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Ozet: Memeli hayvanlarin bobrekiistii bezi embriyonik kaynagi, sekresyon tipi ve fonksiyonu farkli iki ayri endokrin bélge icerir. Bu
Ozelliginden dolay! fetal gelisim evresinde lektinlerin arastirilmasina iyi bir ¢rnek teskil etmektedir. Galectin-1 ve galectin-1 igin
spesifik glikokonjugatlarin gelismekte olan inek bdbrekistl bezindeki varligina iliskin bir bilginin bulunmayisi bu ¢alismaya temel
teskil etmistir.

Galectin-1'in dokulardan ayristiriimasi icin diyaliz, affinite kromatografi ve SDS-PAGE teknikleri kullanildi. Bu proteinin ve
epitoplarinin hiicrelerdeki lokalizasyonu immunhistokimyasal yontem ile tespit edildi. Standart bir protein (a-laktoglobulin) esliginde
poliakrilamid jel Uzerinde yiruatilen proteinin 14 kD molekiler agirliginda tek bir bant olusturdugu gorildd. Ayrica galectin-1'in kan
damarlarinin duvarinda bulunan diz kas hicrelerinde ve go¢ eden glia hiicrelerinde yogun olarak bulundugu tespit edildi. Yine, Zona
fasiculata hucrelerinin galectin-1 ligandlarini yogun olarak icerdikleri saptandi.

Anahtar Sézcikler: Galectin-1, izolasyon, lokalizasyon, inek, adren

The Presence, Isolation and Characterisation of Galectin-1 in Bovine Adrenal Gland

Abstract: The mammalian adrenal gland in the developmental stage provides excellent system for studying the role(s) of lectins in
the foetal period because the adrenal gland is composed of two separate endocrine organs which differ in embryologic origin, type
of secretion, and function. There is no information on the presence of galectin-1 or galectin-1 reactive glycoconjugates in the
development of the bovine adrenal gland. Therefore, the present study focused on this protein.

For separation of galectin-1 dialysis, affinity chromatography and SDS-PAGE were used. To monitor the localisation of galectin-1
and its epitopes immunhistochemistry was used. A single 14-kD band comigrated with a standard marker (a-lactoglobulin) of the
molecule was seen on polyacrylamide gel. It was also found that galectin-1 exists abundantly in the smooth muscle cells of blood-
vessels and in the migrating glia cells. Likewise, biotin-marked galectin-1 exhibits intensive staining in zona fasiculata cells.
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Giris

Endojen lektinlerin ve bunlara 6zgi karbonhidrat
Unitelerinin dokulardaki acilimlarinin diyaliz, affinite
kromatografi, SDS-PAGE ve immunhistokimyasal
tekniklerin bir arada kullanilarak g&sterilebilmesi
glikobiyolojide yeni bir ¢gir acmistir (1,2). Biyolgjik
rolleri henlz tam olarak aciklanamayan bu proteinlerin,
fetal gelisimin farkli evrelerindeki miktar ve
lokalizasyonlarinda gorilen dediskenlik ve bir c¢ok
patolojik olayda farkli sekilde ifade edilmeleri bu
molekdllerin sayisiz biyolojik olayda anahtar rolu
oynadiklarini digindlrmektedir (3-5). Fetal evrede hucre
ve dokulardaki aktivasyon (hicre-hlcre ve hicre
ekstraselliler matriks etkilesimleri, hicre ici ve hicreler
arasl molekul transportlari vs.) maksimum dizeydedir.

Proteinlerin (lektinlerin) fonksiyonlarinin anlagiimasina
yonelik yapilan calismalar igin hicrelerin surekli bir
degisim icerisinde oldugu bu dénem en uygun zaman
olarak kabul edilmektedir (6).

Onceleri L 14-I, galaptin ve IML-1 olarak da bilinen
galectin-1 134 amino asitten olusan 14 kD molekiler
agirhdinda ve aralarinda kovalent olmayan baglarla
baglanmis bir homodimerdir (7-9). Bu protein sialik
asidini  yitiren glikogonjugatlarin  (glikoproteinler,
glikolipitler, proteoglikanlar ve lipopolisakkaritler)
ucunda bulunan (3-1,4 baglari iceren galaktoz Kalintilarina
ve N-asetilaktozamine baglanabilir ve bunun icin diger
bazi lektinlerin (C-tip) aksine Ca®* iyonlarina ihtiyag
duymaz (10-14). Bugune kadar yapilan calismalarda
yalniz hlcre yuzeyinde degil sitoplazma ve nukleus
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membraninda da lokalize oldugu, hicre-hiicre, hucre-
substrat ve hicre-ekstraselliler matriks etkilesimlerinde,
adezyonda, apoptoziste, hiicre siklusu regtlasyonunda,
biuytmesinde ve gociinde, neoplastik dénusimde, yangida
ve timor metastazinda rol oynadigi bildirilmistir (15-20).

