lokalize LS2GALS1 geni
tarafindan kodlanir. Normal ve patolojik dokular tarafindan farkli sekillerde eksperese edilen
Gal-1’in intraselluler ve ekstraseltler aktiviteleri tanimlanmistir. Galektin-1’in tumdorlerde
veya cevreleyen dokularda asiri ekspresyonu timoriin immin sistemden kacgisini veya
metastaza yatkinligini artirarak malign slrece katkida bulunmaktadir. Gal-1, adezyon, motilite
ve invazyonu igeren hucre gogu ile iliskili U¢ strecin her birini degistirir. Kanserle iliskili
olarak stromada Gal-1’in roli henliz tam olarak agikliga kavusmamis olmakla birlikte tumaor-
stroma etkilesiminde énemli rol oynadigi disunulmektedir (2).

Galektin ailesi dyelerinin hiucre ¢ogalmasini dizenleyerek, hicre donglsunu kontrol
ederek ve apoptozu inhibe ederek veya uyararak seliiler ‘homeostaz’a katkida bulundugu
bilinmektedir. Ayni zamanda galektinlerin timoér invazyon ve metastazinda da rol aldig
dustnilmektedir. Bu proteinlerin hicre-hiicre ve hicre-matriks etkilesimine, hicre

cogalmasina ve anjiogeneze aracilik ettigi bildirilmistir. Lektin aktivitesi, ¢cogu olguda



ekstraseltiller olarak gozlenirken protein-protein etkilesimleri intraseltler islevleri ile
iliskilidir. Galektinler, kalsiyuma gerek duyulmayan hicre aktivasyonunda, hicre
blylmesinde, hicre-hiicre ve hicre ekstraselliler matriks etkilesmesinde goérev alan,
karsinoembriyonik antijene ve laminine baglanabilen, ki¢ik molekdl agirlikli bir protein
ailesidir. Gunimuze kadar 15 memeli galektini saptanmistir.

Galektin-3, [(-galaktoside baglanan hayvansal bir tir lektindir ve karbonhidrat taniyan
bolgeler icerir. Birbirleriyle iliskili bircok islevleri vardir. Embriyogenez, biyume, hicre
adezyonu, ¢ogalmasi, farklanmasi, hicre-siklus progresyonu, apoptoz, mRNA bolinmesi ve
bagisiklik sisteminin diizenlenmesi gibi biyolojik olaylarda rol alir. Aktive olmus makrofajlar,
eozinofiller, notrofiller, mast hicreleri, gastrointestinal ve solunum sistem epiteli, bébrekler
ve bazi duyu ndronlari gibi farkli hiicre ve dokularda galektin-3 aktivitesi gdzlenmektedir (3).

Diyabet dlinya nufusunun énemli bir kismini etkileyen hiperglisemi ile karakterize kronik,
metabolik bir hastaliktir. insiilin eksikligi (tip 1) veya insiiline karsi direng gelismesi (tip 2)
temel bozukluktur. Tip 1 diyabet; ¢ocukluk ve eriskin dénemde baslayan, etyolojisi kesin
olarak bilinmeyen, genetik yatkinlik zemininde, enfeksiyonlarin da icerisinde yer aldigi
cevresel faktorlerin etkisiyle pankreasin beta hicrelerinde zedelenme ile sonuclanan
otoimmdun bir hastaliktir. Tim diyabetlilerin yaklasik olarak %10-15%ini olusturur. Tip 2
diyabet ise; genellikle 40 yasindan sonra baslayan, esas nedeni tam olarak bilinemeyen,
genetik yatkinlik zemininde siklikla obezite ile iliskili, inslline direng ya da insilin
saliniminda bozulma ile karakterize kronik bir hastaliktir ve tim diyabetlilerin yaklasik olarak
%85-90’1n1 olusturmaktadir (4).

Diyabet, bircok akut ve kronik komplikasyona, yiiksek morbidite ve mortaliteye,
hastalarin yasam suresi ve kalitesinde olumsuz etkilere sebep olan kronik bir hastaliktir.
Diyabet hastaliginin ve komplikasyonlarinin patogenezini aydinlatmak ve yeni tedavi
stratejileri kesfetmek amaciyla yapilan arastirmalarda, hayvanlarda deneysel diyabet
modellerinin kullanilmasi arastirmaciya bir¢ok avantaj saglamaktadir. Kimyasal ajanlarin
kullanimi sonucu veya diyet ile elde edilen diyabetik modeller, cerrahi uygulamalar ve
bunlarin kombinasyonlari veya genetik modifikasyonla elde edilen diyabet tablolari deneysel
diayebet modelleri arasinda sayilabilen metodlardan bazilaridir. Beta hicrelerine spesifik
toksik glukoz analoglari olan alloksan ve streptozotosin (STZ), kimyasal metodla deneysel
diyabet olusturmak amaciyla siklikla kullanilan toksinlerdendir ve uzun zamandir

hayvanlarda deneysel diyabet olusturmak amaciyla kullaniimaktadir (5).



Bu calismada beta-galaktoz-baglayici proteinlerinden Gal-1 ve Gal-3’(in diyabetli sican
ovaryumlarinda immunolokalizasyonlari gosterilerek diyabetle olan iliskisi incelenecektir.
Galektin-1 ve Galektin-3 molekdllerinin diyabetli sican ovaryumlarindaki rollerinin
belirlenmesi, buylme, embriyogenez, hicre adezyonu ve ¢ogalmasi sureclerini aciklayabilir.
Ayrica, diyabetin Ureme (Uzerine olumsuz etkileri izlenebilir ve hastaliklarin daha iyi
anlasiimasi ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde de yardimci olabilir. Bu calismanin
amaci diyabetin sican ovaryumunda Galektin-1 ve Galektin-3 ekspresyonuna etkisinin olup

olmadigini belirlemektir.



2. GENEL BiLGILER

2. 1. Ovaryumlar
Ovaryumlar, pelvis boslugunun yan duvarlarina dayali, sag ve solda olmak Uzere iki adettir.
Bicim ve buyukltkleri bir bademe benzer (Sekil 1).
steroid hormonlari salgilar (steroidogenesis). Ovaryumlardan salgilanan steroidler, cins
hicrelerinin gelisip olgunlasmasini, sekonder cins organlari ve meme bezlerinin gelisme ve
blylmesini kontrol eder.

Ovaryum, 0Ostrojen ve progesteron hormonlarini salgilayan, genital donginun
diizenlenmesinde gorev alan ve kadin genital sisteminin diger organlar Gizerinde de etkili olan

bir organdir (6).

Uterus
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Sekil 1. Ovaryumlar (7)

2.2. Ovaryum Anatomisi
Eriskin kadinlarda ovaryum 3-5 c¢cm uzunlugunda, 2-3 cm genisliginde ve 0,5-1,5 cm

kalinhginda, yanlardan basik oval biciminde bir organdir. Kdtlesi 4-6 g kadardir.



Ovaryum normal durumda pelviste fossa ovarica denilen cukurlarda bulunur. Fossa
ovarica, pelvisin yan duvarlarinda arteria iliaca interna ile arteria iliaca externa arasinda
bulunur. Ovaryum distan, bag dokusundan yapilmis ve tunica albuginea denilen sert bir zarla
sarilmistir. Bu zar, yas ilerledikge kalinlasir ve sertlesir. Ovaryumun temel dokusunu yapan
stroma ovari, yap! ve durum bakimindan substantia corticalis ve substantia medullaristen
olusmustur (8).

Ovaryumlar, organa damar ve sinirlerin giris ve ¢ikis yaptigi yer olan hilusta bulunan, kan
damarlarini ovaryumlara ileten 6zel bir periton katlantisi olan ve mezovaryum olarak
adlandirilan bir aski ile uterusun yan kenarlarinda uzanan ligamentum latuma asili olarak
bulunmaktadir. Yuzeyi ovulasyon baslamadan Once duzgiindir, ovulasyondan sonra ise bu

duzglnlik giderek kaybolmaktadir (9).

2. 3. Ovaryum Histolojisi

Ovaryumlar, icte medulla, dista korteksten olusur. Medulla, zengin kan ve lenf damarlari ve
sinirleri iceren gevsek bag dokusu yapisindadir. Korteks, periferde medullayr sarar ve
hicrelerden zengin siki bag dokusuna gomilu ovaryum folikdllerini icerir. Medulla ile
korteks arasinda belirgin bir sinir yoktur. Hilusta korteks sona erer ve mesovarium medulla ile
devam eder. Korteks stromasi, ig bigimli fibroblast benzeri hicreleri ve retikuler lif agini
icerir. Medulla stromasi da fibroblastlardan, elastik liflerden ve duz kas hicrelerinden
olusmustur (6).

Yizeyi germinal epitel olarak isimlendirilen basit prizmatik veya kubik epitel ile
doselidir. Germinal epitelin altinda tunika albuginea adi verilen yogun bir dlzensiz siki bag
dokusu yer almaktadir. Bu tabakanin hemen altinda da ovaryum folikallerini iceren korteks
boélgesi bulunmaktadir (10).

2.4. Ovaryumlarin Gelisimi
Embriyonun cinsiyeti, genetik acidan daha fertilizasyon sirasinda belirlenmis olmasina
ragmen, gelisimin 7.haftasina kadar gonadlar erkege ve disiye ait morfolojik 6zelliklere sahip
degildirler.

Gonadlar ortaya bir ¢ift uzunlamasina, genital veya gonadal sirt halinde ¢ikarlar. Epitel
cogalmasi ve altindaki mezensim yogunlasmasiyla olusmuslardir. Gelisimin 6.haftasina kadar

genital sirtlar icinde germ hicreleri yoktur.



ilk esey hiicreleri, gelisimin 4.haftasinda vitellus kesesinin allontoise yakin duvarindaki
endoderm hiicreleri arasinda goérulmeye baslarlar. Son bagirsagin mezenterinin dorsali
boyunca ameboid hareketlerle ilerleyerek, 5.haftanin basinda ilkel gonadlara ulasir ve
6.haftada da genital kabartilari isgal ederler. Bu hucreler genital kabartilara ulasamadiklarinda
gonadlar gelisemez. Gonadlarin ovaryum ya da testise farklanmasinda da ilkel germ
hlcrelerinin uyarici etkileri vardir.

ilkel cins hiicrelerinin ilkel gonadlara ulasmasindan hemen 6nce ve ulasmasi sirasinda,
genital kabartilarin epiteli cogalir ve epitel hicreleri altlarindaki mezensimin icine
gomdaldrler. Bunlar burada ilkel cinsiyet kordonlari denilen duzensiz sekilli kordonlar
olustururlar. Erkek ve disi embriyolarda ilkel cins kordonlari yiizey epiteline baghdir ve bu
evrede, erkek ya da disi gonadlarin birbirinden ayirt edilmesi olanaksizdir. Bu nedenle bu

evre farklanmamis dénem olarak adlandirilir. Bu gonada da farklanmamis gonad denir (6,10).

2.4.1 Ovaryum Folikullerinin Gelisimi

Bir ovaryum folikilu belli tip hicrelerden meydana gelen oldukga karmasik bir yapidan
olusur. Her biri bir oosit iceren folikiller degisik ¢aplardadir ve ovaryum korteksi icerisine
dagilmis durumdadirlar. Oositin gelisim durumunu gésteren folikiliin capidir. Ug tip folikiil
yapisi vardir;

Primordiyal foliktller
Gelismekte olan folikller
Olgun folikuller (Graaf folikulleri)

Gelismekte olan folikiller; primer (birincil) ve sekonder (ikincil ya da antral) foliktller olmak
uzere ikiye ayrilirken primer foliktller de unilaminar (tek tabakali ya da erken) ve
multilaminar (¢ok tabakali ya da ge¢) primer folikiller olmak Uzere ikiye ayrilir. Bir ovaryum
icerisinde tum folikdl tiplerini ayni anda gorebilir fakat en ¢ok gorilen folikdl tipi primordiyal
folikdllerdir (11).

Primordiyal Folikuller
Dogumdan 6nce ovaryumda bulunan folikiller primordiyal folikullerdir. Korteks
icerisinde germinal epitelin hemen altinda yer alirlar. igerdikleri primer oositler tek kath yassi



veya tek kath kubik olabilen folikiler hicrelerle kusatilmis durumdadir. Primordiyal
folikillerdeki oositlerin belirgin ¢ekirdegi ve cekirdekcigi bulunmaktadir. Organeller ise

sitoplazmada daginik halde bulunurlar.

Primer Folikaller (Olgunlasmakta olan Folikuller)

Tek sirali ya da birka¢ tabakali folliktller hucrelerle gevrilmis folikuller primer
folikdllerdir.

Sekonder Folikuller (Vezikiler Folikuller)

Buyuyen folikillerde meydana gelen degisiklikler hem folikdl hicrelerinde hem de
oositin merkezinde gozlenir. ilk donemde folikiil hiicrelerinin tamami kiibik halde iken
giderek mitotik aktiviteleri artar ve c¢ok Kkatli bir halde graniiloza hicrelerini meydana
getirirler. Oosit de giderek buyir ve cevresinde homojen, asidofilik boyanan zona pellusida
gelisir. Folikil cevresinde bag dokusu yapisi icerisinde meydana gelen degisiklikten sonra
teka folikalt adini alir. Bu yapi daha sonra teka interna ve teka eksterna olarak ikiye ayrilir.
Teka interna hucrelerinin farklanmasi tamamlandiginda steroid sentezleyen hiicrelerin yapisal
ozelliklerini kazanirlar. Bu hicrelerin testesteron salgiladigi ve bu salginin daha sonrasinda
grantloza hiicreleri tarafindan dstrojene donustiraldigu kabul edilmektedir.

Oositin buylmesi ile es zamanli olarak graniloza hiicreleri cogalir ve daha sonra
da bu hucreler arasinda hiyaluronik asitten zengin bir sivi birikmeye baslar. Bosluklar
birleserek tek bir bosluk (cavum folikil, antrum) meydana gelir. Bu bosluk icerisinde yer
alan siviya ise liquor follikilu adi verilir. Bu dénemde bu folikile antral folikil ismi de
verilir. Graniloza hiicrelerinin ¢ok az bir kismi ise oositi antrumun ¢evresinde ince bir tabaka

halinde sararak graniloza hicrelerine baglar ve kumulus ooforus adini alirlar.
Graaf Folikala (Olgun Folikdl)

Yaklasik olarak capi 2-2.5 cm’dir ve ovaryum yizeyinde cikinti olustururlar.
Antrum igerisinde sivi birikiminden dolay! giderek buyir ve graniloza hucreleri ince bir
tabaka halinde bu boslugun i¢ kismini doserler. Bu evrede kumulus ooforus hiicreleri zona
pellusidanin Gzerinde prizmatik bir sekil alarak diizenlenirler ve korona radiyata htcreleri

olarak isimlendirilirler (12).



