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[-galaktozid baglayici protein ailesinin bir liyesi olan Galektin-3 (Gal-3), prekiirsér B-hiicreli akut lenfoblastik 16semi
(pre-B ALL) hiicreleri tarafindan yiiksek diizeyde ifade edilmekte ve salgilanmakta olup, bu durum ila¢ direncine ve
l6seminin ilerlemesine yol agmaktadir. Tedavi direnci, akut 16semi ile iliskili 6liimlerin 6nde gelen nedenlerinden biri
olmaya devam etmektedir. Kemik iligi mikrogevresindeki pre-B ALL hiicreleri ile stromal hiicreler arasindaki
etkilesimler antineoplastik tedavi duyarliligin1 engeller. Ortaya ¢ikan kanitlar, kemik iligi mezenkimal stromal
hiicrelerinin (BM-MSC'ler) ekzosomlarda paketlenmis veya ¢dziiniir bir protein olarak Gal-3 tirettigini ve bunun pre-B
ALL hiicreleri tarafindan igsellestirildikten sonra pre-B ALL hiicrelerinde de novo endojen Gal-3 ekspresyonunun
indiiklenmesini destekledigini gostermektedir. Ayrica, pre-B ALL hiicrelerinin antineoplastik ilaglari ile uzun siireli
tedavisi de novo endojen Gal-3 ekspresyonunu indiikler ve kemik iligi stromal hiicreler tarafindan indiiklenen Gal-3
ekspresyonunu daha da artirir. Yiksek hiicre i¢ci Gal-3, pre-B ALL hiicrelerinin hayatta kalmasini, hiicre dongiisii
ilerlemesini ve ¢ogalmasini uyarirken, yiiksek hiicre dis1 Gal-3, pre-B ALL hiicrelerinin kemik iligi stromal hiicrelerine
goclnii ve yapismasini tesvik eder. Tiim bu siiregler ila¢ direncine ve ldsemi ilerlemesine katkida bulunabilir. Bu
derlemede, Gal-3’iin pre-B ALL hiicrelerinde ila¢ direncini nasil desteklediginin kritik molekiiler yollar1 agiklanmakta ve
bu da Gal-3'ti pre-B ALL hastalarinda ila¢ direncini ve hastaligin tekrarlamasini baskilamak i¢in ideal bir aday hedef
protein haline getirmektedir.
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Galectin-3 induces drug resistance in precursor B-cell acute lymphoblastic leukemia
Abstract

Galectin-3 (Gal-3), a member of the (-galactoside binding protein family, is highly expressed and secreted by precursor
B cell acute lymphoblastic leukemia (pre-B ALL) cells, leading to drug resistance and leukemia progression. Treatment
resistance remains a leading cause of death associated with acute leukemia. Interactions between pre-B ALL cells and
stromal cells in the bone marrow microenvironment impede antineoplastic therapy sensitivity. Emerging evidence
suggests that bone marrow mesenchymal stromal cells (BM-MSCs) produce Gal-3 as a protein packaged in exosomes or
as a soluble protein, which promotes the induction of de novo endogenous Gal-3 expression in pre-B ALL cells after
internalization by pre-B ALL cells. Furthermore, long-term treatment of pre-B ALL cells with antineoplastic drugs induces
de novo endogenous Gal-3 expression and further increases Gal-3 expression induced by bone marrow stromal cells.
High intracellular Gal-3 stimulates survival, cell cycle progression, and proliferation of pre-B ALL cells, whereas high
extracellular Gal-3 promotes migration and adhesion of pre-B ALL cells to bone marrow stromal cells. All of these
processes may contribute to drug resistance and leukemia progression. This review describes the critical molecular
pathways of how Gal-3 promotes drug resistance in pre-B ALL cells, making Gal-3 an ideal candidate target protein to
suppress drug resistance and disease relapse in pre-B ALL patients.

Keywords: Galectin-3; Precursor B-cell Acute Lymphoblastic Leukemia; Mesenchymal stromal cell; Exosome; Drug
resistance.

GIRIS
Akut lenfoblastik 16semi (ALL), cocuklarda en
stk gorilen malignitedir ve pediatrik

kanserlerin yaklasik %25’idir. Vakalarin %85’i
B hiicre onciillerinin (B-ALL), %15’i ise T hiicre

apoptozu engelleyebilir veya ila¢ hedeflerini
degistirerek tedavi etkinligini azaltabilir®-8.
Niiks en sik kemik iliginde baslar®. Kemik iligi
mikrocevresindeki stromal hiicreler, spontan

onciillerinin (T-ALL) cogalmasindan apoptozu inhibe ederek!® ALL hiicrelerini ilag
kaynaklanmaktadirl. ALL'li ¢ocuklarda genel tedavisinin sitotoksik etkilerine karsi korur!! ve
sagkallm oram1  1960’larda %10 iken boylece losemik hiicrenin hayatta kalmasin ve

giiniimiizde ise %90’dir2. Ayrica, pediatrik ALL
hastalarinin niiks orani %20 olup, bu niiks eden
hastalarin sag kalma orani %30-50'dir. Bu
nedenle cocuklarda ALL ile iligkili 6ltimlerin
baslica nedeni niiks olabilir3. ALL olan yetiskin
hastalarin %30-40"1 uzun vadede hastaliks1z sag
kalim elde eder ve iyilesmis olarak kabul
edilebilir. Geri kalanlarda ise hastalik tekrarlar
ve hastaligin ilerlemesi veya diger sonuglar
nedeniyle oliir+5. ALL’de niiks, ila¢ direncinin
gelisimiyle yakindan iliskilidir. Ila¢ direnci,
kemoterapi veya diger antineoplastik ilaglarin

losemik  hiicreleri  etkili  bir  sekilde
oldirememesi anlamina gelir. Bu direng,
l6semik hiicrelerin ilag tedavisinden

kacinmasini saglayan genetik mutasyonlar ve
epigenetik degisikler yoluyla ortaya c¢ikar. Bu
tiir degisiklikler, ila¢ atilimini artirabilir,

hastaligin tekrarlamasini tesvik eder. Stromal
hiicrelerin ALL hiicrelerini, antineoplastik
tedaviden nasil korudugunun anlasilmasi ve bu
mekanizmayr inhibe eden yaklasimlarin
gelistirilmesi, gelecekte niiksii tedavi edebilir ve
bu hastalarin sonuglarini iyilestirebilir. ALL
hiicrelerinde in vivo ila¢ direncinin gelisimi, ila¢
maruziyeti  sirasinda 1sinlanmis  stromal
hiicrelerin varliginda ALL hiicrelerinin ko-
kiltiirii ile modellenebilir. Mikrocevre aracili
ila¢ direnci (EMDR) olarak bilinen bu olgu, ilaca
duyarsiz l6semik hiicrelerin biiylimesine olanak
tanirl2,

Galektinler (Gal), B-galaktozid iceren glikanlara
ylksek afiniteyle baglanan karbonhidrat tanima
alanindan (CRD) olusan bir lektin ailesidir.
Memelilerde su ana kadar 15 galektin ailesi
tyesi tanimlanmis olup, molekiiler yapilarina
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gore ¢ alt tipe ayrilmistir. Prototip galektinler;
bir CRD igerir, tandem repeat galektinler; bir
baglayic1 peptit ile baglanan iki CRD igerir ve
kimerik tip Gal-3; C-terminal ucunda bir CRD ve
baglanma aviditesini artirmak icin multimerler
olusturabilen bir N-terminal uzantisi igerir.
Galektinler, bagisiklik hiicreleri gibi cesitli
hiicre tiplerinde yaygin olarak ifade edilen
proteinlerdir. Galektinlerin fonksiyonlar1 hiicre
biiyiimesinin, apoptozun, hiicre dongisiiniin,
cogalmanin, 6n-mRNA islenmesinin, hiicre-
hiicre ve hiicre-matriks yapismasinin, hiicresel
polaritenin, hiicre hareketliliginin, hiicre
gocuniin, farklilasmanin, transformasyonun,
sinyal iletiminin, dogal/kazanilmis bagisiklik
yanitlarinin, timoér olusumunun, timor
ilerlemesinin ve metastazin dilizenlenmesini
icerir13. Insanlarda Gal-3,14. kromozomun q21-
q22 lokusunda bulunan LGALS3 adh gen
tarafindan  kodlanirl4.  Gal-3  sitoplazma,
mitokondri ve cekirdekte bulunur ve klasik
salgilama sinyal dizisinden yoksun oldugundan
hiicre ylizeyine, hiicre dis1 bosluga ve dolasima
klasik olmayan salgilama yoluyla tasinir’s. Gal-
3, diyabet, fibrozis ve kanser gibi bircok
hastalikta rol oynayan bir proteindirl6. Onceki
arastirmalar Gal-3 ekspresyonunun bircok
hematolojik  malignitede rol oynadigini
gostermektedirl?-19, Gal-3’lin asir1
ekspresyonu, pre-B ALL hiicrelerinde ilag
direncine yol agmaktadir182021, Bu nedenle, Gal-
3’in daha ytliksek salgilanmasi, pre-B ALL
hastalarinda niiks igin  potansiyel bir
biyobelirte¢ gorevi gorebilir. Bu derlemede Gal-
3'iin pre-B ALL hiicrelerini hiicresel ve
molekiiler mekanizmalar yoluyla antineoplastik
ilaglardan nasil korudugu ac¢iklanmakta ve Gal-

3  hedefli tedavilerin  gelistirilmesinde
translasyonel potansiyelini acgikca ortaya
koymaktadir.

