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hastalarinin  6lim nedenleri arasinda ilk sirada

MEME KARSINOMLARINDA GALEKTIN-3'UN EKSPRESYONU VE LOKALIZASYONU

Kamil SEYREK', Nil CULHACF, Funda KARGIN KIRAL', Aysegiil BILDIK',
Halil ibrahim SARACOGLU

OZET:

Amagc: Galektinler kiiciik molekiiler agirligi olan, fonksiyonlart i¢in kalsiyuma ihtiya¢ duymayan, hiicre
biiytimesi, aktivasyonu, hiicre-hiicre ve hiicre ekstraselliiler matriks (ECM) etkilesimlerinde rol oynayan,
karsinoembriyojenik antijene ve laminine baglanabilen bir protein ailesidir. Bu ailenin bir iiyesi olan galektin-3
yaklasik 30-kD molekiil agirliginda -galaktoza spesifik bir proteindir. Kanser gelisimindeki rolii tam olarak
bilinmemekle birlikte neoplastik olusumlar ve metastaz ile iliskili oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada 16 adet
meme karsinomunda galektin-3'iin ekspresyonu ve lokalizasyonu arastirild.

Yontem: Galektin-3'e karst uyarilmig poliklonal antikorlardan yararlanilarak immunblot ve immunhistokimya
teknikleri kullanild.

Bulgular: immunoblot caligmalarinda molekiil agirliklar farkli bes protein igeren bir standart esliginde
ylriitilen doku ekstraktlarinda yaklasik 30-kD'luk mesafede tek bir bandin varligi saptandi.
Immunohistokimyasal ¢alismalarda ise galektin-3'iin 6zellikle duktus epitel hiicreleri ile bag dokuda ve
bagdokuda bulunan infiltratif 6zellikteki timoral hiicrelerde yerlesim gosterdigi tespit edildi. Ancak, galektin-
3'tin ayn1 tip duktus epitel hiicrelerde farkli sekilde eksprese edildigi goriildii. Reaksiyonun 6zellikle go¢ etmekte
olan epitel hiicrelerinde bulundugu saptandi.

Sonug: Ozellikle infiltre olmus tiiméral hiicreler ile duktus liimenine diisen hiicrelerin galektin-3"i bol miktarda
sentezlemeleri galektin-3'tin meme karsinomunun gelisiminde 6nemli roliiniin olabilecegi fikrini vermektedir.
Anahtar Sozciikler: Galektin-3, meme karsinomu, ekspresyon, lokalizasyon, hiicre go¢ti.

Expression and Localisation of Galectin-3 in Invasive Ductal Breast Carcinoma

SUMMARY

Aim: Galectins are a family of low-molecular weight proteins which have calcium-independent functions such as
cell growth, cell activation, cell to cell and cell to matrix adhesion including binding to carcinoembryonic
antigens and laminin. Galectin-3 is a member of galectin family with 30-kD -galactoside-binding protein.
Although the exact function of the galectin-3 in cancer development is unclear, galectin-3 expression is
associated with neoplastic progression and metastatic potential. In this study, the expression and localization of
galectin-3 was examined in 16 cases with invasive ductal breast carcinoma.

Method: Immunoblot analysis and immunoperoxidase staining was performed using, policlonal antibodies
against galectin-3.

Results: In immunoblot analysis a single 30-kD band comigrated with the standard marker which contained five
different proteins. In immunohistochemical analysis connective tissue, infiltrative tumor cells in connective
tissue and ductal epithelial cells were the predominant areas of galectin-3 expression. However, this expression
was different in ductal epithelial cells and staining was particularly evident in migrating ductal epithelial cells.
Conclusion: Overexpression of galectin-3 in infilrating tumor cells as well as in those present in alveoli lumen
has led to the conclusion that galectin-3 could play an important role in breast cancer development.

Key words: Galectin-3, breast carcinoma, expression, localization, cell migration

Timér hiicrelerinin metastazi kanser diisiiniilmektedir."