2.5. Ovariyal Dongu

Pubertenin baslamasi ile hipotalamustan salgilanan gonodotropin salgilatict hormon
(gonadotropin releasing hormone, GnRH) adenohipofiz hucrelerinden gonadotropinlerin
salgilanmasini uyarir. Folliktl uyarici hormon (follicle stimulating-hormone, FSH) ve
luteinizan hormon (luteinizing hormone, LH) olarak bilinen bu hormonlar, ovaryumdaki
dongusel degisiklikleri uyarir ve kontrol ederler.

Bu gonadotropinler her 28 giinde bir tekrarlanan folliklllerin gelisip olgunlasmasi,
ovulasyon ve korpus luteum olusmasini igine alan ovaryum siklusunu ve ovaryal siklus ile es
zamanh olaylanan uterus, uterus tipleri, vajina ve meme bezlerinde bir dizi degisiklige neden
olan menstruel siklusu hazirlarlar. Diger bir deyisle, ovaryal ve menstruel donguleri igine alan

ve 28 glinde bir tekrarlanan Greme dongusint duzenlerler (11).

2. 6. Diyabet

Diyabet diinya nifusunun buytk bir kismini etkileyen hiperglisemi ile karakterize pankreasin
instlin sekresyonunun yetersizligi veya dokularin insiline cevabinin bozulmasiyla meydana
gelen, protein, yag ve karbonhidrat metabolizmasini etkileyen kronik ve metabolik bir
hastahiktir. insiilin eksikligi (tip 1) veya insiiline karsi direng gelismesi (tip 2) temel bir
bozukluktur. Tim diinyada en sik gorilen bir endokrin hastaliktir (4).

Otoimmunitenin varhgina gore Tip 1a ve Tip 1b seklinde ikiye ayrilmaktadir. immin
kokenli Tip la diyabetli olgularin yaklasik %90’nini olustururken yine cocukluk yas
grubunda gorulen otoimmun belirleyicileri negatif olan Tip 1b ise yaklasik %10’luk bir kismi
olusturur.

Tip 1 diyabet; cocukluk ve eriskin donemde baslayan, etyolojisi kesin olarak bilinmeyen,
genetik yatkinlik zemininde, enfeksiyonlarin da icerisinde bulundugu cevresel faktorlerin
etkisiyle pankreasin beta hiicrelerinde zedelenme ile olusan otoimmdin bir hastaliktir. Tip 2
diyabet ise; genellikle 40 yasindan sonra baslayan, esas nedeni kesin olarak bilinemeyen,
genetik yatkinlik zemininde siklikla obezite ile iliskili, insiline diren¢ veya insilin
saliniminda bozulma ile karakterize kronik bir hastaliktir (13,14).

Diyabet duyarl bireylerde T ve B hiicrelerinin aracilik ettigi immin sistemin anormal
aktivasyonu sonucu olusan bir insulitis tablosudur (15). Tipi ister tip 1 ister tip 2 olsun
diabetteki hiicresel ve hiicre disi bozukluklar hastanin savunma mekanizmalarini bozmaktadir.

Bu yonlyle diyabet sekonder bir immun yetersizlik hastaligi olarak adlandirilabilir (16).



Gunumuzde diyabet tedavisi i¢in kullanilan instlin tedavisi yetersiz kalmaktadir. Glukoz,
instilin saliniminda baslica diizenleyicidir (4). Uzerinde calisilan yeni yontemlerden bir tanesi
de endojen insulin eksikligini kalici olarak gidermek amaciyla uygulanan beta hicresi
replasman tedavisidir. Bu sebeple beta hicrelerinin genetik ve fonksiyonel 6zelliklerini
bilmek bu yaklasima biyik yararlar saglayacaktir ve izole edilen pankreatik ada htcrelerinin
transplantasyonu diyabet hastaliginin tedavisine oldukca 6nemli bir katki saglayacaktir (15).

Diyabetli insan sayisi; nifus artisina, yaslanmaya, kentlesmeye, fiziksel aktiviteye ve
obesite prevelansinin yikselmesine bagli olarak artis gostermektedir. Diyabetli hasta sayisi ve
diabet prevelans hesaplamalari, hem gunimizde hem de gelecekte, rasyonel planlamalar ve
soruna care bulabilmek agisindan son derece 6nem tasimaktadir (17).

Diyabet sikhgindaki artis ile beraber diyabetin tim komplikasyonlarinin sikhigi da artis
gosterecektir. Birlesmis Milletler Nifus Bolima tarafindan, 2000 ve 2030 yillari arasi tek tek
ulkeler igin diyabetli ntfus tahminleri yapilmistir (18). Tirkiye Diyabet Epidemiyoloji
Grubunun verilerine gore tlkemizde DM nifusu 2000 yilinda 2 920 000 iken, 2030 yilinda 6
422 000’a ulasacaktir (19).

2.6.1. Diyabetin Komplikasyonlari
Diyabetin komplikasyonlarinin akut ve kronik olarak siniflandirilmasi asagida gosterilmistir.

A) Akut (metabolik) komplikasyonlar

Diyabetik ketoasidoz
Hiperosmolar non-ketotik koma
Laktik asidoz komasi
Hipoglisemi komasi

B) Kronik (dejeneratif) komplikasyonlar
1. Makrovaskuler komplikasyonlar:

Kardiyovaskdler hastaliklar
Serebrovaskuler hastaliklar
Periferik damar hastalig

2. Mikrovaskuler komplikasyonlar:

Diyabetik nefropati
Diyabetik retinopati
Diyabetik noéropat
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Diyabetli hastalarda doku ve organlarda biyokimyasal, morfolojik ve fonksiyonel olarak
bir takim degisiklikler meydana gelir. Akut dénemde olusan metabolik komplikasyonlar
yasami tehdit edecek duizeyde olabilir, fakat bugiin icin asil sorun uzun sirede olusan, kicuk
ve blylk damarlarin hastaligidir, buna “kronik vaskiler sendrom” da denir. Diyabetik
mikroanjiopatik degisiklikler, diyabetik metabolik bozukluklarla hizlanmis ateroskleroz
tablosudur diye de soyleyebiliriz. Buna Kkarsilik diyabetik mikroanjiopatik degisimler genelde
diyabete 06zgl ve tespit edildiginde diyabet varligini akla getiren patolojik damar
bozukluklandir (20). Diyabetik mikroanjiopatinin gelisimi hakkinda “Metabolik Hipotez” ve
“Genetik Hipotez” isimli iki tane énemli hipotez vardir (21).

2.6.2. Deneysel Diyabet Nedir?
Diyabet hastaliginin ve komplikasyonlarinin patogenezini aydinlatmak ve yeni tedavi
stratejileri bulmak amaciyla yapilan ¢alismalarda, hayvanlarda deneysel diyabet modellerinin
kullaniimasi arastirmaciya bircok avantaj saglamaktadir. Kimyasal ajanlarin kullaniimasi
sonucu ya da diyet ile elde edilen diyabetik modeller, cerrahi uygulamalar ve bunlarin
kombinasyonlar1 veya genetik modifikasyonla elde edilen diyabet tablolari deneysel diyabet
modelleri arasinda sayilabilen metodlardan sadece bazilaridir. Beta hiicrelerine spesifik toksik
glukoz analoglari olan alloksan ve streptozotosin (STZ), kimyasal metodla deneysel diyabet
olusturmak amaciyla siklikla tercih edilen toksinlerdendir ve uzun zamandan beri hayvanlarda
deneysel diyabet olusturmak amaciyla kullaniimaktadir (22).

ilk deneysel diyabet modeli yaklasik 100 yil 6nce pankreasi ¢ikarilan bir kopekte diyabet
benzeri tablonun gézlenmesi ile bulunmustur. Gunimizde deneysel diyabet olusturmak igin
daha yeni yontemler de elde edilmistir. Bu yontemler insanlarda meydana gelen diyabeti tam
olarak yansitmamakla beraber diyabet hastaligi ile ilgili tim konularda aydinlatici olabilecek
deneysel modellerdir. Bu modellerden 6zellikle genetik olarak spontan diyabetli hayvanlarda
diyabet arastirmalarinin tatmin edici bir sekilde yapildigi belirtilmektedir (23).

Cok cesit diyabet modelleri bulunmaktadir. Bunlardan hayvan diyabet modelleri ile insan
diyabet modellerinin birbirlerine benzer yonleri bulunsa da, kesinlikle tipatip ayni olmadigi

unutulmamalidir. Bunlar;

Kimyasal diyabet
Cerrahi diyabet
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Spontan diyabet
Viral diyabet
Transgenik diyabet’tir.
En cok kullanilan yontem ise kimyasal diyabettir. Deneysel ¢alismalarda kullanilan cesitli
ilaglar ve kimyasallar diyabet benzeri tabloya neden olmaktadir. Bunlardan streptozotosin ile
alloksan en kullanish olanlaridir. Beta hiicre yikimi ile insanlardaki Tip | diyabete benzer

sekilde diyabet olusturmaktadirlar (24).

2.6.3. Streptozotosin (STZ) aracihigiyla gerceklestirilen deneysel diyabet modeli

STZ, alloksan benzeri mekanizma ile birlikte deney hayvanlarinda diyabete neden olmaktadir.
Kimyasal bir toksin olan STZ, Streptomyces griseus isimli bir mantar kifiinden elde
edilmektedir. Kimyasal yapisi ise CgHisN3O7 (2-deoksi-2-(3-metil-3-nitrozodreido)-D-
glukopiranoz) seklindedir. Streptomyces griseus’un metaboliti olan STZ’in antibiyotik,
antituimoral ve karsinojenik etkileri bulunmaktadir (25). STZ antioksidan enzim sisteminin
yer almadigi pankreas [ hcrelerini oksidan etkisi ile tahrip ederek insilin salinimini
azaltmaktadir (26). Glukozamin-nitrozure iceren STZ, Langerhans adaciklari  hiicrelerinde
inslin Gretiminin Ust seviyelerinde meydana gelen GLUT-2 glukoz tasiyici reseptorleri
aracithigiyla hicre icerisine alinmaktadir. STZ’in sitotoksik etkisi, Nikotinamid Adenin
Dinukleotit (NAD) seviyelerinin  dustrilmesi ve intraselliler serbest radikallerin
olusturulmasi araciligiyla meydana gelmektedir. Pankreas ( hucrelerinin NAD seviyeleri
dustktir ve STZ’nin etkisiyle kolayca hasarlanabilirler.

GLUT-2 glukoz tastyici reseptorlerinin kan-beyin bariyerinde yer almamasi sebebiyle,
sistemik uygulamayi takiben beyinde STZ’nin direkt etkileri olusmaz. Ayrica bunlarin
disinda, STZ’nin uygun olmayan NO cevaplari meydana getirerek diyabete sebep oldugu da
sOylenmektedir.

STZ-diyabetik ratlar hipoinstlinemiktirler ancak hayatta kalim icin insilin tedavisine
gerek duymazlar. Kan glukoz seviyeleri yaklasik 20-25 mmol/L (normali 5 mmol/L)’dir.
DM’lu insanlarda oldugu gibi, STZ-diyabetik ratlarda da gozlerde, bobreklerde, kan damarlari
ve sinir sisteminde de hasarlar meydana gelir. STZ-diyabetik sican modelinin faydasi, her
yasta verilebilmesi sebebi ile DM ile yaslanmanin etkilesim calismalarina uygun olmasidir.
Boylece STZ-diyabetik rat modeli, kronik hiperglisemi etki calismalarinda da
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kullanilabilmektedir. Bu modelin endokrinolojik 6zellikleri ne sadece tip 1’i ne de tip 2’yi
yansitmaktadir fakat tip 1’e daha benzer bir diyabet benzeri tablo gelismektedir (27).

Tekrarlayan ufak dozlarda veya 30-100 mg/kg tek doz olarak kullanildiginda diyabet
gerceklestirilebilir. intravenoz, subdermal, intramiiskiiler ve intraperitoneal olarak uygulama
yapilabilir. Tekrarlayan ufak dozlarda verildiginde diyabet hizli gelismeyebilir ve toksik
mekanizmalardan daha ¢ok otoimmdin bir mekanizma ile olusur. Tek doz enjeksiyondan sonra
kandaki insilin degeri normalin %10-30 diizeyine kadar iner ve 20-30 mmol/L (200-300
mg/dL) duzeylerinde bir hiperglisemiye sebep olur. Bu kan sekeri diizeyinde hayvanda
polidri, polidipsi, kilo kaybi meydana gelir, ama bu dozda ciddi ketozis gelismez ve hayvan
yasamini insllin gereksinimi olmaksizin haftalarca devam ettirebilir (28).
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Sekil 2. Streptozotosin’in kimyasal yapisi (29).

STZ yontemi sigan, fare ve kopek gibi hayvanlarda calisilmistir. STZ ile olusturulan
deneysel diyabet modeli en cok kullanilan yontemdir. ikinci sirada alloksan kullanilir.
Alloksan STZ’ye oranla daha ucuz olmasina ragmen, daha fazla hayvanin 6limine neden
olabilmektedir (29).

2. 7. Galektin
Karbonhidrat baglayan proteinlerin bir Uyesi olan ve 3-galaktozidazlar icin afinite gdsteren

galektinler ilk kez 1994 yilinda tanimlanmustir.
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Gunumuze kadar 15 memeli galektini saptanmistir. Galektin ailesi tyelerinin hicre
cogalmasini dizenleyerek, hiicre donglsini kontrol ederek ve apoptozu inhibe ederek veya
uyararak seluler homeostaza katkida bulundugu bilinmektedir. Galektinlerin timor invazyon
ve metastazinda da roli oldugu dustinulmektedir. Bu proteinlerin hucre-hicre ve hiicre-
matriks etkilesimine, hiicre c¢agalmasina ve anjiogeneze aracilik ettigi bildirilmistir.
Lokalizasyon calismalari sonucunda, bu proteinlerin ¢cok sayida intraselliler kompartmanlara

ayrilabildigi saptanmistir (30).