TARTISMA

Artan Gal-3 diizeyleri pre-B ALL hiicrelerini ilag
kaynakl sitotoksisiteye karsi korur
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Feldhahn ve arkadaslari, Gal-3 geninin (Lgals3)
transkript diizeylerinin Bcr/Abl hedefli tirozin
kinaz inhibitori nilotinib’e kars1 direng
gelismesi iizerine fare Bcr/Abl pozitif prekiirsor
B-hiicreli akut lenfoblastik 16semi (pre-B ALL)
hiicre hatlarinda 6nemli o6l¢iide arttigini ve 8
gilin boyunca nilotinib ile tedavi edilen BCR/ABL
transgenik farelerin kemik iliginden izole edilen
pre-B ALL hiicrelerinde de benzer bir yukari
regiilasyonun gozlemlendigini gosterdi?2. Bu
nedenle Fei ve arkadaslari, Gal-3’iin pre-B ALL
hiicrelerindeki rollinii arastirdilar. Pre-B ALL
hastalarinin kemik iliginden alinan pre-B
hiicrelerinde Gal-3 protein ekspresyonunu
gosterdiler. Pre-B ALL hastalarinda dolasimdaki
Gal-3 seviyelerini degerlendirmek icin, pre-B
ALL hastalarindan ve saglikli kontrollerden
kemik iligi aspirasyon sivis1 drnekleri toplandi
ve pre-B ALL hastalarinin kemik iligindeki Gal-
3 diizeylerinin saglikli kontrollerden 6nemli
Olcide daha yiliksek oldugu bulundu. Gal-3
seviyelerinin hangi kosullar altinda arttigini
daha fazla arastirmak icin, 1sinlanmis fare
kemik iligi kokenli stromal hiicre hattinin
varliginda insan pre-B ALL hiicre hatlarini
kiltiirlediler. Ozellikle, stromal hiicrelerle
dogrudan temas halinde olan insan pre-B ALL
hiicreler yiiksek miktarda yiizey veya hiicre ici
Gal-3 proteini ifade ederken, stromal hiicreler
olmadan kiiltiirlenen insan pre-B ALL hiicreler
diisiik Gal-3 proteini ifadesine sahipti. Ilging
olarak, stromal hiicreler Gal-3 salgiliyordu ve bu
pre-B ALL hiicrelerinde tespit edilen Gal-3’iin
bir kismi stromal kékenliydils.

Gal-3’'teki  serin  kalintisti 6  (S6)'nin
fosforilasyonu, insan meme kanseri hiicre
hattinda sisplatin kaynakli apoptoza Kkarsi
koruma saglar?3. Ayrica, Gal-3’iin S6’da kazein
kinaz 1 (CK1) tarafindan fosforilasyonu,
cekirdekten sitoplazmaya tasinmasini tesvik
ederek kemoterapiye yanit olarak anti-
apoptotik aktivitesini diizenler?4. insan pre-B
ALL hiicre hattinda S6 fosforilasyonunda
kusurlu bir Gal-3 mutantinin (GAL3S6A)
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retroviral asir1 ekspresyonu, stromal hiicreler
olmadan kiiltiire edildiginde spontan apoptoza
yol acgti. Ayrica, Gal-3'lin retroviral asiri
ekspresyonu, insan pre-B ALL hiicre hattinin
hem nilotinib hem de vinkristin’e karsi ilag¢
direncini artirirken, Gal3S6A mutant insan pre-
B ALL hiicre hatt1 ila¢ tedavisine daha
duyarhiydi. Bu durum, hiicre ici Gal-3
ekspresyonunun artmasinin ila¢ tedavisine
kars1 direnci artirdigini, S6’da fosforile olma
yeteneginin ortadan kalkmasinin ise ilag
direncinin azalmasina yol actigini
gostermektedir. ALL hiicrelerinde endojen
olarak  iretilen Gal-3'lin  fonksiyonunu
degerlendirmek ic¢in, Bcr/Abl ile retroviral
transdiiksiyon yoluyla Gal3+/+ ve Gal3-/- fare
kemik iligi hiicrelerinden pre-B ALL hiicreleri
urettiler. Bu modelle Gal-3 eksikliginin pre-B
ALL hiicrelerinin ila¢g direncine olan etkisi
incelenebilmektedir. Fare Gal3+/+ ve Gal3-/-
pre-B ALL hiicreleri, hiicre sayimi ve hiicre
dongiisi analizi ile degerlendirilen benzer bir
proliferasyon oranina sahipti. Ayrica fare Gal3-
/- pre-B ALL hicrelerinin ERK yolu
aktivasyonunda  spesifik  bir = zayiflama
oldugunu, bunun fosforile edilmis ERK1/2
diizeylerinde  belirgin  bir azalma ile
gosterildigini  buldular. Ila¢  duyarhligim
karsilastirmak icin fare Gal3+/+ ve Gal3-/- pre-
B ALL hiicreleri nilotinib veya vinkristin ile
tedavi edildi. Beklendigi gibi, fare Gal3-/- pre-B
ALL hicreleri, fare Gal3+/+ pre-B ALL
hiicrelerine kiyasla nilotinib veya vinkristin
tedavisine 6nemli 6l¢tide daha duyarliydi ¢linkii
fare Gal3-/- pre-B ALL hiicrelerinde hiicre
canlilig1 azalmisti18,

Genel olarak kemik iligi aspirasyon sivisinda ve
pre-B ALL hiicrelerinde Gal-3 diizeylerinin
artmasinin pre-B ALL hiicrelerini ila¢ tedavisine
kars1 korudugu gosterilmistir (Figiir 1).
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Figar 1: Pre-B ALL hcreleri Gal-3 proteinini eksprese
etmez ve salgilamaz, ancak Gal3+/+ pre-B ALL
hiicrelerinde Gal-3 duzeylerinin  retroviral olarak
artmasi, bu hucreleri nilotinib ve vinkristin gibi
antineoplastik ilaglara duyarsiz hale getirir. Gal-3'ln
kazein kinaz 1 (CK1) tarafindan serine-6 (S6)
fosforilasyonu, stromal hicrelerin yoklugunda Gal3+/+
pre-B ALL hiicrelerinde ERK1/2 yolunu aktive ederek
pre-B ALL hicrelerinin hayatta kalmasini saglar
(BioRender’da olusturuldu).

Kemik iligi mezenkimal stromal hiicreleri, Gal-3
upregiilasyonu yoluyla ALL hiicrelerinde ilag
direncini indukler.

Kemik iligi mikrocevresi l6semik hiicrelere ev
sahipligi yapar ve bu durum ila¢ direncine ve
hastaligin niiksetmesine yol acabilir?5. Onceki
calismalar kemik iligi mikrogevresindeki
stromal hicrelerin 16semi olusumunda ve
ilerlemesinde onemli rol oynadigini
gostermistir2e. Gal-3’lin kemik iligi
mikrogevresiyle etkilesimleri yoluyla Akut
Myeloid Losemi (AML) ve Kronik Miyeloid
Losemide (KML) ila¢ direncini artirdigl
bildirilmistir?27. Hu ve arkadaslar tarafindan
insan pre-B ALL ve T-ALL hiicre hatlar1 gibi ALL
hiicre hatlarinda kemik iligi mikrogevresinin
neden oldugu ila¢ direncinde Gal-3’iin roliini
arastirllmistir.  Bu c¢alismada kemik iligi
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mikrocevresini in vitro taklit etmek icin normal
insan kemik iligi kaynakli mezenkimal stromal
hiicreleri (hBM-MSC) kullanilmistir. Insan ALL
hiicre hatlarinda hBM-MSC'lerin ila¢ direnci
lizerindeki etkileri ve bu etkiyle iliskili olasi
mekanizmalar arastirilmis, 6zellikle Gal-3'tin
insan ALL hiicre hatlarindaki roliine vurgu
yapilmistir. insan ALL hiicre hatlan Idarubisin
(IDA) ve Etoposide (VP-16) gibi sitotoksik
ilaglara maruz birakildiginda, hBM-MSC’lerin
hayatta kalan insan ALL hiicre hatlarinin mutlak
sayisinl1 onemli olciide artirdiglr ve insan ALL
hiicre hatlarinin apoptozunu o6nemli 6l¢iide
azalttig1 gosterilmistir. Boylece, hBM-MSC’ler
insan ALL hiicrelerini sitotoksik ilaglarin neden
oldugu apoptozdan korur. Ayrica, hBM-MSC'ler
tarafindan kosullandirilmis insan ALL hiicre
hatlarinda, kosullandirilmamis olanlara kiyasla
Gal-3'in hem gen hem de protein ifade
diizeyinin anlamli derecede daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Bu da hBM-MSC’lerin insan ALL
hiicrelerinde  Gal-3 asir1  ekspresyonunu
indiikledigini géstermektedir. Insan ALL hiicre
hatlarinda hBM-MSC’nin neden oldugu Gal-3
asirt ekspresyonunun ila¢ direncindeki kesin
rollinii agiklamak igin, Gal-3 antisens kisa sag
tokast RNA (shRNA) ile transfeksiyon yoluyla
insan ALL hiicre hatlarinda Gal-3 ekspresyonu
susturulmustur. Gal-3 susturulmus insan ALL
hiicre hatlarinda apoptozun sitotoksik ilag¢
varliginda arttigin1 ve hBM-MSC’lerin sitotoksik
ilaca kars1 koruyucu etkisinin insan ALL hiicre
hatlarinda Gal-3 susturulmasiyla zayifladigini
buldular.28.