Klinik Arastirma

Galektin-3 galaktoza spesifik bir protein olup

gosterilmektedir. Metastaz, timdr hiicrelerinin primer
tiimoérden ayrilip, ekstraselliiler matrikse ge¢mesi,
damar icine infiltrasyonu, kan yoluyla tagmmasi,
hedef organdaki endotel hiicreleri ile etkilesime girip
damar disina cikarak proliferasyona ugramasi ve
sekonder tiimor kolonilerini olusturmasi seklinde
tanimlanir."” Genel bir kan1 olarak metastazin farkl
basamaklarinda karbonhidrat baglayan proteinlerin
ozellikle de galektinlerin etkin bir rol oynadigi

kendine o6zgiin glikokonjugatlar {izerinden bir¢ok
biyolojik proseste etkin rol oynar.”* Bu protein glisin,
tirozin ve prolinden zengin amino terminal ug ile
karbonhidrat baglayan ve daha ¢ok globuler bir yap1
sergileyen karboksi terminal u¢ olmak iizere iki farkli
bolimden meydana gelir.”® Yapilan calismalar
galektin-3'tiin NH,-terminal ucunun spesifik yapisi
sayesinde dimer ve oligomerlerini olugturabildigini
dolayisiyla da ¢ok farkli biyolojik roller

*Bu Calisma Adnan Menderes Universitesi Arastirma Fonu Tarafindan Desteklenmistir. Proje Kodu: VET-01007
**Bu Calisma, 14-16 Mayis 2003 Tarihleri Arasinda Diizenlenen 1. Ulusal Glikobiyoloji Kongresinde Sozlii Bildiri Olarak Sunulmustur.
Calismanin Yapildigi Kurum: Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi, AYDIN, Ludwig-Maximilians Universitesi Veteriner Fakiiltesi,
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iistlenebildigini gostermistir.” ' ‘Galektin-3 hiicre yii
zeyinde, sitoplazmada ve niikleusda yerlesim
gosterebilir. Timor hiicrelerinin  ekstraselliiler
matrikse bakan yiizeyine lokalize olan galektin-3,
metastatik hiicrelerin adezyonunda rol oynar.” "' Bu
protein farkli tiimdr tiplerinde farkli sekilde eksprese
edilir. Ornegin, bazi lenfomalarda ve tiroit kanserinde
artarken; kolon, meme, ovaryum ve uterus
kanserlerinde azaldig1 bildirilmistir.' * ' *

Bu giine kadar galektin-3"in ekspresyonu bircok
timorde arastirtlmis ancak galektin-3'in duktal
invaziv meme tiimdrlerindeki lokalizasyonuna iliskin
bir ¢aligmaya rastlanmamuistir. Bu ¢alismada, invaziv
meme timorlerinde galektin-3in ekspresyonu
biyokimyasal ve immunhistokimyasal teknikler
kullanilarak gosterilmistir.

GEREC VEYONTEM

Caligmada kullanilan toplam 16 adet kadindan
alman tlimorli meme dokusu Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali ile
Aydm Devlet Hastanesi Patoloji Boliimiinden temin
edildi.