2.7.1. Galektin-1

Galektin-1 (Gal-1), karbonhidrat baglayan galektin protein ailesinden olan beta-galaktozidaz
spesifitesine sahip homodimerik yapida bir lektindir. Daha onceleri L 14-1, galaptin ve IML-1
olarak da bilinen galektin-1 antikoru 134 amino asitten olusan 14 Kd molekdler agirliginda ve
aralarinda kovalent olmayan baglarla baglanmis bir homodimerdir (31).

Galektinlerden ilk kesfedilen protein olan Gal-1, insanda 22912 kromozomda lokalize
LSGALS1 geni tarafindan kodlanmaktadir. Cesitli normal ve patolojik dokular tarafindan
degisik sekillerde eksprese edilen Gal-1’in intraselliler ve ekstraseliiler (stromal) aktiviteleri
tanimlanmistir. Lektin aktivitesi, bircok olguda ekstraselller olarak gozlenirken, protein-
protein etkilesimleri ise intraseltler fonksiyonlari ile iliskilendirilmistir (32).

Gal-1 proteini sialik asidini kaybeden glikogonjugatlarin yani glikoproteinler,
glikolipitler, proteoglikanlar ve lipopolisakkaritlerin u¢ kisminda bulunan B-1,4 baglari iceren
galaktoz kalintilarina ve N-asetilaktozamine baglanabilir ve bu nedenle diger bazi lektinlerin
(C-tip) aksine Ca2+ iyonlarina ihtiya¢c duymamaktadir.

Gal-1 proteini hicre yuzeyinde, sitoplazmada ve nukleus membraninda da lokalize
olabildigi gibi, hicre-hicre, hlcresubstrat ve hicre-ekstraselliiler matriks etkilesimlerinde,
adezyonda, apoptoziste, hiicre siklusu regulasyonunda, blyimesinde ve gdctinde, neoplastik
donlsumde, yangida ve timor metastazinda gorev aldigi bildirilmistir (33).

Gal-1’in periferik sinir yaralanmasindan sonra zarar géren sinirlerin proksimal ve distal
kisimlarindan Schwann hicrelerinin gociine ve aksonal rejenerasyona yardimci oldugu
bildirilmistir (34). Bunlarin yani sira bu protein, adezyon, maotilite ve invazyonu iceren hiicre
gocl ile baglantih Uc¢ olayin her biri Gzerinde etkilidir. Laminin ve fibronektin gibi

ekstraselller matriks komponentlerine baglanmasi ile ¢esitli normal hiicreler ile kanser
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hicrelerinin adezyonunu artirdigi gosterilmistir. Ayni tipte hicrelerin birbiriyle etkilesiminde
ve (homotipik) farkli tipte hiicrelerin birbiriyle etkilesiminde (heterotipik) gorev alir (35).
insan embriyogenezinin ilk trimesterinde Gal-1, bag dokusunda, diiz ve cizgili kaslarda,
deri, gonadlar, tiroid ve bobrekler gibi bazi epitelyal dokularda eksprese edilmektedir (32).
Gal-1, ayni zamanda kaslarin gelisiminde ve rejenerasyonunda da rol oynamaktadir (36).

Hicre icinde karbohidrat bagimsiz etkilesimler ile hiicre sinyal yolaklarinda gorev alir ve
karbohidrat motiflerini tanima 6zelligi ile de ekstraselliler fonksiyonlara da sahip olma
Ozelligi tasir. Yapilan arastirmalar sonucunda, Gal-1’in hicre adezyonu ile gelisiminde,
apoptozda, immunmodilasyonda, metastazda, inflamasyonda ve ayni zamanda mRNA
kirpiimasinda da (mRNA splicing) gorev aldigi bilinmektedir (37).

Uterusta Gal-1 ekspresyonu endometriuma sinirlidir; endometriumun gec¢ sekretuvar
fazinda ve desidual dokuda dizenli olarak artar ve trofoblastik dokuda ise spesifik bir
ekspresyon paterni gosterir (38). Kolon, bobrek, meme, akciger, over, pankreas gibi solid
timorlerinde ve B hiicreli ve Burkitt lenfoma ile multipl miyelomda ’da Gal-1’in normal
dokuya oranla artmis ekspresyon gosterdigi ve bu durumun metastaz ve kotl prognoz ile
iliskilendirildigi literatiirde yer alan ¢alismalarla gosterilmistir (37).

Tumor hicreleri tarafindan ekspresyonu gergeklesen Gal-1’in hucre iskelet elemanlarinin
organizasyonunu gerceklestirerek hiicre motilitesini arttirmakla beraber, integrinler ve
ekstraselller matriks hicre bilesenlerinden laminin ile fibronektinin ¢apraz baglanmasini da
etkileyerek timor hucrelerinin adezyonunu arttirdigi bilinmektedir (39). Ayni zamanda
normal epitel hicrelerde az eksprese edilen Gal-1’in meme ve kolon kanserinde anjiyogenez
sirecindeki etkinligi ile iliskili olarak epitel hicreler tarafindan asiri ekspresyonu tespit
edildiginden dolay! antianjiyogenik terapiler icin hedef teskil edebilecedi disuntlmektedir
(39).

2.7. 2. Galektin-3

Galektin-3, B-galaktozid baglayan proteinlerden bir tanesidir. Galektin-3’0n molekil agirhgi
yaklasik 26200-30300 kDa’dur. Daha 6nceden bu Gal-3 antikoruna IgE baglayici protein,
karbonhidrat baglayici protein 35, Mac-2, CBP 30, L29, L34 gibi isimler de verilmistir. Bu
antikorun iki biyokimyasal 6zelligi bulunmaktadir. Bunlardan ilki, karbonhidrat baglama
alaninda birbirini takip eden aminoasit zinciri icermesi, digeri ise B-galaktozidlere afinitesinin

olmasidir. Galektin-3 intraseliiler glikoproteinler, ekstraseluler matriks proteinleri ve hcre
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yuzey molekdllerinin birbiri ile etkilesim igerisine girdikleri, intraseltler ve ekstraseliler
lektinlerdir. intraselluler gal-3 nikleer pre-mRNA baglanmasinin diizenlenmseinde ve
apoptozdan korunmada gorev alirken, sitoplazma membranindaki ve ekstraselliler ortamdaki
galektin-3 ise hiicreler arasi ve hicre-matriks iliskilerinde gérev almaktadir (40).

Galektin-3, cogunlukla epitelyal ve immin hicrelerde bulunur. Sitoplazma, hiicre
membrani ve ekstraseltler ortamda lokalizedirler (41). Galektin-3, galaktoza spesifik bir
protein olup kendine 6zgun glikokonjugatlar Gzerinden birden fazla biyolojik silrecte etkin
gorev alir (42). Glisin, tirozin ve prolinden zengin amino terminal ug ile karbonhidrat
baglayan ve daha ¢ok globuler bir yapi sergileyen karboksi terminal ug olmak tzere iki farkl
bolimden meydana gelir (43). Yapilan ¢alismalar sonucu, galektin-3'n NH -terminal ucunun
spesifik yapisi sayesinde dimer ve oligomerlerini olusturabildigi ve buna bagli olarak ¢ok
farkli biyolojik roller Gstlenebildigi gosterilmistir.

Galektin-3 hicre yuzeyi, sitoplazma ile nikleusta yerlesim gosterebilir. Ayrica timor
hicrelerinin ekstraselliler matrikse bakan yiizeyine lokalize olan galektin-3, metastatik
hlcrelerin adezyonunda da rol oynayabilir (44). Galektin-3 proteini farkli tumor tiplerinde
farkh sekillerde eksprese edilir. Ornegin, bazi lenfomalarda ve tiroit kanserinde artarken;
kolon, meme, ovaryum ve uterus kanserlerinde ise azaldigi bildirilmistir (45). Galektin-3,
hiicre buyumesi, neoplastik transformasyon, metastaz, hiicre dongusunin dizenlenmesi,
adezyon, diferansiyasyon, anjiogenez ve apopitoz gibi cesitli olgulari dizenler (41).
Embriyogenezde, hiicreler arasi ve hiicre-stroma iliskilerinde goérev olarak, organogenezde rol
oynar (46). Gal-3’0n ayrica pre-mRNA birlesmesi, hiicre — hiicre, hiicre — matriks adezyonu,
hlcre buytimesinin dizenlenmesi, belirli doku ve hiicre tiplerinde neoplastik transformasyon
ve progresyon, metastaz, apoptozis inhibisyonu ve immun cevap gibi cesitli fizyolojik ve
patolojik olaylarda da gorev aldigr dusunilmektedir (47). Bu antikorun malign lezyonlarda,
invazyon ile metastaz sureclerinde rol oynadigi bildirilmis, tiroid karsinomlarinda galektin-3
ekspresyonu tespit edilnis, benign timaorlerde ve normal tiroid dokusunda ise saptanamamistir
(48).



16

3. GEREC ve YONTEMLER

Calismamizda Cumhuriyet Universitesi Tip Fakltesi Deney Hayvanlari Laboratuvarinda
yetistirilen yaklasik 250-300 gram agirhginda ve 8-10 haftalik Wistar albino cinsi 50 adet
eriskin disi sican kullanildi. Hayvanlar deney suresince standart pellet yem ve ¢cesme suyu ile
beslendiler. Calisma igin Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’ndan
07.03.2013 tarih ve B.30.2. CUM.0.01.00.00-50/29 sayili onay belgesi (EK-1) alinmistir.

Calismada kullanilan hayvanlar oda isisinda, 12 saat aydinlik-12 saat karanlk periyotlar
olusturularak yetistirilmistir. Sicanlar kontrol (n=25) ve diabetik (n=25) olmak Uzere iki gruba
ayrilmistir. Hayvanlara diyabet olusturmak igin streptozotosin (STZ; Sigma Chemical Co., St.
Louis Missouri, ABD), intramuskdler yoldan (60 mg/kg v.a) uygulandiktan 30 giin sonrasinda
diyabetli ve diyabetli olmayan sicanlara 200 mg/kg sodyum penta-barbital intraperitoneal
yolla uygulanarak Otenazi uygulandi. Olim sonrasi alinan ovaryum dokularina isik
mikroskopi ve immunohistokimyasal incelemeler igin rutin takip protokolleri uygulandi. Isik
mikroskopik incelemeler igin parafine gomdilen o©rneklere genel morfolojiyi gostermek
amaciyla hematoksilen-eozin, galektin-1 ve galektin-3 molekillerini gostermek icin ise
immunohistokimyasal teknikler uygulandi.

Isik ve histokimyasal mikroskopik degerlendirme icin alinan kesitler Olympus (Olympus
BX51, Japon) marka mikroskopta de@erlendirilip, uygun alanlardan fotograflar ¢ekildi.

3. 1. Kullanilan Cihazlar
Doku Takip Cihazi (Leica, Germany)
Gomme firni (MKN Taab, UK)
Ben Mari (Leica, Germany)
Mikrotom (Leica, Germany)
pH Metre (Metle Toledo MP 2200, UK)
Manyetik Karistirici (BIBBY Stuart, UK)
Floresan mikroskop (Olympus BX51, Japan)
Hassas Tarti (Denver Instrument Company, USA)
Mikrodalga Firin (Arcelik MD 554 intellwave, Tiirkiye)
Mikropipetler -10pul, 20ul, 200ul ve 1000ul- (Gilson, USA)
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3. 2. Kimyasal Maddeler

Antikorlar
Galektin-1
(C-8): sc- 166618, Lot # G2910 mouse monoclonal 1gG2a
S. Cruz Bio.,

Galektin-3
(H-160): sc-20157, Lot # D1712 rabbit polyclonal 1gG

S. Cruz Bio.,
Crystal Mount Aqueous Mounting
AEC (Invitrogen)
Eozin (Biooptica, Milano, Italy)
Hematoksilen (Biooptica, Milano, Italy)
Phospate Buffer Saline (PBS) (Sigma, USA)
Antibody Diluent Reagent Solution (Invitrogen, USA)
EDTA (Biooptica, Milano, Italy pH:8)

3. 3. Doku Preparasyonu
Otenazi sonrasinda alinan ovaryum dokulari %10’luk tamponlanmis nétral formalin ile 30-36
saat sire ile fikse edildikten sonra dehidrasyon ve seffaflandirma basamaklarini takiben

parafinde bloklandi.

3. 4. Isik Mikroskopi

Istk mikroskopik incelemeler icin parafine gémdilen érneklerden Leica mikrotom ile alinan 5
um kalinliginda seri kesitlere genel morfolojiyi gostermek amaciyla hematoksilen-eozin
boyama uygulamasi yapildi. Olympus BX51 (Tokyo, Japan) mikroskobu ile uygun gérintiler

alindi.

3. 5. Semikantitatif Skorlama Yontemi
Deney ve kontrol gruplarinda ovarum dokularinda gorintilenen galektin-1 ve galektin-3
ekspresyonlarinin siddeti semikantitatif skorlama yontemiyle belirlendi ve sonuclar tablolar

halinde bulgular béliminde gosterildi. Butln kesitler birbirinden bagimsiz iki gézlemci
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tarafindan incelenerek, ovaryum dokusunda Gal-1 ve Gal-3 antikorlarinin boyanma
derecelerine gore; boyanma olmamis ise negatif (-), hafif derecede boyanma olmus ise (+),
orta derecede boyanma olmus ise (++), yogun derecede boyanma olmus ise (+++) boyanma

olarak ovaryum dokulari degerlendirildi (49).

3. 6. immunohistokimya

Ovaryum dokusunda Galektin-1 ve Galektin-3 belirlenmesi icin immunohistokimyasal
boyama yapildi. Parafin bloklardan alinan kesitler poly-L-lysine kaph adhezivli lamlar
(Patolab marka) tzerine alindi. Bir gece 56 °C’lik etiivde tutularak parafini giderildi. Kesitler
asagidaki serilerden gecirilerek saf suya indirildi.

%100 Alkol... 5 dk

%96 Alkol... 5 dk

%96 Alkol... 5 dk

%70 Alkol... 5 dk

%70 Alkol... 5 dk

Distile su... 5dk

Endojen peroksidazi maskelemek icin kesitler oda i1sisinda H202 de (hidrojen
peroksit) 10 dakika bekletildi.

2 defa PBS ile yikandi.