Gal-3’lin, B-katenin ile etkilesime girerek kolon
ve pankreas kanseri hiicre hatlarinda hiicre
dongtiisii ilerlemesi ve hiicre canliliginin
tesvikiyle iliskili olan Wnt sinyallemesinde
onemli bir rol oynadig1 gosterilmistir2?30. Wnt
sinyalizasyonu normal hematopoezin
surdiirilmesinde o6nemlidir ve dilizensizligi
l6semi gelisiminde nedensel olarak rol oynar31.
Lokomogenez icin  Wnt/B-katenin  yolu
gereklidir32. Buna gore, Hu ve arkadaslari
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Wnt/B-katenin sinyal yolunun insan ALL hiicre
hatlarinda hBM-MSC kaynakl ila¢ direncinde
rol oynaylp oynamadigimi arastirdilar. Insan
ALL hicre hatlarinda hBM-MSC’ler tarafindan
Gal-3’liin asir1 ekspresyonu, insan ALL hiicre
hatlarinda  protein diizeyinde [(-katenin
ekspresyonunu artirdi ancak mRNA diizeyinde
artirmadsi; bu durum Gal-3 asir1
ekspresyonunun, muhtemelen yikimini
onleyerek, insan ALL hiicre hatlarinda [-
katenin’i stabilize ettigini diisiindirmektedir.
LGALS3 shRNA tarafindan Gal-3’tin
susturulmasi, hBM-MSC’lerle birlikte
kiltirlendiginde insan ALL hiicre hatlarinda -
katenin protein ekspresyonunu azaltti. Gal-3-
stabilize [-katenin’in ALL ila¢ direncindeki
roliinii daha fazla arastirmak icin, insan ALL
hiicre hatlarina spesifik bir Wnt/f-katenin
sinyal inhibitéri olan ICG-001 uyguland1 ve
bunun insan ALL hiicre hatlarinda sitotoksik
ilacin apoptotik etkilerine kars1t hBM-MSC'lerin
koruyucu etkisini onemli o6l¢liide azalttigini
buldular. Tim bu veriler, hBM-MSC'lerin ALL
hiicre hatlarinda Gal-3 asir1 ekspresyonunu
uyarmasinin, ALL hiicre hatlarinda (-katenin
stabilizasyonunu destekledigini ve ALL ilag
direnci icin kritik olan Wnt/B-katenin sinyal
yolunu aktive ettigini gostermektedir. Wnt/[3-
katenin yolunun hedef genleri olan siklin D1, c-
Myc ve survivin'in ekspresyonu hBM-MSC ile
kosullandirilmis insan ALL hiicre hatlarinda
artarken, hBM-MSC ile kosullandirilmis insan
ALL hiicre hatlarinda Gal-3 susturulmasindan
sonra azaldi. Bununla birlikte, Wnt/(-katenin
yolu hedef genlerinin ifadesi, tek basina
kiltirlenen insan ALL hiicre hattinda Gal-3
susturulmasindan etkilenmemistir28; bu durum

Gal-3 asinn  ekspresyonunun, ALL hiicre
hatlarinda Wnt/-katenin yolunun
aktivasyonunu ve hedef genlerinin
transkripsiyonunu baslatmak igin gerekli

oldugunu disiindiirmektedir. Bu nedenle, hBM-
MSC'lerin yoklugunda, az miktarda Gal-3'tin
ALL hiicrelerinde Wnt/@-katenin yolunun ve
ilgili genlerin aktivasyonunu tetiklemedigi
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muhtemel gériinmektedir. Onceki caligsmalar,
Gal-3 tarafindan PI3K/AKT (fosfoinositid 3-
kinaz/protein  kinaz B) sinyallemesinin
aktivasyonunun glikojen sentaz kinaz-3f (GSK-
3B) fosforilasyonunu artirdigini, bunun da bu
serin/treonin kinazi inaktive ederek (3-katenin
fosforilasyonunu ve yikimini azalttigini, boylece
B-katenini stabilize ederek niikleer seviyelerini
artirdigini  goéstermistir2?30, Hu ve digerleri
ayrica Gal-3’iin yukar1 dizenlenmesinin hBM-
MSC ile kosullandirilmis insan ALL hiicre
hatlarinda AKT ve GSK-3B fosforilasyonunu
uyardigini buldu. insan ALL hiicre hatlarinda f-
katenin proteininin yukar1 diizenlenmesi GSK-
3 fosforilasyonundan sonra gergeklesti ve bu
da Gal-3'in hBM-MSC'lerle kosullandirilmis

insan ALL  hiicre hatlarinda  GSK-3(
fosforilasyonu yoluyla (-katenin’i stabilize
ettigini  dusindirmektedir. hBM-MSC ile

kosullandirilmis insan ALL hiicre hattinin,
spesifik bir PI3K/AKT sinyal inhibitérii olan
LY294002 ile tedavisi, hBM-MSC ile
kosullandirilmis insan ALL hiicre hattinda Gal-3
ekspresyonunu etkilemezken B-katenin
proteininin asir1 ekspresyonunu inhibe etti. Bu
sonuglar bir arada degerlendirildiginde, hBM-
MSC'ler ile kosullandirilmis insan ALL hiicre
hatlarinda Gal-3 protein ekspresyonunun
artmasinin, AKT ve GSK-3f fosforilasyonunu
uyararak 3-katenin yikimini azalttigini, bunun
sonucunda  (-katenin  hedef genlerinin
transkripsiyonunun arttigini ve dolayisiyla ALL
ilag direncinin arttigini gostermektedir. Hu ve
arkadaslari, Gal-3 artisinin insan ALL hiicre
hatlarinda in vitro hBM-MSC kaynakh ilag¢
direncinde 6nemli oldugunu gosterdikleri icin,
bunun ALL hastalarn igin de gecerli olup
olmadigin1 arastirdilar. Ilging bir sekilde,
refrakter/relaps ALL hastalarindan alinan
kemik iligi monontikleer hiicreleri, primer ALL
hastalarina kiyasla daha ytliksek seviyelerde
Gal-3 mRNA ifade etti. Ayrica hBM-MSC’ler ALL
hastalarinin primer malign hiicrelerinde Gal-3
ve B-katenin protein ekspresyonunu
indikledi?8, Bu c¢alismada ALL hasta

popiilasyonlarinin alt tipleri ve genetik
gecmislerine gore siniflandirilmamis olmasi
calismanin bir eksikligi olarak
degerlendirilebilir ve gelecekte yapilacak
calismalara 151k tutabilir.

Mevcut literatir bulgular1 dogrultusunda, hBM-
MSC’lerin insan ALL hiicrelerinde Gal-3 protein
ekspresyonunu artirarak bu hiicrelerde ilag
direncini indiikledigini gostermektedir. Ancak
hBM-MSC’lerin ALL hiicreleriyle etkilesim sekli
ve hBM-MSC’lerin ALL hiicrelerinde Gal-3 asiri
ekspresyonunu  indukledigi yukar1 akis
yolaklar1 hakkinda sinirh bilgi bulunmaktadir.
Genel olarak, insan ALL hiicre hatlarinda hBM-
MSC tarafindan Gal-3’lin asir1 ekspresyonu,
GSK-3f’yi fosforile eden PI3K/AKT yolunun
asirt aktivasyonu yoluyla B-katenin yikimini
engeller. Bu, B-katenin’in stabilizasyonuna ve
niikleer tasinmasina yol ac¢ar, ardindan hedef
genlerinin transkripsiyonunu tetikler ve ALL
hiicrelerini ilaca direncli hale getirir (Figiir 2).
Benzer mekanizma AML hiicre hattinda da
bildirilmistir?2’”. Bu nedenle Gal-3, BM-MSC

kaynakli ALL hiicre ilag¢ direncinin tedavisinde
olasi bir terapotik hedef olabilir.