Western Blot Analizleri

Galektin-3'tiin dokulardaki varligr immunblot
yapilarak gosterildi. Bu amagla, doku 6rnekleri +4°C
deki fosfat tamponu igerisinde (pH 7.2, %0.1 TritonX-
100/ %0.1 deoksikolik asit/ 0.05 M laktoz/ 2 mM -
merkaptoetanol/ 1 mM Pefablock/ 2 mM EDTA/
%0.05 aprotinin/ %0.02 Leupeptin) homojenizatdr
(Ultra-Turrax T 50) ile homojenize edildi.
Homojenatlar 8000 rpm'de 10 dakika +4°C de santrifiij
edilip stipernatantlarin total protein igerikleri Bio-Rad
protein kiti kullanilarak tespit edildi. SDS-PAGE i¢in
Mini-Protean elektroforez sistemi (Biometra,
Gottingen/Almanya) kullanilarak % 15'lik
poliakrilamid jel dokiildii. Her bir kuyucuga 6nceden
numune tampon ¢ozeltisinde (0.5 M Tris-HCL/ %1
gliserin, %0.1 SDS, %0.001 brom fenol mavisi, %0.2 -
merkaptoetanol) 5 dakika siire ile pisirilen 100 g
protein transfer edildi. Proteinler 200 volt altinda 45
dakika siire ile kosturma soliisyonu (0.025 M Tris, 0.2
M glisin, % 0.01 SDS) kullanilarak olus
turulan elektriksel bir alanda ayristirildi. Sonra jel
icersindeki proteinler tank-blot teknigi ile Towbin
tampon ¢ozeltisi (0.25 M Tris, 0.2 M glisin, %20
metanol) esliginde 100 volt altinda 1 saat siire ile
nitroseliloz membrana (Schleicher & Schuell,
Dassel/Almanya, 0.2 m) transfer edildi. Membran
+4°C de 1 saat %5 lik yagsiz siit tozu ile inkii
basyondan sonra, rekombinant olarak elde edilen
poliklonal antigalektin-3 antikoru (1:500 g/1) ile +4°C
de gece boyu reaksiyona birakildi. TBS (50 mM
Tris/150 mM NaCl, 0.05% Tween, pH 7.5) ile iyice
yikanan membran peroksidaz ile isaretlenmis domuz
anti tavsan IgG (DAKO, Glostrup, Danimarka)
antikoru ile (1:2000 g/1) 1 saat siire ile inkiibe edildi.

12

Streptavidin peroksidaz kiti (Camon, Burlingame,
USA) ile 1 saatlik inkiibasyon sonrasi galektin-3
bantlar1 Kemiluminisens kit (ECL; Amersham Life
Sciences, Arlingon Heights, IL) kullanilarak goriiniir
hale getirildi.

Immunhistokimyasal Yontemler

Meme dokulart % 10 luk formol soliisyonunda
tespit edilip parafin bloklar hazirlandi. 5 Cim lik doku
kesitlerindeki olas1 endojen peroksidaz aktivitesi
rehidrasyon isleminden sonra % 1'lik hidrojen
peroksit soliisyonu ile inhibe edildi. Spesifik olmayan
baglant1 yerleri % 1'lik normal domuz serumu ile
bloke edildi. Kesitler, takiben % 0.1 oraninda sigir
serum albumini igeren PBS (pH 7.5) icinde 1:400 g/
olacak sekilde diliie edilmis primer antikor ile gece
boyunca +4°C de inkiibasyona birakildi. Baglanmayan
antikorlar yikanarak uzaklastirildiktan sonra 1:200 g/1
oraninda dilue edilmis PBS igindeki horseradish
peroksidaz ile konjuge domuz antitavsan antikoru
(DAKO, Glostrup, Danimarka) ile 1 saat oda 1sisinda
reaksiyona birakildi. PBS ile yikanan preperatlar
Avidin-peroksidaz kompleksi (Camon, Burlingame,
USA) ile inkiibe edilip galektin-3'iin lokalize oldugu
alanlar DAB (3'-3'-Diaminobenzidine) kromojenik
substratin ilavesi ile 151k mikroskop diizeyinde goriinii
rhale getirildi.

BULGULAR

Calismanin ilk boliimiinde meme dokularinda
galektin-3 bantlar1 bu proteine kars1t iiretilen
poliklonal primer antikor kullanilarak immunblot
teknigi ile gosterildi. (Sek. 1,2) Antikorun ekstrakt
icerisindeki herhangi diger bir protein ile kros-
reaksiyon vermedigi sadece yaklagik 31-kD'luk
mesafede tek bir bandin agiga ¢iktig1 goézlemlendi.
Goriilen bandin galektin-3 igin spesifik oldugu ise
molekiil agirliklart 110-kD ile 14.2-kD arasinda
degiskenlik gosteren toplam 5 adet proteinden olusan
bir standart kullanilarak tespit edildi. Calismada
goriilen bantlarin 29-kD agirligindaki
karbonikanhidraz enziminin olusturdugu bandin biraz
iistiinde kaldig1 tespit edildi.