Antijenin geri dontsimunu saglamak icin kesitler, icinde EDTA tamponu (pH=8) olan
saleye konarak mikrodalga firinda maksimum ayarda 5 dakikalik, orta ayarda 15
dakika periyotlarla kaynatildi.

Mikrodalga firindan ¢ikarilan kesitler oda sicakliginda 20 dakika sogumaya birakildi.

2 defa PBS ile yikandi.

immiinohistokimya kabina konulan kesitlere 30 dakika Ultra V Block (Thermo marka
UltraVision Large Volume Detection System Anti-rabbit, HRP) uygulandi.

90 dakika kullanima hazir olmayan primer antikor (Galektin-1 ve Galektin-3) %25
oraninda sulandirilarak uygulandi.

2 kere PBS ile yikandl.

20 dakika Streptavidin Peroxidase (Thermo marka UltraVision Large Volume

Detection System Anti-rabbit, HRP) uygulandi.
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2 kere PBS ile yikandi.

20 dakika kromojen (Invitrogen marka AEC Substrat System) dokulara uygulandi
(20 ml AEC kromojen + 1 ml AEC substrat iyice karistirildr).

Saf su ile calkalandi.

10 dakika Hematoksilen ile zit boyama yapildi.

Cesme suyunda yikandi.

Preperatlar kurulanip kapatici (Thermo marka Large Volume Vision Mount) ile
kapatildi.

Gal-1 ve Gal-3 ve imminolokalizasyonlari skorlama yontemi ile her grup icin ayri ayri

saptandi.
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4. BULGULAR

4.1 immiinohistokimya Bulgulari
Galektin-1 ve Galektin-3’0in sican ovaryumlarindaki immiinolokalizasyonlari semi-kantitatif

skorlama yontemiyle belirlenerek sonuclar Tablo 1 ve Tablo 2°de verilmistir.

4.1.1 Kontrol Grubu Galektin-1 Bulgulari

Ovaryum dokusuna genel olarak bakildiginda korteks tabakasi, medulla, kan damarlari ve bag
dokusunda Gal-1 ekspresyonu izlendi (Sekil 3- 10). Kubik-prizmatik germinal epitelde zayif,
bazal membran ve tunika albuginea tabakasinda orta siddette Gal-1 ekspresyonu izlendi (Sekil
4). Ovaryumun folikdllerine bakildiginda, primordiyal folikilde; primer oosit ve primordiyal
folikiil hucrelerinde Gal-1 lokalizasyonu izlenmedi (Sekil 5). Primer folikllde; primer oosit,
teka interna ve teka eksterna tabakalarinda Gal-1 lokalizasyonu gorilmedi. Primer folikil
hlcrelerinin sitoplazmalarinda Gal-1 lokalizasyonu zayif izlendi. Zona pellucida da Gal-1
lokalizasyonu yogun izlendi (Sekil 6). Sekonder folikilde; primer oosit ve teka tabakasinda
Gal-1 imminolokalizasyonu gorilmedi. Graniloza hucrelerinde Gal-1 lokalizasyonu zayif
gozlendi. Zona pellucida ve antrumda Gal-1 lokalizasyonu cok yogun izlendi (Sekil 7).
Tersiyer folikiulde; sekonder oosit, teka interna ve teka eksterna tabakalarinda Gal-1
ekspresyonu goérulmedi. Zona pellucida, corona radiata, cumulus oophorus ve graniloza
hicrelerinde Gal-1 ekspresyonu zayif izlendi. Antrumda Gal-1 ekspresyonu oldukga yogun
izlendi (Sekil 8). Corpus luteumda; Gal-1 ekspresyonu teka lutein hicreleri ve graniloza
lutein hicrelerinin sitoplazmalarinda zayif, kan damarlarinda ise yogun izlendi (Sekil 9).
Medullada kan damarlarinda Gal-1 ekspresyonu yogun izlenirken fibroblast benzeri bag doku

hlcrelerinde zayif izlendi (Sekil 10).



Sekal 3 | Kontrol grubu ovaryum genel ghrimtisinde Gal-1 nminolokalizasyonul *).
Medulla: { M ), koneksy K ).

Sekil 4. Kontrol grubu epite] mbakasmda Gal-1 imminolokalizasyonu (*). Epite] hiic-
reler; (B, tumika albugines; (TA)
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Sekil 3. Kontrol grubu primordiyal falikiilde Gal-1 neganf imminolokalizasyonu, Pr-
mier eosit; ( PO ) primordival folikid hiiceeledd; { PFH )

Sekil 6. Kontrol grubu primer folikiilde Gal- immiinolokatizasvomi * ). Primer oosit:
{ PO 3, wona pellucida; ( £ ), primer folikiil hiicnelers; ¢ PFH ), teka internog { T1 ), teka
ehsterna; (TE ).
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Sekil 7. Kontrol grubu sekonder folikiilde Gal- | immiinolokalizasyonu (*). Primer oo-
sit; (PO, zoma pellucida; (2F), grantiloza hiicrelen; (GH), antrum; (A), feka intera;
(Ti), teka eksterna: {TE),

",—icln'l 8 Kmlml grubu tersiyer l"ul'lmldc Gal-1 1rnmu;n]a]nahras}'mu{ I ‘is:lmndm' on-

sit, (50), zona pellucida: (ZF). corona radiata; (CR), cumulus cophorus: (CO). granii-
loea hiicrelert; (GHY, antrumy: (A, weka intema: (TT), teka eksterna; (TE )
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Sekil 9, Kontral grube corpus hutsumda:Gal-1 inmimolokalizasyons (%) Kan damara:
i, (KD}, graniiloza lutein hitcrelert; (GL Y. teka hutein hiterelen; (TL).

Sekil 10, Kontrol grubu medullz bolgesinde Gal-1 immunolokalizasyonu (¥}, Medulla; (M),
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4.1.2 Kontrol Grubu Galektin-3 Bulgulari

Genel ovaryum dokusuna bakildiginda korteks tabakasi, medulla, kan damarlari ¢evresinde ve
bag dokusunda Gal-3 imminolokalizasyonu ¢ok yogun izlendi (Sekil 11-18). Kiibik-
prizmatik germinal epitel, bazal membran ve tunika albugineada Gal-3 ekspresyonu yogun
izlendi (Sekil 12). Ovaryumun folikillerine bakildiginda, primordiyal folikilde; primordiyal
folikiil hucreleri ve primer oositte Gal-3 immiinolokalizasyonu izlenmedi (Sekil 13). Primer
folikiilde; primer oosit ve zona pellucida da Gal-3 ekspresyonu izlenmedi. Primer folikil
hlcreleri ve teka tabakasi hicrelerinin sitoplazmalarinda Gal-3 ekspresyonu az yogun izlendi
(Sekil 14). Sekonder folikilde; zona pellucida, antrum, granuloza hucreleri ve teka tabakasi
hicrelerinin  sitoplazmalarinda Gal-3 lokalizasyonu izlendi. Primer oositte Gal-3
lokalizasyonu gorilmedi (Sekil 15). Tersiyer folikllde; sekonder oosit, corona radiata,
cumulus oophorus, ve teka eksterna da Gal-3 ekspresyonu gorilmedi. Graniloza hiicrelerinde
zayif, zona pellucida ve teka internada yogun, antrumda ise Gal-3 ekspresyonu daha yogun
izlendi (Sekil 16). Corpus luteumda; teka lutein hiicreleri ve graniloza lutein hiicreleride zayif
kan damarlarinda ise Gal-3 ekspresyonu ¢ok yogun izlendi. (Sekil 17). Medullada kan
damarlari cevresinde siddetli Gal-3 lokalizasyonu izlenirken fibroblast benzeri bag doku

hicrelerinde Gal-3 lokalizasyonu zayif izlendi (Sekil 18).
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Sekil |1, Kantrol grabu ovaryim gene| ghtlntisiinde Gal-3 imminolokalizasyonu {*). Medul-
Ta; { M), korteksd K ),

Sekil 12. Kontrol grubunda epitel tbakasmda Gal-3 imminolokalizasyonu (%), Epite] hicrele-
ri; { B}, tunika albaginea; { TA )



Sekil 13, Kontral grubu primordival folikilde Gal-3negatif mmmiinolokalizasyonu, Primer oosit
( PO ), primordival tolikil hiicreler; { PFH ).

Sekil 14, Kontral groba primer folikitlde Gal-3 imminolokalizasyonu (%), Promer oosit
{ PO 1, zona pellucida; ( Z7 ), primer folikil hitcrelers; { PFH ), wekn imterno; { T1 ), teka eks-
terna; (TE L
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yekil 15, Kontrol grubu sckonder folikiilde Gal-3 mmiinolokalizasyonu (*). Primer oo
sit; (PO, zona pellucida; (1), praniloza hiserelery, (GH), antrum; (A), teka interna; (TT),
tcka chsterna; (TE)

Sekil 16. Kontrol tersiyer folikiilde Gal-3 immonolokalizasyoru (*), Sekonder oo-
sit; (50, zona pelivesda; (ZP), corona radiate; (CR), cumulus oopharus; (CO), grantd-
leza hilereleri; (GH ), antrum: (A ). teka interna; { 1), teka eksterna; (TE).
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Sekal 17, Kontrol grubu corpus luteumda Gal-3 imminolokalizasyonu (* ). Kan damarla-
i, (KD, grenidloza lutein hitereleri, (GL), teka lutein hiiereleri, (TL).

Sekil 18. Kontrol gruboa medulla bilgesinde Gel-3 immiinolokalizasyonu (*). Medulla;
(M B
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4.1.3 Deney Grubu Galektin-1 Bulgulari

Genel olarak ovaryum dokusuna bakildiginda Gal-1 imminolokalizasyonu medulla, kan
damarlari gevresi ve fibroblast benzeri bag doku hiicrelerinde yogun izlendi (Sekil 19-26).
Korteks, kubik-prizmatik germinal epitel, tunika albuginea ve bazal membranda Gal-1
ekspresyonu izlenmedi (Sekil 20). Ovaryum dokusunun folikullerine bakildiginda primodiyal
folikiilde; primordiyal folikil hicreleri ve primer oositte Gal-1 immunolokalizasyonu
goralmedi (Sekil 21). Primer folikulde; primer oosit, teka interna ve teka eksterna
tabakalarinda Gal-1 ekspresyonu izlenmedi. Primer folikil hticrelerinde Gal-1 lokalizasyonu
zayif, zona pellucida da ise Gal-1 ekspresyonu yogun izlendi (Sekil 22). Sekonder folikilde;
primer oosit ve teka tabakalarinda Gal-1 ekspresyonu goérulmedi. Granilloza hiicrelerinin
sitoplazmalarinda Gal-1 ekspresyonu zayif izlendi. Zona pellucida ve antrumdaki Gal-1
immiunolokalizasyonu ¢ok yogun izlendi (Sekil 23). Tersiyer folikilde; sekonder oosit, zona
pellucida, corona radiata, cumulus oophorus, teka interna, teka eksterna ve graniloza
hlcrelerinde Gal-1 ekspresyonu izlenmedi. Antrumda Gal-1 yogun ekspresyonu izlendi (Sekil
24). Corpus luteumda; teka lutein hiicreleri ve graniiloza lutein hicrelerinin sitoplazmalarinda
Gal-1 imminolokalizasyonu zayif gortldi. Kan damarlarinda Gal-1 lokalizasyonu bu
kisimlara oranla daha yogun goruldi (Sekil 25). Medullada Gal-1’in kan damarlari ¢evresinde
siddetli eksprese oldugu gorulurken fibroblast benzeri bag doku hicrelerinde zayif eksprese
oldugu goruldu (Sekil 26).



Sekil 19, Deney grubu ovaryum genel ghrilmisinde Gal- 1 imminolokalizasyom (*),
Medulla, (M), korteks; (K.

Sekil 20 Deney grubunda cpitel tabakasmda Cal-1 negatif immilnolckalizasyonu, Epitel
hiicrelers; { E ), tunika albuginen; { TA ),
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Sekil 21, Deney grobu primordival folikiilde Gal-1 negatif imminolokalizasyonu. Primer
oosit: ( PO ), primordival folikiil hiicreleriz | PFH ).

Sekil 22, Deney prubu primer folikilde Gal-1 immiinolokalizasyomu (*), Primer oosit; {PO),
zomn pelluckda; ( 2P ), primer folikil hiicrelers: | PFH 3, teka interma; { T1 0, teko eksterna;
(TE 1
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Sekil 23 Deney graba sekonder folikilde Gal: limminolokalizasyonu (*). Primer aosit { PO,

zoma pellecide; (2P}, praniiloza hiicrelers, (GH), antrom; (A), teka interna; {TI, teka
ekstema; (TE)

Sekil 24, Deney grubu tersiver folikitlde Gal-1 mmiinolokalizasyonu (*). Sekonder oo-
sit; (S0, zona pellucida; (ZP), corona radiata; (CR ), cumulus oophorus; (OO, wranii-
loza hilcreleri: {GHY, antrumy: {A), teka interna; { T1), teka eksterna; (TE).
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Sekil 25. Deney prubu corpus lutcumda Gal-1 immitnolokalizasyonu (%1, Kan damarla-
ri; (KD, praniiloens lutein hiteeelen; (GL), teka lutesn hiiceelers; (TL),

Sekil 26. Deney grubu medulla bilgesinde Gal- | immilnolokalizasyona (* ). Medulla;
M0
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4.1.4 Deney Grubu Galektin-3 Bulgulari

Ovaryum dokusuna genel olarak bakildiginda; korteks, medulla, kan damarlari cevresi ve bag
dokusunda siddetli Gal-3 ekspresyonu goruldi (Sekil 27-34). Kubik-prizmatik germinal
epitel, bazal membran ve tunika albugineada Gal-3 ekspresyonu olduk¢a yogun gorildi
(Sekil 28). Ovaryum dokusunun folikillerine bakildiginda, primordiyal folikilde; primer
oosit ve primordiyal folikul hiicrelerinde Gal-3 ekspresyonu izlenmedi (Sekil 29). Primer
folikiilde; primer oosit, primer folikul hucreleri ve teka tabakasinda Gal-3 ekspresyonu
gorilmedi. Zona pellucida da Gal-3’0in lokalizasyonu yogun gorildi (Sekil 30). Sekonder
folikiilde; primer oositte Gal-3 lokalizasyonu goriilmedi. Zona pellucida ve antrumda yogun,
graniiloza hicrelerinin ve teka tabakasi hiicrelerinin sitoplazmalarinda Gal-3 ekspresyonu
zayif goraldi (Sekil 31). Tersiyer folikulde; sekonder oosit ve teka eksternada Gal-3
immunolokalizasyonu izlenmedi. Cumulus oophorus, corona radiata grantloza hucrelerinin
sitoplazmalari ve teka interna Gal-3 lokalizasyonu zayif izlendi. Zona pellucida ve antrumda
Gal-3 ekspresyonu yogun izlendi (Sekil 32). Corpus luteumda; teka lutein hicreleri ve
graniiloza lutein hiicrelerinde Gal-3 imminolokalizasyonu yogun ve kan damarlarinda ise
daha yogun izlendi (Sekil 33). Medullada Gal-3 immunolokalizasyonu ¢ok yogun izlenirken
fibroblast benzeri bag doku hiicrelerinde yogun izlendi (Sekil 34).