Kemik iligi mikrogevresi

Kemik ili§i mezenkimal
stromal hiicr

Akut Lenfoblastik Lésemi Hilcresi

Figur 2: Kemik iligi mikrogevresindeki mezenkimal
stromal hiicreler, idarubisin ve Etoposid gibi
kemoterap6tik ajanlarin  sitotoksik etkilerinden ALL
hlcrelerini korur ve ilag direncine yol acar. Kemik iligi
mezenkimal stromal hiicreleri Gal-3'ln gen ve protein
ekspresyonunu artirarak ALL hlcrelerinde ilag direncini
indukler. ALL hucrelerinde kemik iligi mezenkimal
stromal hiicre kaynakl Gal-3 asiri ekspresyonu, GSK-
3B’yi inaktive eden PI3K/AKT yolunun aktivasyonunu
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artirarak B-katenin’in fosforilasyonunu ve yikimini
azaltip B-katenin protein ekspresyonunu artirir. Boylece
B-katenin Gal-3 tarafindan stabilize edilir. Artan Gal-3,
B-katenin ile etkilesime girerek ALL hicrelerinde hiicre
déngusu ilerlemesinin ve hucre sag kaliminin tegvikiyle
iligkili olan Wnt sinyallemesinin aktivasyonunda dnemli
bir rol oynar. Kemik iligi mezenkimal stromal
hicrelerinin varliginda ALL hiicrelerinde Wnt/B-katenin
yolunun hedef genleri olan siklin D1, c-Myc ve
survivin'in - transkripsiyonu  artar  (BioRender'da
olusturuldu) .

Stromal hiicre kaynakli ekzojen Gal-3 ve uzun
sureli ila¢ tedavisi, pre-B ALL hiicrelerinde
endojen Gal-3’l indiikleyerek ila¢ direncine yol
agar.

Fei ve arkadaslar tarafindan yapilan bir diger
calismada, Gal-3'tin hiicresel kokenini, pre-B
ALL hiicre hatlarin1 stromal hiicre hatlariyla
birlikte kiiltiire ederek belirlediler. ilk olarak
stromal hiicrelerdeki Gal-3 seviyeleri tespit
edildi. insan ve fare stromal hiicreleri hiicre
yluzeyinde Gal-3 proteinini eksprese etti ve
salgiladi. Ayrica, insan pre-B ALL hiicre hattinin
Gal-3  proteinini  ifade etmedigini ve
salgilamadigini buldular. Ilging bir sekilde, fare
stromal hiicre hattinin insan pre-B ALL hiicre
hatt1 ile ortak kiltirinde, kialtir
siipernatantinda fare stromal hiicre hattina
kiyasla daha fazla Gal-3 proteini vardi. Bu
durum Gal-3 salgilanmasinin iki hiicre tipi
arasindaki etkilesimle uyarildigini
gostermektedir. Daha sonra farkh fare stromal
hiicre hatlari ile olusturulan ortak kiiltiirlerden
elde edilen insan pre-B ALL hiicre hatlarindaki
Gal-3 protein diizeylerini belirlediler. insan pre-
B ALL hiicre hatlar1 Gal-3 proteini icermiyordu,
ancak farkli fare stromal hiicre hatlariyla
birlikte kiiltiirlendiginde 6nemli 6l¢iide artt.

Daha sonra Gal-3'iin stromal hiicreler
tarafindan iretilen ekstraseliiler vezikiiller
araciligiyla tasinabilme olasiliglr arastirildi0.
Ekzosomlar, ¢ok cesitli normal ve malign
hiicreler  tarafindan  salgilanan  kiiciik
vezikillerdir ve hiicreler arasi iletisimin temel
aracilar1  olarak  giderek  daha  fazla
taninmaktadirlar33. Hem fare stromal hiicre
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hatlar1 hem de insan pre-B ALL hiicre hatlari
ekzosomlar tiretti, ancak Gal-3 yalnizca stromal
hiicrelerden kaynaklanan mikrovezikiillerde
mevcuttu. Fare stromal hiicrelerinden
kaynaklanan ekzosomlarin igeriklerini pre-B
ALL hicrelerine tasiyip tasiyamayacagini
belirlemek icin, 6ncelikle fare stromal hiicre
hatti kaynakli ekzosomlar exo-green ile
isaretlendi ve insan pre-B ALL hiicre hatlar1 bu
ekzosomlara maruz birakildi.  Konfokal
mikroskopi, stromal ekzosom igeriginin insan
pre-B ALL hiicre hatlarina aktarildigini ortaya
koydu. Buna Kkarsilik, isaretli pre-B ALL
ekzosomlar1 fare stromal hiicre hattina
baglanabildi ve igeriklerini aktarabildi. Ayrica,
fare stromal ekzosomlar1 uygulanan insan pre-
B ALL hicre hatlarinda, Gal-3 protein
ekspresyonu, fare stromal ekzosomlari olmayan
insan pre-B ALL hiicre hatlarina kiyasla arttu.
Fare stromal ekzosomlarina maruz birakilan
insan pre-B  ALL hiicre hattinda, kendi
ekzosomlarina maruz birakilan insan pre-B ALL
hiicre hattina kiyasla NF-kB alt birimlerinin
(p65, pl100 ve p52) daha yiiksek protein
ekspresyonu da tespit edildi. Bu ¢alisma, pre-B
ALL hiicreleri ile stromal destek hiicreleri
arasinda ekzosomlar araciligiyla iki yonli bir
iletisim ve materyal degisiminin kanitini
sunmaktadir.

Insan pre-B ALL hiicrelerinde ekstraseliiler Gal-
3 ile uyarimla indiiklenen sinyal iletim yollarin
tanimlamak i¢in, stromasiz insan pre-B ALL
hiicre hatlarini rekombinant insan Gal-3 veya
GST-Gal-3 ve kontrol olarak rekombinant GST
ile uyardilar. Oncelikle, fare stromal hiicreleri
olmadan kiiltiire edilen insan pre-B ALL hiicre
hattinda hiicre yiizeyinde Gal-3 protein
ekspresyonu goriilmedi. ilging bir sekilde, Gal-3,
stromanin siirekli yoklugunda rekombinant
insan Gal-3 veya GST-Gal-3’e maruz birakilan
insan pre-B ALL hiicre hattinin ylizeyinde tespit
edildi ve bu, ekzojen olarak eklenen Gal-3’lin
insan pre-B ALL hiicrelerinin yiizeyindeki
yapilara kararli bir gsekilde baglandigini
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gosterdi. Diustlik afiniteli bir karbonhidrat
ligandi olmasina ragmen, Gal-3 baglanmasinin
laktoz ile rekabet yoluyla inhibisyonu,
etkilesimlerin kismen karbonhidrat-lektin
bagimhi olup olmadigini belirlemek icin
kullanilabilir. GST-Gal-3’tin insan pre-B ALL
hiicre hattina baglanmas1 laktoz tarafindan
kismen azaltildi; bu da Gal-3’lin pre-B ALL hiicre
yluzeyine yerlesmesinin en azindan kismen
hiicre yiuizeyindeki glikozillenmis molekiillere
baglanma yoluyla gerceklestigini
gostermektedir. Daha sonra stromasiz kiiltiire
edilmis pre-B ALL hiicrelerini laktoz varliginda
ve yoklugunda GST-Gal-3 ile muamele ettiler ve
ekzojen Gal-3’lin endositozlanip ¢ekirdege
tasinip  tasinmadigini  veya  pargalanip
parcalanmadigini belirlemek i¢in sitoplazmik ve
niikleer fraksiyonlar hazirladilar. GST-Gal-3'lin
bir kisminin niikleer hale geldigini ve laktozla
birlikte inkiibasyonun hem sitoplazmik hem de
niikleer seviyeleri azalttigin1 gosterdiler20. T
hiicrelerinin ekstraseltler Gal-3 ile
muamelesinin apoptozu uyardig1 bildirilmis
oldugundan34, Fei ve arkadaslari, insan pre-B
ALL hiicre hattinin ekstraseltiler Gal-3 ile
muamelesinin bu hiicre tipinde de apoptoza yol
acip agmayacagini arastirmislardir. T hiicreleri
tizerinde bildirilen etkilerin aksine, insan pre-B
ALL hiicre hattinin en yiiksek GST-Gal-3
konsantrasyonuyla muamelesinin apoptoz
tizerinde anlamli bir etkisi yoktu.