Immunhistokimyasal boyamalarda galektin-
3'iin agirlikli olarak bag doku ile bu dokuya infiltre
olmus tiimoral hiicrelerde (Sek. 3 A, oklar) ve duktus
epitel hiicrelerinde (Sek. 3 B, oklar) lokalize oldugu
goriildi. Duktal epitel hiicrelerin biiyiik bir kisminin
bu proteini igermezken sadece az bir kisminin
(yaklasik %10) primer antikor ile reaksiyon verdikleri
gozlendi. Yine damar duvarlarinda infiltratif 6zellikli
(Sek. 3 C, ok) bazi hiicreler ile duktus liimenine
diismiis epitel hiicrelerinin galektin-3'i yogun olarak
icerdikleri goriildii (Sek. 3 D, oklar). Ayrica, bag
dokunun zayifladigi bazi alanlara yayilmis hiicrelerin
¢ekirdeklerinde bol miktarda galektin-3
bulundurduklart saptandi (Sek. 3 D). Reaksiyon veren
hiicrelerde galektin-3in sadece hiicrenin belli



Sekil 1. Kanserli meme dokularindaki galektin-3'in
Kemilimunisens kiti kullanilarak immunoblot teknigi ile
gosterilmesi.

Seyrek ve Ark.

Sekil 2. Kanserli meme dokularindaki galektin-3'tin
Kemilimunisens kiti kullanilarak immunblot teknigi ile
gosterilmesi.

Sekil 3. Galectin-3'iin invazif meme kanserindeki immunhistokimyasal lokalizasyonu. A Bag doku ve bag doku i¢inde
infiltre olmus timoral hiicreler. (oklar, x 220). B Galectin-3 antikoru ile reaksiyon veren az sayidaki duktus epitel hiicreleri
(oklar, x 352). C Arter duvarinda go¢ etmekte olan bir hiicre (ok, x352) D Duktus bosluguna diismiis epitel hiicreler (oklar, x
352). E Infiltratifhiicreler (oklar, x352). E Kontrol (x220). Bar uzunluklari 10 m olarak alinmustr.
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bolgelerine lokalize olmadigi, sitoplazmada 6zellikle
de c¢ekirdekte yerlesim gosterdigi belirlendi.
Kesitlerin ytiksek antikor titrasyonu (10 g/ml) ile
inkibasyonlarinda yogun bir arka plan boyamasi
goriiliirken, antikorlarin diisiik konsantrasyonlarda (1
g/ml) kullanildigr durumda ise reaksiyonlarin zayif
oldugu gozlendi. Primer antikorun kullanilmadigi
kontrol preparatlarinda ise herhangi bir sinyalin
varligina rastlanmadi (Sek. 3 E).

TARTISMA

Meme timorlerinin biyolojik ve klinik
ozellikleri tizerine toplanan verilerin ¢okluguna,
hastaligin tedavisindeki ¢ok farkli yodntemlerin
denenmesine karsin bu hastalik glinlimiizde hala
biiyiik bir sorun teskil etmeye devam etmektedir’.
Invaziv duktal karsinomlar meme kanserleri icinde en
fazla goriilen tip olup yaklasik tim meme
kanserlerinin %80'ini teskil eder. Siklikla aksillar lenf
diigiimlerine metastaz yapan bu hastalik diger bir¢ok
timor tipi ile karsilastirildiginda prognozu en kotii
olanlari arasinda yer alir.”

Bu giine kadar yapilan ¢aligmalar galektin-3'iin
cok farkli fizyolojik ve patolojik olayda rol aldigimi
gostermistir.”* Ornegin, metastaz yapan bazi timor
hiicrelerinin &zellikle akcigerlere lokalize olma
egiliminde bulunduklari, lokalizasyon yerlerindeki
akciger hiicrelerinin ise galektin-3 ydniinden zengin
oldugu goriilmiistiir. " Yine, metastatik potansiyeli
artmis hiicrelerin saglikli olanlarina oranla daha fazla
galektin-3 sentezledikleri bildirilmistir."*"” Fakat diger
bazi ¢aligmalar bu proteine yonelik tiimor hiicreleri
icin bir genelleme yapmanin mimkiin olmadigimi
gostermistir. Kolorektal karsinomlarda yapilan
calismalarda hiicrelerin metastatik potansiyeline gore
galektin-3"in hem artis hem de azalma gosterebildigi
ortaya konulmustur.”” *" Ayrica, bu proteinin meme
kanserleri, endometrium ve ovaryum kanserlerinde
normal dokularla karsilastirildiginda daha az
miktarlarda bulundugu rapor edilmistir.”***