Sekil 27, Deney grub ovaryim genel gorlintisiinde Gal-3 immbnolokalizasyonu (*).
Medulla; ( M ), korteks) K ),

Sekil 28, Dency grabunda epite] mbakasmda Gal-3 immiinolokalizasyonu ( *). Epitel hiicrelerd,
{ E ), tunika slbugine; | TA ),
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Sekil 29, Dency prubu primordival folikiilde Gal-3 negatit imminolokalizazvonu. Pri-
mer oosit: ( PO ). primordival folikiil hicreleri; { PFH ).

Sckil 30 Deney grubu primer folikilde Gal-3 imminolokalizasyonu (* ). Primer oosit{PO)_zona
pellucids; { £P 3, pri:mﬂr folidll hilcrelery; ( PFH ), teka interma, f'l'f i, teka eksierma; (TE ),
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Sekil 31, Deney grubu sckonder folikilde Gal-3 immunolokalizasvonu (*), Primer oosit; (PO),
zona pellucida; { ZP ), graniiloza hicrelen; (GH), antewm; (A), teka mterna; (T1), teka
eksterna; (TE)

) - st NN
Sckil 32, Deney grobu tersiver folikiilde Gal-3 immiinolokalizasyonu (*). Sckonder oo-
sit; (80), zona pellucida; {ZP). corona radiata; (CR). cumulus cophorus: (CO). grani-
loza hilcrelery, (GHY), antrum; {A), teka imterna; (T1), weka eksterna; (TE)



Sckil 33. Dency grubu corpus luteumda Gal-3 immibnolokalizasyoms | *). Kan damarla-
ri; (KDY, praniiloza hotemn hicrelen; (GL), teka luten hicreler; (TL).

Sekil 34 Deney grubu meduolla bilpesinde Gal-3 mminolokalizasyonu (%), Medulla; (M)
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Tablo 1: Kontrol grubunda galektin-1 ve galektin-3 ekspresyonlari

40

Kontrol Grubu Galektin-1 Galektin-3
Epitel + -+
Tunika Albuginea ++ ++
Korteks + ++
Korteks Kan Damari +++ 4+
Medulla ++ T+
Fibroblast Benzeri Hiicre + +
Medulla Kan Damari +++ 4+
Primordiyal Folikul

Primordiyal Folikul Hicreleri - -
Primer Oosit - -
Primer Folikdl

Primer Folikul Hicreleri + +
Primer Oosit - -
Zona Pellucida ++ -
Teka interna - +
Teka Eksterna - +
Sekonder Folikul

Primer Oosit - -
Zona Pellucida +++ +
Graniiloza Hiicresi + +
Antrum +++ +
Teka interna - +
Teka Eksterna - +
Tersiyer Folikil

Sekonder Oosit - -
Zona Pellucida + +4
Graniiloza Hiicreleri + +
Antrum +++ +++
Corona Radiata + -
Cumulus Oophorus + -
Teka interna - +
Teka Eksterna - -
Corpus Luteum

Corpus Luteum Kan Damari ++ 4
Teka Lutein Hicresi + +
Graniiloza Lutein Hiicresi + +




Tablo 2. Diyabetli deney grubunda galektin-1 ve galektin-3 ekspresyonlari

41

Deney Grubu Galektin-1 Galektin-3
Epitel - i+
Tunika Albuginea - F++
Korteks - F++
Korteks Kan Damari - T+
Medulla ++ -
Fibroblast Benzeri Hiicre + ++
Medulla Kan Damari +++ +++
Primordiyal Folikul

Primordiyal Folikul Hiicreleri - -
Primer Oosit - -
Primer Folikdl

Primer Folikul Hicreleri + -
Primer Oosit - -
Zona Pellucida ++ ++
Teka interna . B}
Teka Eksterna - -
Sekonder Folikul

Primer Oosit - -
Zona Pellucida +++ ++
Graniiloza Hucresi + +
Antrum +++ ++
Teka interna - +
Teka Eksterna - +
Tersiyer Folikdl

Sekonder Oosit - -
Zona Pellucida - +4++
Graniiloza Hiicresi - +
Antrum +++ +++
Corona Radiata - +
Cumulus Oophorus - +
Teka interna - +
Teka Eksterna - -
Corpus Luteum

Corpus Luteum Kan Damari ++ +++
Teka Lutein Hiicresi + ++
Graniiloza Lutein Hiicresi + ++
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5. TARTISMA

Ovaryumlar, diside gametlerin Uretilmesi (gametogenesis) ile steroid yapidaki
hormonlarin  sentezlenip salgilanmasi gorevini  Ustlenirler (6). Memelilerde Greme
fonksiyonunun meydana gelmesinde vazgecilmez degere sahip olan ovaryumlardaki
folikdllerin gelismesi, bir taraftan déllenme yeteneg@i olan ovumu Uretirken diger taraftan da
ureme sisteminin belli bélgelerinde es zamanli degisim ve gelisimlerini saglar (48).

Diabetes mellitus (DM), pankreasin insilin sekresyonunun yetersizligi ve/veya dokularin
instline yanitinin bozulmasiyla meydana gelen, protein, yag ve karbonhidrat metabolizmasini
etkileyen metabolik bir hastahiktir (50). Baska bir deyisle, diabetes mellitus, instlin
sekresyonunda veya insulinin etkisinde ya da her ikisindeki defektler sonucunda karbonhidrat,
yag ve protein metabolizmasinda meydana gelen hasarlar ile karakterize olan heterojen bir
grup metabolizma bozuklugunu kapsayan bir hastaliktir. Hastaligin ortak sonucu olan kan
sekeri yiksekligi (hiperglisemi) kontrol altinda tutulamazsa zaman icinde diyabetin kronik
komplikasyonlari olarak kabul edilen retinopati, nefropati, periferik ve otonom ndropati gibi
mikrovaskuler dizeydeki problemlerden kaynaklanan sorunlara neden olabilir. Eski
calismalarda diyabetik hastalarda nefropati insidansinin oldukca fazla oldugu bilinmektedir.
Bu sebepten DM, hastalarin yasam kalitesini distrdigu gibi yasam suresini de azaltabilir
(51).

Deneysel hayvan calismalarinda insandakine benzer diyabet olusturmak icin kullanilan N-
nitroso turevi D-glukozamin yapisindaki STZ, oksidan maddeler olusturarak Langerhans
adaciklarinda secici olarak tahrip olusturmakta ve uygun olmayan nitrik oksit cevaplari
vererek diyabeti meydana getirdigi dustinilmektedir (52). DM’lu insanlarda oldugu gibi,
STZ-diyabetik sicanlarda da gozler, bébrekler, ovaryum, kan damarlari ve sinir sisteminde
hasarlar meydana gelmektedir (53). Cesitli hastaliklarin patogenezinin anlasiimasi, hastaliktan
korunma ve tedavi olanaklarinin arastirilabilmesi igin deneysel hayvan modelleri yaygin
olarak kullaniimaktadir (54). Deney hayvanlarinda deneysel diyabet olusturmak icin kimyasal
ajanlar, spontan olarak veya viriis araciligi ile yapilabilmektedir. Streptozotosin (STZ) ile
alloksan bu amagla kullanilan kimyasal ajanlardir (55). Kimyasallarla, beta hiicre yikimi ile
insanlardaki tip | diyabet’e benzer sekilde diyabet olustururlar. Streptozotosin (STZ),
Langerhans adaciklarinin B hiicrelerine 6zgl toksik etki gosteren bir maddedir (50). Fare,

sigcan, tavsan, kobay, hamster, maymun, domuz, képek ve kedi gibi bircok deney hayvani
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deneysel diyabet olusturmak amaciyla kullanilabilmektedir (56). Bizim c¢alismamizda,
hayvanlarda deneysel diyabet olusturulduktan sonra incelenmek (zere ovaryum dokulari
cikarildi. Sonrasinda ovaryum dokularinda Gal-1 ve Gal-3 lokalizasyonu c¢alisildi.

Galektinler; glikonjugatlarin B-galaktozitlerini taniyan, hiicre biylmesi, farklilasmasi,
apoptoz ve sinyal iletimi gibi bircok biyolojik faktorl iceren bir hayvan lektinidir. Gal-1
interstisyel bezler ve teka interna tabakasi da dahil olmak (izere ovaryum stromasinda ve
yogun bir sekilde corpus luetumda eksprese olmaktadir. Gal-3’te Gal-1 gibi corpus luteumda
lokalizedir. Fare ovaryumunda Gal-1 ve Gal-3 eksprese olmaktadir ve ayrica Gal-1 ve Gal-3
luteal hiicrelerde farkli mekanizmalar araciligiyla progesteron Gretimi ve metabolizmasina
aracilik etmektedirler (57). Lektinler olarak adlandirilan karbonhidrat baglayici proteinlerin
biylk bir bolimdnd hayvanlar ve bitkiler icerir. Lektinler; spesifik olarak baglanan veya
capraz karbonhidrat baglayici proteinlerdir. Tim Gyeleri ¢ozilebilir, laktoz baglayabilir ve
sakkaritlerle iliskilidirler (58). Cesitli timorlerin karsinogenez ve progresyonunda 6énemli roli
olan galektinler, ekstraselliler matriks molekilleri ile etkilesim gostererek apoptoz, hiicre
transformasyonu, hiicre gocli ve hicre blylmesinde gorev alirlar. Lektinler, spesifik
oligosakkaritleri tantyip onlara baglanabilen glikoproteinlerdir. C ve P tipi olmak Gzere iki
cesit lektin grubu vardir. Galektinler P tipidir ve C tipi lektinlerin aksine, karbonhidratlara
baglanmak icin kalsiyuma ihtiya¢c duymazlar (59). Galektinler, kiiciik molekdler agirhgi olan,
fonksiyonlari icin kalsiyuma gerek duymayan, hiicre buyiumesi, aktivasyonu, hiicre-hiicre ve
hicre ekstraselliler matriks (ECM) etkilesimlerinde gorev alan, karsinoembriyojenik antijene
ve laminine baglanabilen bir protein ailesidir (60). Galektinler, hicre yiuzeyinde ve
ekstraselliler matrikste oldugu gibi, sitoplazma ve nukleusta da yer alabilir (59). Galektin
ailesi tyelerinin hiicre cogalmasini kontrol etmekle birlikte, hiicre dongusiinii diizenlemede ve
apoptozu inhibe ederek ya da uyararak seliler "homeostaz a katki sagladigi bilinmektedir
(61).

Oositlerin rejenerasyonunun olmadigi kabul edilir ancak, ilk defa 2004 yilinda, Johnson
ve ark. (62) tarafindan yurutilen calismalar ile ovaryumda kok hiicrelerin varligindan s6z
edilmistir. Calismalarinda, kék hiicre kaynagi olarak germinal epitel disunulmustir ve
mitotik aktivasyon sonrasinda primordiyal folikul sayisinda artis gozlenmistir. Buna karsin
Tan ve Fleming (63), yuzey epitelinden ovulasyon alanina kadar olan alanda prolifere olmus
hlcreye ait nukleer antijenin zayif immin reaktivite gosterdigini bildirmistir. Ovaryumda

genellikle primordiyal folikul sayisini artiran kok hucrelerin hematopoetik kaynakli oldugu
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hatta, kemik iligi transplantasyonu sonrasinda spontan gebeliklerin gézlenmesinin, kemik
iliginden ovaryuma tasinan kok hicreler ile meydana gelebilecegi kabul edilmektedir (64).
Deney hayvanlarinda ve kultir ortamlarinda elde edilen bu sonuglar heniiz tam bir netlik
tasimamaktadir. Bu yiizden hem ovaryumu de@erlendirme kriterleri hem de oosit stogunu
koruyucu yontemlerin gelistirilebilmesi igin daha pek ¢ok deneysel calismalara ihtiyag
duyulmaktadir. Oosit ile granlloza hucreleri arasindaki baglantilar bu iki tip hicrenin gelisip
farklilasmasi, oositin olgunlasmasi ve folikll biytmesinin ilerlemesi agisindan hayati 6neme
sahiptir. Siki baglanti yapisindaki kompleksler, temel olarak konneksin proteini icermektedir
ve konneksin 43 eksikligi bulunan farelerde folikil gelisimi erken preantral asamadan daha
ileriye gitmezken (65), oosit ile kumulus hiicreleri arasinda yer alan konneksin 37 eksikligi
ovulasyonun meydana gelmemesine sebep olmaktadir (66).