Daha sonra, ekzojen Gal-3 ile uyarimin insan
pre-B ALL hiicre hatlarinda hiicre i¢i sinyal
iletim yollarin1  aktive edip etmedigini
incelediler. Ancak, insan pre-B ALL hiicre
hattinin ekzojen Gal-3 ile uyarilmasi, fare
stromasi Uzerinde kiiltiir yoluyla uyarilan insan
pre-B ALL hiicre hattindan olusan pozitif bir
kontrole kiyasla ERK1/2, p38 veya AKT’'nin
fosforilasyonunda artisa neden olmadi. Ayrica
NF-xB yolaginin aktivasyonunu
degerlendirdiler ve insan pre-B ALL hiicre
hattinin GST-Gal-3 ile uyarilmasinin bu hiicrede
sitoplazmik p100 ve niikleer p100/p52, c-Rel ve

p65  protein  ekspresyonunu artirdigini
buldular. Daha sonra GST-Gal-3 ile uyarilan
insan pre-B ALL hiicre hattinin sitoplazmik ve
niikleer fraksiyonlarini karsilastirarak NF-kB
aktivasyonunun kinetigini daha ayrintili olarak
incelediler. GST-Gal-3’lin birinci saatte hem
sitoplazmada hem de c¢ekirdekte bulunmasi,
ekzojen Gal-3’in hizh  endositozunu ve
tasinmasini gostermektedir2?. Gal-3 ¢ogunlukla
sitoplazmada bulunur ve en az iki yolla
cekirdege tasinabilir: pasif diflizyon ve/veya
aktif tasima 35.GST-Gal-3 ile uyarilan insan pre-
B ALL hiicre hattinda, sitoplazmik ve niikleer
p100 ve niikleer p65 proteinlerindeki artislar
sadece 24 saat sonra belirginlesti.

Pre-B ALL hiicre ve fare stromal hiicre ortak
kiiltiirleri, tek basina kiiltiirlenen fare stromal
hiicrelerine gore daha yiliksek Gal-3 protein
seviyelerine sahip oldugundan, Gal-3’tiin kendi
gen transkripsiyonunu uyarabilme olasiligini
test ettiler. Bu nedenle insan pre-B ALL hiicre
hatlar1 ekzojen Gal-3 ile uyarildi. Insan pre-B
ALL hicre hatlart c¢ok diisiik seviyelerde
LGALS3 mRNA iceriyordu. Ancak, kontrol GST
proteini ile uyarilmaya kiyasla, Gal-3 ve GST-
Gal-3 proteinleri insan pre-B ALL hiicre

hatlarinda endojen LGALS3 mRNA
transkripsiyonunu 6nemli o6lclide artirdi.
Ekzojen Gal-3 uyarili Gal-3 gen
transkripsiyonun  Gal-3’lin  hiicre yiizeyi

glikoproteinlerine baglanmasina ne o6lc¢iide
bagimli oldugunu ele almak igin, bu deneyi
hiicre disina eklenen rekabetci laktoz varliginda
da gerceklestirdiler. Laktoz eklenmesi insan
pre-B ALL hiicre hatlarinda LGALS3 mRNA
indiiksiyonunu azaltty, ancak ortadan
kaldirmadi. Bu sonug, laktozun GST-Gal-3 hiicre
ylizeyine baglanmasini ve internalizasyonunu
tam olarak engelleyememesiyle tutarhdir. Bu
durum Gal-3 baglanmasinin,
internalizasyonunun ve niikleer tasinmasinin
bir kisminin karbonhidrattan  bagimsiz
olabilecegini gostermektedir.
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Daha sonra stromal ve ALL hiicrelerinin ortak
kiltirlerinde tirozin kinaz inhibitéri ve
kemoterapinin Gal-3 diizeyleri tuzerindeki
etkisini arastirdilar. Nilotinib veya vinkristin
tedavisi fare stromal hiicre hatlarinda Gal-3
protein diizeylerini etkilemedi. Stromal bagimh
fare Bcr/Abl-pozitif pro/pre-B ALL hiicreleri bir
fare stromal hiicre hatti ile birlikte kiiltiire
edildiginde ve kisa bir siire (0-4. giin) nilotinib
ile tedavi edildiginde, losemi hiicrelerinin
canliligr azald1 ve ¢ogalmalar1 ortadan kalkti.
Ancak uzun siireli tedavi (4-8. giin) ve stromal
destegin devam etmesiyle fare Bcr/Abl-pozitif
pro/pre-B ALL hiicreleri ¢ogalma yetenegini
yeniden kazanir ve ilaca karsi direng gelistirir.
Ayrica, fare Bcr/Abl-pozitif pro/pre-B ALL
hiicreleri, fare stromal hiicre hattina yeni
eklendiginde baslangicta diisiik seviyelerde Gal-
3 proteini iceriyordu. Fare Bcr/Abl-pozitif
pro/pre-B ALL hiicreleri, bir fare stromal hiicre
hattiyla uzun stireli birlikte kiiltiirlendiginde ve
es zamanhi olarak nilotinib ile tedavi
edildiginde, Gal-3 protein ekspresyonu fare
Bcr/Abl-pozitif pro/pre-B ALL hiicrelerinde O.
giine kiyasla yaklasik 4 kat artti. Insan pre-B
ALL hiicre hatti, 1sinlanmis fare stromal hiicre
hattinin varliginda uzun siireli tedaviden (2-3
hafta) sonra vinkristin’e kars1 direng gelistirdi;
bu durum artan canllikla 6l¢lldii, ancak
vinkristin hiicre sayilarinin daha dustk
olmasiyla sitostatik olmaya devam etti. Uzun
stireli kemoterapi sirasinda fare stromal hiicre
hattinin varliginda insan pre-B ALL hiicre
hattinda da Gal-3 protein ekspresyonu artti.

Stroma ile ALL hiicreleri arasinda hiicre
temasinin, gézlenen ila¢ kaynaklh Gal-3 protein
artis1 icin gerekli olup olmadigini1 belirlemek
amaciyla, ila¢ tedavisi sirasinda stromal
hiicrelerden transwell membran ile ayrilan ALL
hiicrelerinde Gal-3 protein duzeyleri olcildii.
Nilotinib tedavisi sirasinda fare Bcr/Abl-pozitif
pro/pre-B ALL hiicrelerinde Gal-3 proteininin
ekspresyonu, bu hiicreler fare stromal
hiicrelerinden ayrildiginda artmadi; bu da
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gozlenen ila¢ kaynakli Gal-3 protein artisi icin
stroma ile ALL hiicreleri arasinda hiicre
temasinin  gerekli oldugunu gosterdi. llag
tedavisinin Gal-3 protein diizeylerini stroma
varligina bagh diizeylerin iizerine ¢ikardigini
gostermek i¢in yan yana bir Kkarsilastirma
gerceklestirildi. Ilging bir sekilde, nilotinib
tedavisi veya fare stromal hiicre hattiyla temas,
fare Bcr/Abl-pozitif pro/pre-B ALL
hiicrelerinde Gal-3 protein ekspresyonunu
artird1 ve stromal destek varliginda nilotinib ile
tedavi en yiiksek Gal-3 protein ekspresyonuyla
sonuclandi. Benzer sonuclar, fare stromal hiicre
hattinin varliginda nilotinib ile tedavi edilen
insan Philadelphia (Ph)-pozitif pre-B ALL hiicre
hattinda elde edildi. Bu sonuglar, ilag
tedavisinin Gal-3 protein diizeylerini, stroma
varligina bagh diizeylerin iizerine ¢ikardigini
gostermektedir.

Stromal hiicre destegi altindaki ALL hiicrelerin
ilac tedavisiyle strese girdiginde endojen Gal-3
proteini tretebildigini daha fazla gostermek
icin, fare Bcr/Abl-pozitif pro/pre-B ALL
hiicrelerini Igals3-/- ve lgals3+/+ fare stromal
hiicre hatlariyla birlikte Kkiiltiir halindeyken
uzun siireli nilotinib (14 giin boyunca) ile tedavi
ettiler. Nilotinib tedavisi, ilagsiz tedavi edilen
hiicrelere kiyasla daha fazla Gal-3 proteini
indiikledi ve bunun bir kismi, Gal-3-/- fare
stromal hiicre hattiyla kultiirlenen hiicrelerde
de dlciildiigi icin fare Ber/Abl-pozitif pro/pre-B
ALL hiicrelerinde Gal-3’lin endojen olarak
tretildigi tespit edildi. Ayrica, uzun sireli
nilotinib tedavisinden sonra, pERK1/2 protein
diizeylerinin lgals3-/- fare stromal hiicre
hattiyla birlikte kiiltiire edilen fare Bcr/Abl-
pozitif pro/pre-B ALL hiicrelerinde arttigini,
ancak pERK1/2 dizeylerinin lgals3 +/+ fare
stromal hiicre hattiyla kiiltiire edilen fare
Bcr/Abl-pozitif pro/pre-B ALL hiicrelerinden
daha diistik oldugunu buldular. Sonug olarak,
stromal bagiml pre-B ALL hiicrelerinin ilag
tedavisi ile strese maruz kaldiginda endojen
Gal-3 proteini lirettigi gosterilmistir.
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llacla tedavi edilen ALL hiicrelerinde Gal-3
indiiksiyonunda ERK aktivasyonunun yer alip
almadigini belirlemek icin fare Bcr/Abl-pozitif
pro/pre-B ALL hiicrelerine MEK inhibitori
trametinib uygulandi. Trametinib, uzun siireli
ila¢ tedavisi uygulanan hticrelerde goriilen ERK
aktivasyonunu azaltabilmis ve ilging bir sekilde
endojen ALL Gal-3 protein seviyelerini de
baskilamistir.  Kiiltir yeniden c¢ogalmaya
basladiginda, 1sinlanmis bir fare stromal hiicre
hattinin varhiginda, uzun siireli nilotinib
tedavisinden (10. Gilin) sonra fare Bcr/Abl-
pozitif pro/pre-B ALL hiicrelerinde Lgals3
mRNA 6nemli Olciide artti. Kisa ve uzun stireli
vinkristin ile tedavi edilen insan pre-B ALL
hiicre hattinda LGALS3 mRNA diizeyleri,
kontrol ile tedavi edilen hiicrelere kiyasla
onemli Ol¢ciide daha yiliksekti. Kisa streli
nilotinib veya vinkristin ile tedavi edilen bir fare
stroma hiicre hatti ile birlikte kiiltiirlenen insan
Ph-pozitif ve -negatif pre-B ALL hiicre
hatlarinda da yiikselmis LGALS3 mRNA
seviyeleri gozlemlendi. Fare ve insan pre-B ALL
hiicrelerinin stromal hiicrelerle dogrudan
temas halinde antineoplastik ilacla tedavi
edilmesi durumunda LGALS3 mRNA
indiksiyonunun ortak bir 6zellik oldugu
sonucuna vardilar?0. ilaglarla tedavi edilen
insan pre-B ALL hiicrelerindeki sonuglarla
tutarh olarak?0, Lgals3 gen ekspresyonu, uzun
suireli nilotinib ile tedavi edilen 16semik Bcr/Abl
p190 transgenik farelerin kemik iliginden izole
edilen 6nctil B hiicrelerinde de indiiklendi3®.