Bu ¢aligmada galektin-3'in 6zellikle bag doku
ile bu doku igine infiltre olmusg tiimoéral hiicrelerde ve
baz1 duktus epitel hiicrelerinde lokalize oldugu
gorilldii. Duktus epitel hiicrelerin bazilari primer
antikor ile herhangi bir reaksiyon vermezken ayni
karakterdeki diger bazi epitel hiicrelerinin siddetli
boyanma gostermeleri bu g¢alismada enteresan bir
bulgu olarak karsimiza c¢iktr. Galektin-3{in duktal
epitel hiicrelerinde neden farkli sekillerde eksprese
edildigine yonelik bir soruya verilecek bir cevap
bugiinkii bilgiler 1s1ginda henliz mimkin
gorinmemektedir. Belki galektin-3'iin meme
timorlerinde hiicre siklusunu regiile ettigi yontindeki
bilgilerden yola ¢ikarak ayni tipteki hiicrelerin bu
proteini farkli sekilde eksprese etmeleri bu hiicrelerin
hiicre siklusunun farkli evrelerinde bulunabilecegine
isaret edebilir. *

Kanserli meme dokularindaki hiicrelerin
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galektin-3'i yogun olarak icerdiklerinde ECM
proteinlerinden laminin, kollajen IV ve fibronektine
baglanma yeteneklerini kaybettikleri
gézlenmistir.”'***” Bu c¢alismada da metastaz
yatkinligi bulunan veya en azindan cevresi ile
baglarini koparmis olarak tanimlayabileceg
imiz duktal epitel hiicreleri (bunlarin bazilart lumene
diismiis halde tespit edilmistir, Sek. 3 D) ile bag doku
icersinde infiltre olmus timdral hiicrelerin yogun
olarak galektin-3 icerdigi tespit edildi. Ancak bu
bulgular diger bazi arastirmacilarin verileri ile
uyumsuzluk gostermektedir.””'

Her ne kadar bu calismada galektin-3
antikorunun baglant1 yerleri gosterildi ise de ancak
daha once yapilan 1s1k mikroskop diizeyindeki
calismalarda bazi baglanti yerlerinin tespit
soliisyonundan veya parafinleme islemlerinden
olumsuz yonde etkilenebildigi dolayisiyla
gosterilememis bazi galektin-3'lerin de kalmis
olabilecegi goz ardi edilmemelidir. Bu ¢aligsmada tek
bir tespit soliisyonu kullanildi. Daha dogru bir
degerlendirme yapabilmek i¢in diger bazi fikzasyon
yontemlerini kullanmak uygun olacagi kanisindayiz.
Yine, bazi hiicrelerin hiicre membranlar1 ile hiicre
¢ekirdegi membranlarinin da galektin-3 igerdikleri
tespit edilmis fakat lokalizasyon yerinin bu
membranlarin neresinde olduguna iligkin 151k
mikroskop diizeyinde bir sey séylemek miimkiin gorii
nmemektedir. Bundan dolayi, elektron mikroskop
diizeyinde yapilacak ¢alismalarin galektin-3'in meme
tiimorlerindeki roliiniin agiklanmasina ayr1 bir anlam
katacagi muhakkaktir.

Sonug olarak, invaziv meme karsinomlarinda
bag doku ile bag doku igersinde yaygin halde bulunan
tiimoral hiicreler ile duktuslarin lumene bakan kismini
kaplayan endotel hiicrelerinin bir kismi (yaklasik
%10) galektin-3'i yogun olarak i¢ermektedir.
Ozellikle de infiltre olmus veya duktuslarin liimene
diisen hicrelerin galektin-3'i bol miktarda
sentezlemeleri bize galektin-3'liin meme
karsinomunun gelisiminde 6nemli roliiniin
olabilecegi fikrini vermektedir.
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