Dong Hoon ve arkadaslarinin ilk immunohistokimyasal raporunda; 6strus siklusu boyunca
diyabetli fare ovaryumlarinda hiicre yiizey reseptorii olan gangliositlerin degisen ekspresyonu,
erken embriyonik gelisim déneminde GM3 gangliosit ekspresyonu ve oosit fertilizasyonunda
yuksek glikoz konsantrasyonlarinin etkilerini aciklamislardir. GM3’0in, basit karbonhidrat
yapisina sahip, hucre farklilasmasi indiksiyonu, hiicre ¢ogalmasi modulasyonu, sinyal
transdiiksiyon ve fibroblast morfolojisi onarimina katildigi bilinmektedir. Elde edilen
sonuclarda diyabetli sicanlarda folikiler gelisim boyunca, ovaryum olgunlasmasi sirasinda
GM3 ekspresyonun azaldigi gosterilmistir. Diyabetli sican ovaryumlarinda GM3’iin, diyabetli
olmayan sicanlarin aksine, primer ve sekonder folikullerin dokular arasi ve teka hicrelerinde
az yogunlukta eksprese oldugu belirlenmistir. Diyabetli olmayan ovaryumlarin primer ve
sekonder folikullerinde, grantloza hiicrelerinde GM3 eksprese olmamistir fakat diyabetli
ovaryumda sekonder folikullerin graniiloza hicrelerinde eksprese oldugu gortulmustir. Bizim
calismamizda, kontrol ve deney grubunda sekonder folikillerin grantiloza hiicrelerinde gal-1
ve gal-3 zayif eksprese olmustur. Kontrol grubunda tersiyer folikillerin graniloza
hlcrelerinde Gal-1 ve Gal-3 zayif eksprese olmustur. Deney grubunda gal-1 ve gal-3 sekonder
folikiillerin graniiloza hicrelerinde zayif eksprese olmustur. Deney grubunda tersiyer
folikdllerin graniiloza hiicrelerinde Gal-1 lokalize olmazken Gal-3 zayif lokalize olmustur.
GM3 diyabetli ovaryumda Graff foliklllerin ve ayrica oositlerin sitoplazmalarinda eksprese
olmustur. Ayrica diyabetli sican ovaryumlarin graniloza hiicreleri ve cumulus oophorus
hlcrelerinde, diyabetli olmayan sican ovaryumlari ile karsilastirildiginda ekspresyonun zayif

oldugu soylenmistir. Primer folikullerin granuloza hiicrelerinde GM3’in mevcut olabilecegi
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olasidir, fakat immunohistokimyasal olarak saptanamaz. Bu durumda ise; folikiler gelisim
esnasinda GM3 ekspresyonunda imminohistokimyasal olarak belirgin bir degisiklik
oldugundan su hipotezi desteklemislerdir: bu gangliosit (GM3) ovulasyon ve folikiler
biytimede 6nemli rol oynar (67). Cunkl ovulasyon birgok hormon tarafindan duzenlenir,
ornegin FSH, LH, prolaktin ve dstrojen gibi (68), hormonal stimilasyonu GM3 ekspresyonu
etkileyebilir. Baska calismalarda gostermistir ki, FSH ve insulin beraber olgunlasmamis
graniloza hicreleri aracithgiyla GM3 ekspreyonunu artirirlar (69) fakat FSH tek basina fazla
etkili degildir. Bu fikirlere dayanarak, folikiler gelisim esnasinda GM3 ekspresyonunu igeren
mekanizmanin karisik oldugu soylenebilir (67). Diyabetli farelerde elde edilen sonuglar,
gelismesi sirasinda ortamin yiksek glikoz diizeyinin GM3 ekspresyonunu etkileyebilecegini
desteklemektedir. Calismamizda diyabetli sican ovaryum dokusuna bakildiginda, epitel,
tunika albuginea ve kortekste Gal-1’in eksprese olmadigi gortlmastar. Gal-1 lokalizasyonu,
primordiyal, primer ve sekonder folikillerin primer oositelerinde, primer ve sekonder
folikllerin teka tabakalarinda izlenmemistir. Primer folikilin zona pellucidasinda yogun
eksprese olan Gal-1 sekonder folikilin zona pelucidasinda daha yogun eksprese olmustur.
Sekonder folikuliin antrumunda da Gal-1 siddetli ekspresyon gdstermistir. Gal-1 ekspresyonu
tersiyer folikullerde ise sekonder oosit, zona pellucida, graniiloza hicresi, corona radiata,
cumulus oophorus ve teka tabakalarinda negatif, antrumda ise yogun izlenmistir. Korpus
luteumda Gal-1 lokalizasyonu teka lutein ve granilloza lutein hiicrelerinde zayifken kan
damarlarinda kuvvetli olarak izlenmistir. Medullada da Gal-1 ekspresyonu kuvvetli olarak
izlenmistir. Deney grubunda Gal-3 ekspresyonunun epitel, tunika albuginea ve korteks
bolgelerinde yogun oldugu gorulmuistir. Primordiyal, primer, sekonder foliklllerin primer
oositlerinde Gal-3 lokalizasyonu negatifken primer ve sekonder folikilin zona pellucidasinda
lokalizasyon kuvvetli izlenmistir. Primer folikulln teka tabakasinda eksprese olmayan Gal-3
sekonder folikuliin teka tabakasinda eksprese olmustur. Tersiyer folikilde ise teka internada
eksprese olan Gal-3 teka eksterna da eksprese olmamistir. Tersiyer folikilin sekonder
oositinde Gal-3 eksprese olmamistir. Corpus luteumda Gal-3 lokalizasyonu teka lutein ve
graniiloza lutein hucrelerinde yogun izlenirken kan damarlarinda daha yogun olarak
izlenmistir. Medullada Gal-3, fibroblast benzeri bag doku hicrelerinde yogdun eksprese
olurken kan damarlarinda daha yogun ekspresyon gostermistir. Bu bulgulardan yola ¢ikarak
diyabetin Gal-1 ve Gal-3 ekspresyonlarini etkiledigi, Gal 1 ve 3’Un ovulasyon ve folikuler

blylmede rol oynayabilecegi ve Gal-1 ile Gal-3 ekspresyonu iceren mekanizmanin da karisik
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oldugu sonucuna varilabilir. Eriksson ve arkadaslarinin yapmis oldugu yiksek glikoza maruz
birakilmis rat embriyolarinda sorbitol seviyelerinin yiksek oldugunu, bu embriyolarda biyuk
oranda konjenital malformasyon oldugunu ve blylmenin bozulmus oldugunu rapor
etmislerdir (70). Buradan, erken embriyonik gelisme doneminde glikoz metabolizmasi
tarafindan Uretilmis metabolitlerin  zararli  olabilecegi anlami ¢ikmaktadir. Bizim
calismamizda da, diyabet olusturulmus sican ovaryumu ile saghkli  ovaryum
karsilastirildiginda Gal-1 ve Gal-3 ekspresyonlarini farkli oldugu ve bu durumun diyabet
sonucu meydana gelmis olabilecegi soylenebilir. Garris ve arkadaslari tip-l1 diyabetin
ovaryum fonksiyon bozukluklarina sebep oldugunu bildirmislerdir (71). Bitar ve
arkadaslarinin 1997 yilinda yaptigi bir calismada, STZ ile olusturulmus deneysel diyabetin
duzensiz oOstrus siklusunun yani sira anovulasyon ve hayvanlarda seksiiel matirasyon
gecikmesi bulgularinin; prodstrus evresinde hipotalamik norepinefrin aktivitesinde azalma
yolu ile olustugu belirtilmistir (72). Chieri ve arkadaslari ile Colton ve arkadaslari, diyabetin
ovulasyon oranini disirdiguni gosteren calismalarinda ayni zamanda embriyonik gelisim
geriligine sebep oldugunu bildirmislerdir (73). Bizim c¢alismamizda, folikul gelisim
doneminde STZ’li sican ovaryumunda ylksek glikoz konsantrasyonunun Gal-1 ve Gal-3
ekspresyonunu etkileyebilegi sonucuna varilmistir. STZ’li ve STZ’li olmayan ovaryum
dokusunda ozellikle medulla bélgesinde bag doku ile bag doku igerisinde yaygin halde
bulunan kan damarlari ve oositlerin zona pellucidasinda Gal-1 ve 3’0 yogun olarak
icermektedir. Ayrica tersiyer folikil antrumunda cok yiksek oranda ve kuvvetli eksprese
oldugu gorulmastir. Yaptigimiz calismada, dzellikle de tersiyer folikullerin Gal-1 ve Gal-3’U
bol miktarda sentezlemeleri bize Gal-1 ve Gal-3'lin oosit gelisiminde ©6nemli rollnin
olabilecegi fikrini vermektedir.

Maternal diyabet oosit gelisim yetenegini olumsuz etkiler. Ozellikle, diyabetli fare
oositlerinde mitokondrinin islevsiz oldugu gosterilmistir. Embriyoya iletilen oosit
mitokondrileri maternal olabilir ve sonra fetal gelisim ve embriyogenez sirasinda ¢ogalip,
diyabetli disilerle Greme bozukluklarina katkida bulunurlar. Maternal diyabet oosit kalitesini
bozmaktadir. Bu siire¢ boyunca potansiyel aracilari tanimlamak ve kesfetmek icin daha fazla
calisma gereklidir (74). Calismamizda diyabetli ovaryum dokularinda Gal-1 ve Gal-3
ekspresyonlarinin farkh sekillerde oldugunu saptadik. Ovaryum dokusuna genel olarak
bakildiginda ise Gal-3 boyanma siddetinin Gal-1 boyanma siddetine oranla daha fazla

oldugunu tespit ettik.
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Maria ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada, MMP-14 ve MMP-2’nin insan
ovaryumdaki ekspresyonuna bakilmistir. Matriks metalloproteinaz ailesi proteinleri (MMP),
embriyonik gelisme, Greme, doku yenilenmesi, yara iyilesmesi, eklem iltihabi ve kanser gibi
hastaliklarda normal fizyolojik suregte hicre disi matriks parcalanmasina katiimaktadirlar.
MMP proteinlerinin diyabetle olan iliskisi incelendiginde, diyabetik hastalardan alinan
dokularda MMP’nin ekspresyonunda 6nemli bir artis oldugu goésterilmistir (75). Baska bir
calismada ise galektin aktivasyonunda MMP’nin roli olabilecegi séylenmistir. MMP-2 ve
MMP-14 bu ailenin alt Gyeleridir. Bu proteinler, ovaryum folikil olusumu ve folikul
bozukluklarinda rol oynar. MMP-14 ve MMP-2 folikillerin buyuk bir kisminda ve ylizey
epitelinde pozitif olarak bulunmustur (76). Yaptigimiz ¢calismada STZ’li ovaryum dokusunda
germinal epitelde lokalize olmayan Gal-1, STZ verilmeyen ovaryum dokusunda germinal
epitelde distk siddette lokalize olmustur. Gal-3 ise hem STZ’li hemde STZ verilmeyen
ovaryum dokusunun germinal epitelinde lokalize olmustur. MMP-2 tersiyer folikilde stromal
hicrelerde ve primordiyal folikillerde eksprese olmustur. Ama bu calismanin aksine bizim
calismamizda deney ve kontrol grubunda primordiyal folikillerde ne Gal-1 ne de Gal-3
lokalize olmustur. Bu folikillerde lokalizasyon gortilmemesinin nedeni gelisimin erken
doénemlerinde Gal-1 ve Gal-3’lin etkinliginin az olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Bunu da
primordiyal foliklllerde zona pellucida varhginin olmamasi ve gelisen folikullerde zona
pellucida da hem Gal-1 hem de Gal-3 lokalizasyon siddetinin yogun olmasi desteklemektedir.
Immiinohistokimyasal olarak MMP-14’de de bakildiginda ¢ogunlukla sitoplazmik alanlarda
ve MMP-2’ye oranla daha ¢ok hicre boyadigi goralmustur. Cesitli calismalarda da MMP-
14°0n hicre blyumesinde ¢ok 6nemli roli oldugunu ve folikiler gelisiminde de rol aldigini
gostermistir. Carpici bir sekilde, MMP-2 ve MMP-14 ovaryum stromasi ile folikullerin
arayuzinden daha cok folikdllerin i¢yuzinde eksprese olmuslardir. Sonug olarak, MMP-2 ve
MMP-14 gelisen ovaryum folikillerinde eksprese oldugu gorilmustir (77). Bizim
calismamizda Gal-1 ve Gal-3 sigan ovaryum folikullerinde eksprese olmustur.

Ovaryum folikdlleri, preantral asamadan itibaren gonadotropin bagimli duruma
gelmektedirler. Preantral folikiilde graniloza hucreleri spesifik FSH reseptorleri
bulundurmaktadir ve FSH sayesinde, folikil kendi mikro cevresini olusturmak (zere az
miktarda androjenleri aromatize edebilmektedir. Boylece dstrojen yapimi FSH reseptor icerigi
tarafindan sinirlandiriimaktadir. FSH reseptorleri folikilin baslangic buyumesi (zerine,

graniiloza hucreleri plazma membraninda hemen meydana gelmekte ve kisa zamanda 1500
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reseptor/ graniiloza hucreleri konsantrasyonuna ulasmaktadir. FSH, 0Ostrojen ile birlikte
hareket ederek, graniiloza hicrelerilerinde sinerjistik mitotik etki gosterir ve proliferasyonunu
uyarmada gorev alir. Bu sebepten, preaantal ve antral folikiler hiicrelerinde mitotik figirlere
sikhkla rastlanmaktadir (78).

1994 yilinda yapilan karsilastirmali bir calismada (79), ovaryum dokusunda TGFa’nin
sitolojik yerlesimi ile hiicresel diizeyleri arastiriimistir. TGF a ve B epidermal gelisim faktor(i
(EGF) benzeri polipeptidlerdir ve transforme olmamis hicrelerin tutunma-bagimsiz
gelisimini uyarirlar (80). TGF a ve B ovaryum fonksiyonunun en iyi yerel modulatorleri
olarak bilinen transforme edici bllyime faktorleridir. TGF o epidermal biyiime faktorii EGF
ile yapisal benzerlik tasir. Her ikisi de genis hiicre araliginda poliferasyon ve biyimede ayni
reseptore baglanirlar. Bunlarin reseptorleri ovaryum hiicrelerinde tespit edilmistir. Calismada
TGFa ekspresyonunun, folikllerin gelismesiyle artis gosterdigi ve orta luteal faz sirasinda
lutein hicrelerinde maksimum dizeye ulastigi bildirilmistir. Vasir ve ark. yapmis oldugu bir
calismada ise TGF-a ekspresyonunun diyabetli grupta azaldigr gosterilmistir (81). Baska bir
calismada ise (80), bu bulgulara ek olarak TGFa immunoboyanmasina bakildiginda gelismis
ve antruma sahip olan folikillerde daha yodun oldugu, folikiler kaynakli TGFa‘nin folikler
gelisimin ayarlanmasinda bir otokrin/parakrin durumu olusturabilecedi belirtilmistir.
Embriyonal biylme faktori olarak bilinen TGFa’nin erigkin organizmada bulunan seklinin
epidermal gelisim faktori (EGF) olabilecegi, ovaryumda EGF’nin granuloza hicrelerinin
proliferasyonu ve differensiyasyonunda gorev alabilecegi ileri strtlmustir. Ovaryumda teka
interna hacreleri tarafindan dretilip salinan TGFa’nin, fenotipik degisimin olusmasini
sagladigi, ayrica bu etkinin geri dénisiimlii oldugu vurgulanmis ve TGFa’nin hem granuloza
hem de teka interna hicrelerinde bulundugu, olusan folikiler aktiviteyi yonlendirdigi
belirtilmistir (82). Bizim c¢alismamizda da foliklllerin gelismesiyle Gal-1 ve Gal-3
ekspresyonlarinin artis gosterdigi, antruma sahip olan tersiyer folikillerin antrum kisimlarinda
ekspresyonun oldukca yogun oldugu izlenmistir. Dolayisiyla bizde Gal-1 ve Gal-3’ln
folikiler gelisimin ayarlanmasinda bir rolii olabilecegini distindik.