Pre-B ALL hiicrelerinin ekzojen Gal-3 ile
uyarilmasi NF-kB'’yi aktive ettiginden ve Gal-3
transkripsiyonunu indiiklediginden,
BMS345541 inhibitéra kullanilarak kanonik
NF-kB’nin inhibisyonunun Gal-3
ekspresyonunu etkileyip etkilemeyecegini
arastirdilar. Bu nedenle, insan pre-B ALL hiicre
hattini, fare stromal hiicre hattinin varliginda ve
yoklugunda 24 saat boyunca inhibitorle
muamele ettiler ve insan pre-B ALL hiicrelerini
ortamdan topladilar. Kanonik NF-kB yolunun

kisa stireli inhibisyonunun Gal-3 nikleer
tasinmasi1 veya protein diizeyleri iizerinde
hicbir etkisi olmadi. Ancak inhibitér uygulamasi
sonrast c-Rel ve p65 proteinlerinin toplam
diizeylerinde azalma tespit edildi. Ayrica
BMS345541 uygulamasindan 72 saat sonra fare
stromal hiicre hattinin varhiginda insan pre-B
ALL hiicre ¢ogalmasini ve canhiligini oélctiiler.
BMS345541, stromal destek varliginda bile
insan pre-B ALL hiicre hatlarinda diisiik
konsantrasyonda sitostatikti. Yiiksek
konsantrasyonda ise sitotoksik olup, uygulama
suresince insan pre-B ALL hiicre hatlarinin
canlihigini azaltti. BMS345541’in nilotinib ile
kombinasyonu, fare stromasi ile birlikte kiiltiire
edilen insan pre-B ALL hiicre hattinin
cogalmasini ve hayatta kalmasim1 daha da
baskiladi. Ayrica, insan pre-B ALL hiicre hattinin
hem vinkristin hem de diisiik doz BMS345541
ile 1smmlanmis fare stromal hiicre hattinin
varliginda uzun sitreli tedavisi hem hiicre
¢ogalmasini hem de canlihgini etkili bir sekilde
engelledi.

Genel olarak Fei ve arkadaslari, ylzeylerinde
Gal-3 ifade eden, ¢Ozlniir protein olarak
salgilayan ve ekzosomlarinda bulunan stromal
hiicrelerden kaynaklanan pre-B ALL hiicre
icinde ve hiicre tizerinde Gal-3 proteini tespit
ettiler. Ayrica, pre-B ALL hiicreleri tarafindan
tiretilen ekzosomlarda herhangi bir Gal-3 tespit
etmediler. Stromal hiicrelerin Gal-3’ii pre-B ALL
hiicrelerine nasil sundugu bilinmemektedir.
Yiiksek diizeyde stromal Gal-3’lin pre-B ALL
hiicrelerine etkili bir sekilde aktarilmasi icin
yakin hiicre-hiicre temasinin énemli oldugunu
buldular, ciinkii stromaya bagh olmayan pre-B
ALL  hicreleri o6nemli miktarda Gal-3
kaybediyor. Stromadan salgilanan Gal-3, pre-B
ALL hicrelerinin g¢ekirdegine tasinir. Gal-3 ile
pre-B ALL hiicrelerinin uyarilmasi1 NF-kB'’yi
aktive etti. Ayrica, ekstraseliiler Gal-3 ile pre-B
ALL hicrelerinin uyarilmasi, bu hiicrelerdeki
Gal-3 mRNA seviyelerini artirdi?0. NF-xB
transkripsiyon faktorleri diger hiicre tiplerinde
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Gal-3 gen ekspresyonunun diizenlenmesine
katkida bulundugundan3?, Gal-3
transkripsiyonu dogrudan NF-kB tarafindan
aktive edilebilir. Ancak Gal-3 proteini ¢cekirdege
goc ettigi ve burada 6n-mRNA islenmesini
diizenleyebildigi icin38, Gal-3 mRNA
diizeylerinin ~ diizenlenmesi ve  NF-«B
aktivasyonunun dolayh olarak baglantili olmasi
miumkiindir. Antineoplastik ila¢ tedavisinin
stresine maruz kaldiklarinda ve stromal
hiicrelerle temas halinde olduklarinda, pre-B
ALL hiicrelerinde gili¢clii de novo endojen Gal-3
mRNA ve protein ekspresyonu indiiksiyonu
bulundu. De novo Gal-3 indiiksiyonu birkac giin
icinde gerceklesti, bu durum ERK aktivasyonu
ve ila¢ toleransinin ortaya ¢ikmasiyla
iliskilendirildi2o,

Toplamda, stroma kokenli Gal-3, pre-B ALL
hiicrelerinde  endojen  Gal-3  lretimiyle
desteklenir ve bu da pre-B ALL hiicrelerini
antineoplastik ila¢ tedavisine kars1 korur (Figiir
3). Bu nedenle Gal-3, stromanin Kkoruyucu
etkilerini ortadan kaldirmak i¢in olasi bir hedef
olabilir. Ancak translasyonel potansiyeli
gliclendirmek i¢in, insan pre-B ALL hticrelerinin
insan primer kemik iligi MSC'leri ile birlikte
kiltirlenmesi  yoluyla temel bulgularin
tekrarlanmasi gerekmektedir.

Stromal hiicre kaynakhh Gal-3, pre-B ALL
hiicrelerinin gociinii, yapismasini, sagkalimini
ve c¢ogalmasini uyararak bu hiicrelere ilag
direnci kazandirir