Lektinler, glikolipidler ve glikopreteinler (zerinde belirli oligosakkaritleri taniyan
baglayict proteinlerdir (82). Memeli lektinlerinin imminoljik I6kosit adezyonu ve
opsonizasyonuna katildigi bilinmektedir. Bazi lektinlerin 6zellikle Gal-1, T hiicre bagisiklik
ve inflamasyonda duzenleyici oldugu son zamanlarda belirlenmistir. Bu bilgiler Gal-1’in

timositlerin ve T hicrelerinin apoptozisini tesvik ettigini desteklemektedir ki bu da, bu
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endojen lektinin timik tolerans ve periferik T-hiicresi homeostasinde bir rol oynayabilecegi ve
Gal-1’in otoimmun hastaliklar ve organ reddi icin terapide potansiyel bir kullanima sahip
olabilecegini desteklemektedir (83). Daha da ©nemlisi Perona ve arkadaslarinin son
zamanlarda yapmis oldugu calismada baskilanmis otoimmin diyabette Gal-1’in kullanimiyla
¢ozlimlenebilir oldugunu basarmislardir (74). Bu da sunu gdstermistir, tip-1 diyabetli fareler
tarafindan indiklenmis Gal-1 artisi tip-1 diyabetin tedavisi icin faydahdir. Ayrica bu
bulgularda sunu destekler; yiksek Gal-1 ekspresyonu, anti-diyabetik etki yolarindan bir
tanesidir (83).

Gal-1 oOzellikle solid timdrlerde anjiyogenezi dizenlemede gorev alarak timor
hicreleri icin metastaz yayilim ve potansiyel bir kagis yolu meydana getirmektedir.
Literatirde meme, kolon, ovaryum, prostat, pankreas, kolanjio karsinomlar, mesane
karsinomlari, skuamé6z hicreli karsinomlar ile Hodgkin lenfoma gibi bir ¢ok malign
neoplazmalarda Gal-1 ekspresyonunun saptandigi calismalar yer almaktadir. Bunun yani
sira kolon karsinomu, prostat kanseri, gliomlar, bas veboyun skuam6z hiicreli
karsinomlarda Gal 1’in prognostik belirleyici bir degere sahip oldugu ileri sirtImustir (84).
Gal-1, meme karsinomlarindaki énemi de ¢ok fazla incelenmemis olan galektinler ailesinin
bir Gyesidir. Gal-1, timor hucreleri icin potansiyel bir kagis yolu meydana getirerek
metastatik yayilimi kolaylastiran timor anjiogenezini de diizenler (85). Ayrica yapilan baska
bir calismada lenf nodundaki metastatik tumor hiicrelerinde ve stromal hicrelerde Gal-1
ekspresyonu arastiriimis; aksiller lenf nodu metastazi bulunan olgularin %29’unda metastatik
timor hicrelerinde, %74.2°sinde ise lenf nodundaki stromal huicrelerde daha yiiksek diizeyde
Gal-1 ekspresyonu belirlenmistir. Verilerinde, kugik duktal karsinomlarda primer ve
metastatik odaklarda Gal-1 ekspresyonunun daha c¢ok stromal hiicrelerde belirgin oldugu
gortulmektedir (86). Galektinler icerisinde stromal tip galektin olarak adlandirilan Gal-1’in
(56) bizim cahismamizda da ekspresyon yogunlugu olarak daha c¢ok zona pellucida, bag
dokusu ve kan damarlari gevresinde eksprese oldugu goéralmustar.

Galektin-3 bobrek, akciger, timus, meme, prostat, dalak ve kolonda dahil olmak (zere
birtakim organlarda eksprese edilmektedir (87). Bu da Gal-3’Un memelilerde cesitli hiicre
tipinde eksprese edildigini gdstermektedir. immiinhistokimya ve Western Blot analizleri
kullanilarak Gal-3’0n doku ekspresyon seviyeleri karsilastiriimistir. Buralarda elde edilen
bulgular ile Gal-3’lin yuksek ekspresyon seviyesi ile akciger, dalak, mide, kolon, uterus,

ovaryum ve dalak olmak Uzere ¢esitli organlarda énemli bir rol oynayabilecegi bulunmustur
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(88). Gal-3 sigir fetal solunum ve sindirim yollari epitel értusiinin yani sira tukrik bezlerinin
duktal siteminde, pankreas, bobrek, g6z ve intrahepatik safra kanallarinda bulunmustur (87).
Tum bu sonuglar dikkate alinarak Gal-3’0in incelenen tim organlarda eksprese edildigi, her
birinde kendine 6zgu bir rol oynadigi gosterilmistir. Gal-3’Un organlarda ve hiicre tiplerinde
islevini aydinlatmak icin daha fazla ¢alisma gerekmektedir (88). Galektin-3 anti-apoptotik ve
proinflamatuvar bir lektindir. E.P.K Mensah ve arkadaslari ilk defa coklu dusiuk doz
streptozotosin ile diyabet olusturulmus bir fare susunun direncli indiiklenmesine sebep olan
Gal-3 eksikligi oldugunu gostermislerdir. Gal-3’1U diyabetli fareler kiyaslandiginda bu direng
instlin iceriginin yuksek tutulmasi ve pankreatik adaciklarda infiltrasyon eksikligi ile
iliskilendirilmistir (89). Karlson ve arkadaslarinin son c¢alismasinda (90) Gal-3’un asiri
ekspresyonunun; interlokin 1B aracili apoptozisten 3 hicrelerini korudugu gosterilmistir.
Fakat IL-1 (87) ve TNF-o’nin uygun dretimi icin Gal-3 gereklidir. Bu nedenle immin ve
yardimci efektor hiicrelerde diabetogenesisin zayiflatilmasinda Gal-3 eksikliginin etkisi
sorumludur. Ayrica Gal-3 ‘makrofaj aktivasyon faktorli’ olarak kabul edilir. Bu bilgiler, bu
diyabet modelinde (diisiik doz STZ’li diyabet modeli) kabul edilen hiicre icinde Gal-3’lin B
hlcrelerini korumada yetersiz oldugunu, Gal-3’ln, pankreatik adaciklar icerisinde otoimmdin
inflamatuvar yanitta koruyucu bir faktérden ziyade pro-diyabetojenik olabilecegini ileri
sirmastur. Kanser gelisimindeki rolt tam olarak bilinmemesine karsin, neoplastik olusumlar
ve metastaz ile iliskili oldugu bildirilmistir (89). Yapilan bir¢ok calismada Galektin-3'in ¢ok
farkh fizyolojik ve patolojik olayda rol aldigini gostermistir (90). Ornedin, metastaz yapan
bazi tumor hicrelerinin  6zellikle akcigerlere lokalize olma egiliminde yer aldiklari,
lokalizasyon bolgelerindeki akciger hicrelerinin ise Galektin-3 yoéniunden zengin oldugu
goralmastir (91). Yine, metastatik potansiyeli artmis hicrelerin saglikli olanlarina gére daha
fazla gal-3 sentezledikleri bildirilmistir (92). Dahasi, bu Gal-3 proteinin meme kanserleri,
endometrium ve ovaryum kanserlerinde normal dokularla Karsilastinldiginda daha az
miktarlarda yer aldigi rapor edilmistir (93). Kamil ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada
Galektin-3'0n 6zellikle bag doku ile bu bag dokusu i¢ine infiltre olmus timaoral hiicrelerde ve
bazi duktus epitel hicrelerinde lokalize oldugu goérulmustir (89). Kanserli meme
dokularindaki hucrelerin galektin-3'c yogun olarak icerdiklerinde ekstraselliler matriks
proteinlerinden olan laminin, kollajen IV ve fibronektine baglanma yeteneklerini kaybettikleri
g6zlenmistir (94). Galektin-3 hem ekstraselluler hem de intrasellller olarak karsi-reseptorlere

baglanabilir. intraselliler olarak nukleusta RNA’ya ve sitoplamada apoptozis diizenleyicisi
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olan bcl-2’ye baglanabilir. RNA’ya N-terminal RNA baglayici bolgesiyle, bcl-2’ye ise C-
terminal karbonhidrat taniyici bélgesiyle baglanabilmektedir (95). Gal-3 seviyesinin birgok
neoplastik hicrede yikseldigi gosterilmistir. Kolon, tiroid ve meme kanseri gibi bircok
epitelyal kokenli timor, Gal-3 sentezlemektedir. Gal-3 seviyesinin, meme ve tiroid
kanserlerinde metastatik potansiyelle ters orantili oldugu belirtilmistir. Meme kanserinde ise
artan gradelerle birlikte gal-3 ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir (96). Matarrese P. ve ark.
Gal-3’0n artan ekspresyonunun mitokondrial homeostazi saglayarak hicreyi hasardan ve
6lumden korudugunu bildirmislerdir (97). Matarrese P. ve ark. calismalarinda Gal-3’in artmis
ekspresyonunun kanser htcrelerinin laminin, fibronektin, ve vitronektine yapismasini
arttirdigini ve apopitozise rezistans saglayarak yasam siresini uzattigini bulmuslar ayrica
ekstraselliler matrikse adezyonun artmasinin timor hiicre invazyonu ve metastazla iliskili
olabilecegini bildirmislerdir (98). Yaptigimiz calismada Gal-3 lokalizasyonun daha ¢ok
epitelde, sitoplazmik alanlarda ve bad dokusu bdélgelerinde yogun oldugunu goérmekteyiz.
Calismamizda, sican ovaryumundaki immun boyama yontemlerimiz, Galektin 1 ve 3’ln
kendine 6zgu ifadesinin oldugunu gostermistir. Nitekim calismalarimizin sonucunda sigan
ovaryumda ister diyabetli olsun ister diyabetli olmasin Galektin 1 ve 3 ifadesinin degistigini,
farkli ekspresyonlara sahip olduklarini, bir¢cok bolgesinde pozitif ve ¢ogunlukla sitoplazmik
oldugunu gérmekteyiz.

Junko ve arkadaslari calismalarinda baskin Galektin alttipleri olan Galektin-1 ve Galektin-
3’Un gebe, gebe olmayan ve dogum sonrasi sicanlarki durumlarini agiga cikarmislardir
(56,99). Daha 6nce yapilan calismalar ovaryumda Galektin-1 ve Galektin-7’nin varhgini
bildirmistir (100). Galektin-7, galektin ailesinin bir Gyesidir. Hicre gocu ile iliskili ve
apopitoz dizenleyicisidir. Timér gelisiminde 6nemli pozitif ve negatif dizenleyici faktor
olarak hareket edebilmektedir (101). Sato ve arkadaslari Galektin-7’nin varhligini
immunohistokimyasal olarak fare ovaryum stromal hucrelerinde gostermesine (100) karsin
Junko ve arkadaslari sadece ovaryum ytizey epitelinde Gal-7’nin sinyallerini belirlemislerdir
(99). Galektin-1 yaygin olarak bag doku, kas ve lenfoid dokularda eksprese olmaktadir (32).
Calismamizda Galektin-1 medullada bag dokusu icerisinde eksprese olmustur. Choe ve
arkadaslarinin gegmiste yaptigi Northern ve Western Blot analizlerinde Gal-1’in fare ovaryum
ve uterusunda eksprese oldugu rapor edilmistir (102). Walzel ve arkadaslari domuz graniiloza
hicrelerinin Gal-1 icerdigini gostermesine (103) karsin Junko ve arkadaslarinin yapmis

oldugu calismada kemirgen granuloza hicreleri, Gal-1 icin herhangi bir sinyali algilamada
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basarisiz olmustur. Fakat bu calisma Gal-1 ekspresyonun ovaryum stromasinda, interstisyel
bezlerde, teka interna ve ylzey epitelinde tutarli ve yaygin oldugunu agiga ¢ikarmistir. Bizim
calismamiz Gal-1 lokalizasyonunun kontrol ve deney grubunun her ikisinde de teka
tabakalarinda eksprese olmadigini, Gal-3’iin ise sekonder folikillerin teka interna ve teka
eksterna tabakalarinda, tersiyer folikiliinde teka interna tabakasinda zayif eksprese oldugunu
ayrica Gal-3’Un primer folikuliin teka interna ve teka eksterna, tersiyer folikilin de teka
eksterna tabakasinda eksprese olmadigini géstermistir.

Gal-1’in eksprese oldugu baska bir yer korpus luteumdur, burada ekspresyon seviyeleri
oOstrus donglsu ve gebelige bagl olarak degismekteydi. Diger bir taraftan derinin Galektin- 3
epitel hiicrelerinde, gastrointestinal sistem ve Uriner sistemde mevcut oldugu bilinmektedir
(104). Bunun yanisira immun hucrelerini de iceren makrofajlar ve mast hticrelerinde (105)
mevcut oldugu bilinmektedir. Diyabetli ovaryumda Gal-3 ekspresyonu hakkinda mevcut bir
calisma yoktur. Jonko ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada gebe olmayan ve
postpartum ovaryumda corpus luteumda Gal-3 ekspresyonun yogun ve secici oldugunu agiga
cikarmistir. Gal-3 beraberinde eksprese olan progesteron dusiriici enzim 200-HSD ile
karakterize  olmaktadir. 200-HSD ovaryumun metabolik enzimlerinden  biridir,
Calismalarinda, aktif progesteron tretimi ile korpus luteumda 6rnegin gebelik donemi korpus
luteumda Gal-1 ve Gal-3 ekspresyonu tamamen kaybolmustur. Dahasi her iki galektin alt tipi
gebe olmayan ovaryumda eskiden daha yogun olmakla birlikte yeni korpus luteumlara oranla
onceki oOstrus siklusunda gerileyen corpus luteumlarda da daha yogundu. Bu bilgiler gtclu bir
sekilde desteklemektedir ki, galektinler luteolizisle ilgilidir (2). Ayrica Gal-1 ve Gal-3
metadstrus evresinde didstrus evresine kiyaslandiginda daha yogun eksprese olmustur ve
artan 20a-HSD ekspresyonu ile de yeni korpus luteum formunda yuksek seviyede eksprese
olmuslardir. Korpus luteumda galektin ekspresyonlari incelendiginde luteolizisin basinda her
zaman eksprese olmustur (56). Bu bulgular Gal-1 korpus luteumda fonksiyonel gerilemenin
baslatilmasinda rol oynayabilir. Gal-3 c¢esitli hicrelerin anti-apoptotik aktivasyonunda
uygulanmistir (106) oysa Gal-1’in lenfoid dokularda T hiicre aktivasyonunda ve timositlerin
apoptozuna yol actigi bilinmektedir (107). Korpus luteum’un yapisal gerilemesinde Gal-1 ve
Gal-3’0n katilim iliskisini incelemek ve apoptotik evreleri kiyaslamak (Tunel metodu ile) igin
ovaryumda didstrus evresinden seri kesitler alinarak galektin ekspresyonlari incelenmistir.
Gal-1 ve Gal-3 i¢in immunaktivite Tunel-pozitifli korpus luteumda az yogun olarak izlenmis

ve vyapisal gerileme evresine girmislerdir. Bu da, korpus luteumun yapisal olarak
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gerilemesinde galektinlerin dogrudan bir rolt olmadigini desteklemislerdir (56). Ama bizim
calismamizda, diyabetli korpus luteum ile saglikh korpus luteum karsilastirildiginda Gal-1
ekspresyonun her ikisinde de ayni oldugu goralmustir. Dolayisiyla diyabetin, corpus
luteumda Gal-1 ekspresyonu Uzerine herhangi bir etkisinin olmadigi sdylenebilir. Progesteron
sentezi ve galektin iliskisine bakildiginda; Gal-3 ve 20a-HSD senkronize ekspresyonu Gal-
3’Un progesteron aktivitesinde negatif dizenleyici gorev yapabildigini kuvvetli bir sekilde
destekler. Fakat progesteron aktivitesi ve Gal-3 iliskisi hakkinda herhangi bir bilgiye
ulasilamamistir. Gal-1 icin stereoid hormon sentezinin diizenlenmesi ile ilgili bazi calismalar
ele alinmistir (2). Martinez ve arkadaslari kilture edilmis rat leydig hucrelerini kullanarak
Gal-1 yoluyla testesteron sentezi inhibisyonunu agiga cikarmislardir yani steroidogenezde
leydig hucrelerinin apoptozundan Gal-1’in sorumlu oldugunu sdylemislerdir. Sonu¢ olarak
Junku ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada gebe, gebe olmayan ve postpartum fare
ovaryumlarinda Gal-1 ve Gal-3 ekspresyonlarina bakilmis korpus luteumda 6zellikle
regresyon asamasinda yogun oldugu gortlmastir. Galektinlerin, luteal hicrelerde farkl
mekanizmalar araciligi ile progesteron Uretimi ve metabolizmasina aracilik edebilecegini ve
korpus luteum galektinler tarafindan steroid dretimin diizenlenmesinde uygun materyal olarak
kullanilabilecegini belirtmislerdir (56). Bizim c¢alismamizda, kontrol grubunda germinal
epitelde Gal-1 ekspresyonu zayifken tunika albugineada orta siddette, kortekste zayif ama bu
bolgedeki kan damarlarinda yogun olarak izlenmistir. Folikillere bakildiginda kontrol
grubunda primordiyal folikillerde Gal-1 lokalize olmamistir. Primer foliktlde; primer oosit
ve teka tabakalarinda eksprese olmayan Gal-1 primer folikil hicrelerinde zayif, zona
pellucida da ise siddetli ekspresyon gostermistir. Sekonder folikilde ise Gal-1 ekspresyonu
primer oosit ve teka tabakalarinda negatif, grantloza hicrelerinde zayif ama zona pellucida ve
antrumda siddetli olarak izlenmistir. Tersiyer folikiilde sekonder oosit ve teka tabakalarinda
Gal-1 lokalizasyonu izlenmezken corona radiata, zona pellucida, granlloza hicreleri ve
cumulus oophorusta zayif ama antrumda bu boélgelere oranla daha yogun olarak izlenmistir.
Korpus luteumda Gal-1 ekspresyonu teka lutein ve graniiloza lutein hiicrelerinde zayif ama
kan damarlarinda yogun olarak gérulmastr.

Deney grubunda ise Gal-1 germinal epitel, tunika albuginea, korteks ve icerisindeki kan
damarlarinda lokalize olmamistir. Primordiyal folikilde de Gal-1 eksprese olmamistir. Primer
folikiilde Gal-1, primer oosit ve teka tabakalarinda lokalize olmazken primer folikil

hlcrelerinde zayif ama zona pellucida da yogun eksperse olmustur. Sekonder folikilde ise
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primer oosit ve teka tabakalarinda lokalize olmayan Gal-1 granuloza hicrelerinin
sitoplazmalarinda zayif, zona pellucida ve antrumda siddetli eksprese olmustur. Tersiyer
folikiilde sekonder oosit, zona pellucida, graniiloza hucreleri, corona radiata, cumulus
oophorus ve teka tabakalarinda lokalize olmayan Gal-1 antrumda siddetli lokalizasyon
gostermistir. Korpus luetumda teka lutein ve graniloza lutein hiicrelerinde zayif eksprese olan
Gal-1 kan damarlarinda yogun eksprese olmustur. Teka tabakalarina bakildiginda; Gal-1’in
hem kontrol hem de deney grubunda primer, sekonder ve tersiyer folikillerin hicbir teka
tabakasinda eksprese olmadigr gortlmastar. Gal-3’0n ise kontrol grubunda primer ve
sekonder folikulin teka tabakasi ve tersiyer folikilin teka interna tabakasinda eksprese
oldugu, deney grubunda ise sekonder folikuliin teka interna ve teka eksterna tabakasinda
tersiyer folikuliin ise teka interna tabakasinda zayif eksprese oldugu goértlmustir. Teka hicre
tabakasi olusumu LH etkisi olmaksizin gerceklesmektedir ¢linkil teka huicrelerine farklanacak
stromal hicrelerde LH reseptorii bulunmamaktadir. Etrafini saracagi follikillin graniloza
hicreleri iki ya da daha fazla tabakali bir hal aldiktan sonra, bu hicrelerden salinan teka
differensiyasyon faktorleri (TDF), teka prekirsor hiicrelerinin LH reseptorlerinin ve androjen
biyosentezi igin gereken steroidojenik enzimlerin (CYP11A, 3B-HSD ve CYP17)
mMRNA’larinin ekspresyonunu uyarmaktadirlar. Sekonder follikiilde teka hicre tabakasinin
olusumu, follikuler gelisim icin oldukg¢a dnemli bir fizyolojik olaydir (108). Gal-1’in teka
tabakasinda eksprese olmamasinin nedeni, Gal-1’in baglanacagi LH reseptorleri ve TDF’yi
tanimamasi olabilir. Gal-3’un teka tabakasinda lokalize olmasinin nedeni ise, Gal-3’tin LH
reseptorleri ve TDF’yi tanimasindan kaynaklaniyor olabilecegini dustinmekteyiz.
Calismamizdaki Gal-1 ve Gal-3 ekspresyonlarina karsilastirmali olarak baktigimizda; Gal-
1’in zona pellucidadaki ekspresyon siddetinin Gal-3’Un ekspresyon siddetine oranla daha
yogun oldugunu gormekteyiz. Zona pellucida insan ve farede ZP1, ZP2 ve ZP3 olarak
adlandirilan 3 protein kompleksinden olusmaktadir ve bu proteinler karbonhidrat alanlari
tanima Ozelligine sahip proteinlerdir (109). Farkh bir deyisle oosit etrafini ¢evreleyen zona
pellucida ZPA, ZPB, ve ZPC olmak Uzere 3 proteinden meydana gelmektedir. Sperm-yumurta
etkilesiminde bu glikoproteinler karbonhidrat kisimlari aracthgi ile etkilesim icerisine
girmektedirler. Naoto ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada domuz ve sigir spermlerinin
taninmasinda, zona glikoproteinlerinin polipeptit kisimlarinin bir fonksiyonu olmadigi ancak
karbonhidrat kisimlarinin énemli bir rol oynadigi belirtilmistir (110). Yaptigimiz ¢alismada,

Gal-1’in sekonder folikulde zona pellucidada boyanma siddetinin Gal-3’e oranla fazla oldugu
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ama tersiyer folikilde Gal-3’in boyanma siddeti Gal-1’e oranla daha fazla oldugu
gorulmektedir. Bunun nedeni, galektinlerin karbonhidrat baglayici proteinler olmasi ve Gal-
1’in karbonhidrat baglama 6zelliginin Gal-3’tin karbonhidrat baglama 6zelliginden fazla
olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ama tersiyer folikilde bu durumun yasanmamasi folikil
blyudikce Gal-1’in  karbonhidrat baglama 6zelliginin azaliyor olmasi olabilir. Yine
calismamizda Gal-3’0n sitoplazmik alanlardaki lokalizasyon siddetinin Gal-1 lokalizasyon
siddetine oranla daha fazla oldugunu izlemekteyiz. Yuichiro ve ark. yapmis oldugu bir
calismada dil drneklerinde Gal-3 ekspresyonlarinin sitoplazmik alanlarda daha yogun oldugu
belirtilmistir (111). Min Kyu ve ark. yaptiklari bir calismada ise tumorli ovaryum
dokularinda Gal-3 lokalizasyonlarinin ¢ogunlukla sitoplazmik oldugu gosterilmistir. TUmor
ilerlemesi durmus hastalikli grupta, Gal’in sitoplazmik alanlardaki yogun ekspresyonu ile
iliskilendirildiginde bu sitoplazmik alanlarda Galektin-3 ekspresyonun tumorin ilerlemesi ve
ilag direnci i¢in 6énemli oldugu sdylenmistir (112). Bizim calismamizda da Gal-3 biylyen
folikillerde sitoplazmik alanlarda daha yogun lokalize oldugundan Gal-3 igin folikdl
biylmesinde bir rol oynayabilecegi séylenebilir.

Sonug olarak bu calismada; Gal-1 ve Gal-3 ekspresyonlari ile diyabetli sican ovaryumu
arasindaki iliski ilk defa sergilenmistir. Ancak literatiirde Gal-1 ve Gal-3’un diyabetli sican
ovaryumunda ekspresyonunu inceleyen ¢alisma bulunamadigindan elde ettigimiz sonuglari bu
acidan karsilastirmak mumkan olmamistir. Bizim ¢alismamizda ovaryum dokularindan alinan
doku d&rneklerinden immdinohistokimyasal boyamalarla Gal-1 ve Gal-3 ekspresyonu
Karsilastirilarak degerlendirilmistir. iki ekspresyon arasi anlaml fark bulunmustur. Bu
calismanin sonuglari sican ovaryal dokusunda diyabetin de etkisi ile Gal-1 ve Gal-3
proteinlerinin farkli immaino yerlesimini, bu dokudaki yaygin varliklarini ve sican ovaryal
fonksiyonunda énemli rollerinin oldugunu destekler niteliktedir. Diyabetli sican ve diyabetli
olmayan sican ovaryumunda Gal-1 ve Gal-3 ekspresyonlarinin rolunu agiklamak icin daha
fazla calismaya ihtiya¢ vardir. Her ne kadar bizim bu ¢alismamizda Galektin-1 ve Galektin-3
antikorlarinin baglanti yerleri gosterildi ise de fakat daha Once yapilan 1sik mikroskop
duzeyindeki calismalarda bazi baglanti yerlerinin tespit sollisyonundan veya parafinleme
islemlerinden olumsuz yonde etkilenebildigi dolayisiyla gosterilememis bazi Galektin-1 ve
Galektin-3'lerin de kalmis olabilecegi g6z ardi edilmemelidir. Bundan dolayi, elektron
mikroskop duzeyinde vyapilacak calismalarin Galektin-1 ile Galektin-3'in  ovaryum

dokusundaki rollerinin agiklanmasina ayri bir anlam katacagi muhakkaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Diyabetin galectin-1 ve galectin-3 ekspresyonlarini etkiledigi

Diyabetin gal-1 ve gal-3 lokalizasyonlarini artirdigi

Gal-1 ve gal-3 ekspresyonlarinin birbirlerinden farkl oldugu

Gal-1 ve gal-3’0in ovulasyon ve folikiler biiyimede rol oynayabilecegi

Tersiyer folikullerin gal-1 ve gal-3’U bol miktarda sentezlemeleri oosit gelisiminde
onemli rollerinin olabilecegi

Genel olarak gal-3 boyanma siddetinin gal-1’e oranla daha yogun oldugu

Higbir grupta primordiyal folikillerde lokalize olmamasindan yola ¢ikarak gal-1 ve
gal-3’Un gelisimin erken dénemlerinde etkinliginin az oldugu

Folikillere bakildiginda primordiyal folikul hari¢ diger folikullerin gesitli kisimlarinda
galectinlerin eksprese olmalari folikiler gelisimin ayarlanmasinda etkili olabilecegi
Gal-1’in daha ¢ok zona pellucida, gal-3’in ise daha c¢ok sitoplazmik alanlarda
eksprese oldugu

Gal-1 ayrica kan damarlari, bag dokusu ve gal-3 ise epitel, bag dokusu ve yine kan
damarlarinda lokalize oldugu

Gal-1 ve gal-3 ovaryumun bircok bélgesinde pozitif oldugu ve ¢cogunlukla sitoplazmik
oldugu

Deney ve kontrol gruplari karsilastirildiginda korpus luteumda gal-1 lokalizasyonun
esit oldugu dolayisiyla diyabetin CL (izerinde gal-1 ekspresyonunu etkilemedigi

Teka tabakasinda Gal-1’in hem kontrol hem deney grubunda lokalize olmadigi, gal-
3’Un ise lokalize oldugu

Gal-1 ve gal-3 iceren mekanizmanin karisik oldugu sonucuna variimistir.
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