Pre-B ALL’de cevresel aracili ilag direnci, niikse
onemli oOlciide katkida bulunur. Pre-B ALL
hastalarinda tedavi basarisizhiginin baslica
nedeni niikstiir3®. Kemik iligi mikrogevresi, pre-
B ALL hiicrelerinde goct, sagkalimi, cogalmayi
ve ilag¢ tedavisine yaniti1 diizenledigi i¢in niikse
katkida bulunan 6nemli bir faktérdiir4%. Daha
once kemik iligi mikrogevresindeki stromal
hiicrelerin Gal-3 salgilayarak pre-B ALL
hiicrelerini korudugu bildirilmisti. Gal-3, pre-B
ALL hitcreleri ile stroma arasinda bir iletisim
aracl olarak gorev yapar: sadece pre-B ALL
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hiicrelerinin hiicre ylizeyine baglanmakla
kalmaz, ayni zamanda onlar tarafindan aktif
olarak hiicre igcine alnir!820, Kemik iligi
mikrocevresi tarafindan tiretilen Gal-3’iin pre-B
ALL  hiicreleri tzerindeki fizyolojik etkisi
bilinmemektedir. Bu nedenle Tarighat ve
arkadaslan tarafindan yapilan bir calismada,
pre-B ALL hiicre fonksiyonlarinin herhangi
birinin stromal hiicre tarafindan tiretilen Gal-3
tarafindan diizenlenip diizenlenmedigi
arastirllmistir2l,  Pre-B ALL’li  pediatrik
hastalardan alinan kemik iligi 6rneklerinde,
remisyon indiiksiyon terapisinin bitiminden
sonra Gal-3 mRNA’sinda anlaml bir artis
olmasi#!, antineoplastik ila¢ tedavisinin kemik
iliginde Gal-3 miktarini artirdigini
distindirmektedir. Daha yiiksek Gal-3 mRNA
diizeyleri, bu tir indiksiyon tedavisinin
sonunda minimal rezidiiel hastalik (MRD)
pozitif olma olasiliginin daha yiiksek olmasiyla
da iliskilidir?l. Bu ¢alismayla uyumlu olarak,
pre-B ALL hastalarinin kemik iligi aspirasyon
sivisinda Gal-3 diizeylerinin normal
kontrollerle karsilastirildiginda yiiksek oldugu
bildirilmistiri8. BM-MSC'lerinin Gal-3 {retip
tretmedigini belirlemek i¢in, primer insan
kemik iliginden MSC ¢ogalttilar ve bunlarin Gal-
3 proteinini eksprese ettigini buldular. Mitotik
olarak inaktive edilmis insan BM-MSC’leri ve
fare kemik iliginden elde edilen stromal hiicre
hatti, insan pre-B ALL hiicre hattiyla birlikte
kultirlendiginde hem insan hem de fare kemik
iligi kokenli stromal hiicreler insan pre-B ALL
hiicre hattin1 canh tutabildi. Ancak ilging¢ bir
sekilde, fare kemik iligi stromal hiicre hatt,
insan BM-MSC’lerine kiyasla daha fazla hiicre
cogalmasina izin verdi ve ayrica vinkristin ile
kemoterapi tedavisine karsi koruma saglamada
tstiindii. Fare kemik iligi stromal hiicre hatti,
pre-B ALL hiicrelerinin daha iyi biiyimesine
olanak sagladigl, primer MSC'lerden daha uzun
bir 6mre sahip oldugu ve kendi biiytimesinde
daha tutarli oldugu icin, bu hiicreleri sonraki
deneylerde kullandilar.
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Primer insan kemik iligi pre-B ALL hiicreleri
degisken bir oranda Gal-3 proteinini ifade etti,
ancak primer insan kemik iligi pre-B ALL
hiicrelerinin 1sinlanmis bir fare kemik iligi
stromal hiicre hattiyla birlikte kiiltiirti, primer
insan kemik iligi pre-B ALL hiicrelerinde Gal-3
protein ifadesini artirdi. Daha sonra insan pre-B
ALL hiicre hatlari, fare kemik iligi stromal hiicre
hattinin varliginda veya yoklugunda kiltiire
edildi. insan pre-B ALL hiicre hatlarinda Gal-3
protein ekspresyonu yoktu, ancak fare kemik
iligi ~ stromal hicre hattiyla  birlikte
kiltirlendiginde Gal-3 proteini ekspresyonu
gorildii. Stromal hiicre kaynakh Gal-3'iin
etkisini incelemek icin, bir fare kemik iligi
stromal hiicre hattinda Gal-3'i yok etmek
amaciyla  CRISPR/Cas9  aracii  genom
diizenleme yontemi kullanildi. insan pre-B ALL
hiicre hatlari, bos vektorle transdiiksiyonlanmis
fare kemik iligi stromal hiicre hatt1 (fare kemik
iligi stromal-EV hiicre hatt1) veya fare kemik
iligi stromal-Gal3-knockout (KO) hiicre hattiyla
birlikte kiiltiirlendi. Fare kemik iligi stromal-
Gal3-KO hiicre hattiyla birlikte kiiltiire edilen
insan pre-B ALL hiicre hatlar1 Gal-3 proteinini
ifade etmedi, ancak fare kemik iligi stromal-EV
hiicre hattiyla birlikte kiiltiire edilen ayni
hiicreler fare kokenli Gal-3 proteinini ifade
etti2l.

Gal-3’in hem normal hem de timor hiicresi
hareketliligini diizenlemede rol oynadigl
bilindiginden*?, Tarighat ve arkadaslar1 hiicre
dis1 Gal-3 diizeylerinin pre-B ALL hiicre
hareketliligi lizerindeki diizenleyici etkilerini
incelemislerdir. Oncelikle, fare kemik iligi
stromal-EV hiicre hattiyla kiyasla fare kemik
iligi stromal Gal3-KO hiicre hattina 6nemli
Olcide daha az sayida insan pre-B ALL hiicre
hatlarinin yapistigin1 ve tersine, insan pre-B
ALL hiicre hatlari fare kemik iligi stromal-Gal3-
KO hiicre hattiyla birlikte kiiltiirlendiginde daha
fazla insan pre-B ALL hiicresinin ortamda ytizer
halde kaldigini buldular. Bunun Gal-3’e bagh
oldugunu gostermek icin, fare kemik iligi

stromal-Gal3-KO hiicre hattin1 insan Gal-3 ile
transdiiklediler. Gal-3 protein ekspresyon
diizeyleri vahsi tip fare kemik iligi stromal
hiicre hattina gore daha disik olmasina
ragmen, insan pre-B ALL hiicre hatlarinin fare
kemik iligi stromal hiicre hattina yeniden
yapismasini saglamak icin yeterliydi. Ayrica,
kontrol fare kemik iligi stromal-EV hiicre
hattina kiyasla daha az sayida insan pre-B ALL
hiicre hattinin fare kemik iligi stromal-Gal3-KO
hiicre hattina go¢ ettigini buldular?l. Bu
bulgular, stromal hiicreler tarafindan iiretilen
Gal-3'lin, kemik iligi mikrogevresindeki pre-B
ALL hiicrelerinin stromal hiicrelere yapismasini
ve goclni desteklemede 6nemli bir role sahip
oldugunu gostermektedir. Stromal hiicreler
tarafindan tretilen Gal-3’lin pre-B ALL hiicre
goclnu nasil destekledigi heniiz
aciklanamamistir, ancak HeLa hiicrelerinde Gal-
3 aracih ERK1/2 yolaginin aktivasyonunun
hiicre gocli icin gerekli oldugu gosterilmistir43.

Daha sonra Tarighat ve arkadaslar1 stromal
hiicre tarafindan iiretilen Gal-3’iin insan pre-B
ALL hicrelerinin ila¢g duyarliligi tuzerindeki
diizenleyici etkilerini incelemislerdir. Bu
nedenle, insan pre-B ALL hiicre hatlar,
vinkristin veya nilotinib varliginda fare kemik
iligi stromal-Gal3-KO hiicre hatti veya kontrol
fare kemik iligi stromal-EV hiicre hatti ile uzun
stureli kiiltiirlendi. Fare kemik iligi stromal
hiicre hattinda Gal-3 eksikligi, kontrol fare
kemik iligi stromal-EV hiicre hattina kiyasla,
insan pre-B ALL hiicre canliliginin daha diisiik
olmasiyla olgildigi tizere, insan pre-B ALL
hiicre  hatlarinin  antineoplastik  ilaglara
duyarliligin1 artirdi. Bu veriler dogrultusunda,
ekstraselliler Gal-3’liin pre-B ALL hiicrelerinde
ilag direnci saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
Antineoplastik ila¢ tedavisinin yoklugunda, fare
kemik iligi stromasinin Gal-3 durumundan
bagimsiz olarak, insan pre-B ALL hiicre
hatlarinin canlilig: etkilenmedi. Fare kemik iligi
stromal-Gal3-KO hiicre hattinda insan Gal-3
ekspresyonu, ila¢ tedavisi sirasinda insan pre-B
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ALL hiicre hattinin canhhigim1 artirabildi.
Tarighat ve arkadaslari, Gal-3’iin, pre-B ALL
hiicrelerinde ila¢ tedavisine karsi mikrogevre
aracili destege katkida bulundugunu ve Gal-
3’lin inhibe edilmesinin pre-B ALL hiicrelerinin

antineoplastik ilaglara duyarliliginm
artirabilecegi sonucuna vardilar?!.
Talopiranozid-tabanh kigiik molekiil

antagonistleri Cpd14 ve Cpd17’nin Gal-1'e
baglanma afiniteleri oldukea diisiik oldugundan
Gal-3’e karsi oldukca spesifiklerdir44. Tarighat
ve arkadaslar;, Cpd14 ve Cpdl17'nin Gal-3
tarafindan diizenlenen hiicre aktiviteleri
izerindeki etkilerini test ettiler. Oncelikle,
Cpd14’in insan pre-B ALL hiicre hatlarinda
fibronektin (FN) aracili yapisma iizerindeki
etkilerini test ettiler ve etkilerini, karbonhidrat
yapilarina baglanmada Gal-3'tin dogal bir rakibi
olan [-laktozun etkileriyle Kkarsilastirdilar.
Cpd14 monosakkarit-tabanlh  bir  bilesik
olmasina ragmen, insan pre-B ALL hiicre
hatlarinin  FN’ye  yapismasini,  disakkarit
laktozdan yaklasik 12 kat daha diisik bir
konsantrasyonda engelleyebilmistir 21. Cpd14
ayrica insan pre-B ALL hiicre hatlarinin hem bir
fare kemik iligi stromal hiicre hattina hem de
stromal hiicre kaynakl bir kemokin olan SDF1-
a’ya 45 gociinii engelledi2l. Ayrica, Cpd14’ten
onemli 6lciide daha diisiik bir IC50’ye sahip olan
Cpd17’nin 44, insan pre-B ALL hiicre hattinin
bir fare kemik iligi stromal hiicre hattina
yapismasini engelledigini buldular. Hem Cpd14
hem de Cpd17 ile tedavi, insan pre-B ALL hiicre
hatlarinin apoptozunu artirdi. Ayrica, Cpd17
tedavisi fare kemik iligi stromal hiicre hattinin
varliginda insan pre-B ALL hiicre cogalmasini ve
canlihgini baskiladi.

Daha sonra, uzun siireli Cpd17 ve vinkristin
kombinasyon tedavisinin, fare kemik iligi
stromal hiicre hattinin varliginda insan pre-B
ALL hiicre hatlarinin proliferasyonu ve canliligi
lizerindeki etkisini test ettiler. Vinkristin ile kisa
streli tedavi, fare kemik iligi stromal hiicre
hattinin varliginda insan pre-B ALL hiicre
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hatlarinin ¢ogalmasini ve canliligini baskiladi,
ancak uzun streli tedaviden sonra insan pre-B
ALL hiicre hatlar1 hayatta kalip c¢ogalmaya
devam ettikce niiksler meydana geldi. ilging
olarak, vinkristin ve Cpd17 ile uzun siireli
kombinasyon tedavisi, kombinasyon tedavisine
kars1 diren¢ gelisimi ile birlikte relapslari

baskilamis, ancak tamamen ortadan
kaldirmamuistir. Bunun nedeni Gal-3
inhibitorlerinin sadece hiicre dis1 Gal-3’u

hedeflemesi ve ila¢ kaynakli endojen Gal-3’u
hedeflememesi olabilir. Nilotinib, kontrol
tedavisine kiyasla insan pre-B ALL hiicre
hattinda c¢ogalmay1 azaltti, ancak nilotinib’e
Cpd17 eklenmesi pre-B ALL hiicre hattinin
cogalmasini daha da azaltti21. Bu bulgular toplu
olarak, stromal hiicre tarafindan tiretilen Gal-
3’lin, pre-B ALL hiicrelerinin stromaya gociini
ve yapismasinl tesvik ederek ila¢ tedavisine
kars1 korudugunu ve Gal-3 inhibisyonunun
antineoplastik ilaglarla kombinasyonunun pre-
B ALL hicrelerini antineoplastik ilaglara karsi
duyarli hale getirebilecegini gostermektedir
(Figiir 3). Niiks olan pre-B ALL hastalarinda Gal-
3 inhibisyonunun uygulanabilirligini belirlemek
icin, preklinik bulgularin iyi tasarlanmis klinik
calismalar yoluyla klinik ortama aktarilmasi
esastir.

Kemik ilidi mikrogevresi

Gal-20n IndUkiadid|
pre-B ALL hlicro gbgl ve adazyonu

Figur 3: Stromal hucre kaynakli Gal-3, pre-B ALL
hdcrelerinin  gbégund, yapismasini, sagkalimini ve
¢ogalmasini uyararak bu hicrelere ila¢ direnci
kazandirir. Kemik iligi mezenkimal stromal hucre Gal-3
proteinini eksprese eder ve ekzosomlar araciligiyla

927



Yildirim C.

veya serbest c¢oziunidr protein olarak mikrogevreye
salgilar. Serbest ¢dzinur Gal-3 pre-B ALL hcre
yuzeyindeki glikoproteinlere baglanabilir. Pre-B ALL
hicreleri Gal-3 proteinini ifade etmez ve salgillamaz,
ancak kemik iligi mezenkimal stromal hucre ile pre-B
ALL hiicre arasindaki etkilesim, pre-B ALL hiicrelerinde
Gal-3 protein ekspresyonunu ve salgilanmasini artirir.

Kemik iligi mezenkimal stromal hiicre
tarafindan tiretilen Gal-3, pre-B ALL hiicre i¢ine
endositoz yoluyla tasinir ve hem sitoplazmada
hem de cekirdekte bulunur. Hiicre i¢cine alinan
ekzojen Gal-3 (mavi), pre-B ALL hiicrelerinde
NF-kB alt birimlerin protein diizeyini artirarak
NF-kB yolagini aktive eder. NF-xB ise Gal-3 gen
transkripsiyonunu aktive edebilir. Ekzojen Gal-
3, pre-B ALL hiicrelerinde ¢ekirdege goc¢ eder ve
burada Gal-3 6n-mRNA islenmesini uyarip,
endojen Gal-3 mRNA (yesil) dlizeylerini artirir.
Pre-B ALL hiicreleri de ekzosomlar tiretir, ancak
Gal-3 icermezler ve igeriklerini kemik iligi
mezenkimal stromal hiicrelerine aktarabilirler.
Antineoplastik ila¢ tedavisi, Gal-3 protein
ekspresyonunu pre-B ALL hiicrelerinde stromal
hiicrelerinin yoklugunda artirmaz; bu da
gozlenen ila¢ kaynakl Gal-3 protein artisi i¢in
stroma ile ALL hicreleri arasinda hiicre
temasinin gerekli oldugunu gosterir. Ancak
stromal destek varliginda antineoplastik ilac ile
uzun sireli tedavi, pre-B ALL hiicrelerinde en
yliksek Gal-3 mRNA ve protein ekspresyonu ile
sonuc¢lanmakta ve bunun bir kismi iiretilen de
novo endojen Gal-3° tir. Uzun streli
antineoplastik ila¢ tedavisi ve stromal destek ile
saglanan Gal-3, pre-B ALL hiicrelerinde
pERK1/2 protein diizeylerini ve ERK
aktivasyonunu artirir. ERK, pre-B ALL
hiicrelerinde endojen Gal-3 mRNA ve protein
ekspresyonunu artirir (BioRender’'da
olusturuldu).

SONUC

Cok islevli bir B-galaktozid baglayici lektin olan
Gal-3, pre-B ALL  hiicrelerinin hayatta
kalmasinda, ¢ogalmasinda, ila¢ direncinde ve
stromal etkilesiminde 6nemli bir rol oynar.
Calismalar, Gal-3’iin Oncelikle kemik iligi

stromal hiicreleri tarafindan salgilandigini (ya
¢ozlnir bir protein olarak ya da ekzosomlar
icinde) ve daha sonra pre-B ALL hiicreler
tarafindan igsellestirildigini, burada cekirdege

tasindigim1  ve kendi geninin (LGALS3)
transkripsiyonunu tesvik ederek kendini
gliclendiren bir sagkalim donglsu
olusturdugunu tutarh bir sekilde

gostermektedir. Antineoplastik ila¢ kaynakl
stres altinda (6rnegin, vinkristin veya nilotinib),
pre-B ALL hiicrelerinde Gal-3 ekspresyonu
belirgin sekilde ytikselir, ancak bu artis stromal
destekle dogrudan temasa baghdir. islevsel
olarak Gal-3, ERK1/2, PI3K/AKT, B-katenin ve
NF-kB dahil olmak iizere kritik sinyal yollarini
aktive ederek pre-B ALL hiicre gociint,
yapismasini, sagkalimimi ve c¢ogalmasini
uyararak bu hiicrelere ilac¢ direnci kazandirir.

Gal-3'lin asir1  ekspresyonu ilag direncini
gliclendirirken, genetik delesyon (CRISPR/Cas9
yoluyla) veya farmakolojik inhibisyon (6rnegin,
glikomimetik bilesikler Cpd14 veya Cpd17 ile)
pre-B ALL hiicreleri tedaviye karsi duyarli hale
getirir ve  koruyucu  mikrogevre ile
etkilesimlerini bozar. Ancak, Cpd14 ve Cpd17
inhibitorlerinin kimyasal olarak kararsiz ve
suda ¢Oziinmez olmalar1 nedeniyle in vivo
preklinik calismalara uygun hale gelmeleri i¢in
daha fazla optimizasyona ihtiyag
duyulmaktadir?l. Tim bu bulgular, Gal-3'tin
hem mikrogevre aracili ilag direncinin bir
aracist hem de giiclendiricisi oldugunu ve pre-B
ALL’de tedavi etkinligini artirmak i¢in umut
vadeden bir terapotik hedef oldugunu
vurgulamaktadir. Etkili Gal-3 inhibitérlerinin
hem hiicre i¢i etki ederek hiicre-i¢i kaynaklh Gal-

3’ inhibe etmesi hem de kemik iligi
mikrocevresinde stromal hiicreler tarafindan
uretilen Gal-3'i etkisiz hale getirmesi
gerekmektedir.

Gal3’tun farmakolojik hedeflenmesi,

refrakter/niliks AML icin yeni bir tedavi olarak
onerilmistir. TD139 (GB0139) ve selvigaltin
(GB1211) gibi sentetik kiiciik molekiilli
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inhibitorler, Gal-3 CRD’sine daha yiiksek
secicilik ve afinite ile baglanarak hem klinik

oncesi modellerde hem de erken Kklinik
calismalarda  giicli  anti-fibrotik,  anti-
inflamatuar ve immiinomodiilator etkiler
gostermis olup, bagisiklik kontrol noktasi

inhibitorleri gibi diger terapilerin etkinligini
artirma yetenegine sahiptir??.
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