Bu calismada galectin-1 ve bunun icin spesifik olan
baglanti yerlerinin fetal ve eriskin inek bobrekistl
bezlerindeki varlik ve lokalizasyonlarinin tespiti ve bu
molekdllerin bobrekistl bezlerinin gelisimi sirasindaki
olast rollerinin arastiriimasi amaclanmistir. Bunun icin,
once diyaliz, affinite kromatografi, SDS-PAGE ve
immunblot teknikleri birlikte Kkullanilarak galectin-1'in
varligi saptandi. Butin gelisim evrelerinde bulundugu
belirlenen galectin-1'in lokalizasyonu yine bu arastirma
sirasinda Uretilen antikorlar kullanilarak
immunhistokimyasal olarak isik mikroskop dizeyinde
gosterildi.

Materyal ve Metot

Galisma materyalini Munih/Almanya mezbahasina
kesim i¢in getirilen ve Kklinik olarak saglikli gérinime
sahip eriskin ineklerden ve bunlarin fétuslarindan alinan
adrenal bezler olusturdu. Fotuslar biyukliklerine gore F,
(5-12 cm), F, (13-24 cm) ve F; (25-40 cm) olmak Uzere
G¢ gruba ayrildi ve her gruptan U¢ farkli numune ile
calisildi. Numunelerin bir kismi SDS-PAGE ve immunblot
calismalarinda kullaniimak tzere -20 °C'de dondurulurken
bir kismi da immunhistokimyasal calismalar icin tespit
edildi. Tespit c¢ozeltisinden kaynaklanabilecek olasi
maskeleme olaylarii minimuma indirmek icin U¢ farkli
fikzatif  kullanildi. ~ Fikzatif olarak %  4'lik
paraformaldehid, asetik asidin metanol icerisindeki %
30'luk ¢ozeltisi ve Bouin ¢ozeltisi (15:5:1 oranlarinda
pikrik asit, formol ve asetik asit) secildi. 24 saat +4 °C'de
tespit edilen numuneler ardindan yine 24 saat sure ile oda
isisinda % 70'lik etanol icerisinde bekletildi. Sonra,
sirasiyla % 80, % 96, % 100’luk etil alkol ve parafin
iceren otomatik doku takipleme makinesinde 24 saat
sureyle dehidre edilip parafin dispenser cihazinda parafin
bloklar hazirlandi.

Poliklonal antigalectin-1 antikoru Uretmek icin gerekli
olan protein mezbahadan taze olarak alinmis eriskin inek
kalbinden laktoz-sefaroz 4B affinite kromatografi
yontemiyle izole edildi (21). izolasyonu gerceklestirilen
proteinin ¢ozelti icindeki oranint artirmak amaciyla eluat
3,5 barlik azot gazi basinci altinda 3 kD'a kadar olan
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proteinler icin gecirgen olan YM3 membrandan (Amicon,
Witten) yaklasik 5 ml'lik bir miktar kalincaya kadar filtre
edildi.

Antikor Uretimini uyarmak icin galectin-1 6nce 200
Mg, dérdincu ve yedinci haftalarda 100'er pg Freunds
adjuvani (Sigma, Diesenhofen/Almanya) ile birlikte
tavsanlara subkutan olarak enjekte edildi. 1gG
fraksiyonun izolasyonu son enjeksiyonu izleyen ikinci
haftada 30 ml kan alinip Sefaroz-A 4B affinite
kromatografi kolonundan (Pharmacia, Freiburg)
gecirilerek uretici firma tarafindan tanimlandigi sekilde
gerceklestirildi. Galectin-1 epitoplarinin belirlenmesinde
kullanilan  biotinlenmis galectin-1 ise Andre (22)
tarafindan belirtilen yontemle elde edildi.

Gerek erigskin inek Kkalbinden gerekse bobrekisti
bezlerinden laktoz-sefaroz 4 B affinite kromatografi
yontemi ile izole edilen proteinin gercekten 14 KD
molekiler agirligindaki galectin-1 olup olmadigi SDS-
PAGE yapilarak kontrol edildi. Bunun icin mini-Protean II
elektroforez dizeneginde (Bio-RAD, Miunih) Laemmli
(23) teknigi modifiye edilerek 5 pg protein esit
miktardaki 14,2 KD molekiler agirligina sahip a-
laktoglobulin esliginde elektriksel bir ortamda yuratalda.
Jelin glimls boyamasi ise Blum ve ark. (24) tarafindan
tanimlanan yontemle gerceklestirildi.

immunblot calismalari sirasinda proteinler SDS-PAGE
ile ayristirilip jel boyanmadan Mini-Trans-Blot Cell (Bio-
RAD, Miunih) dizeneginde 0,2 pm kalinhdindaki
nitroselltloz membrana (Schleicher & Schill, Dassel) 30
V'luk elektriksel bir akim altinda 12 saat sureyle
nakledildi. Galectin-1 igin spesifik olan bantlar daha 6nce
ayrintili olarak bildirilen yontemle (25) primer ve
peroksidaz ile isaretlenmis ikincil antikorlar kullanilarak
gosterildi.

immunhistokimyasal olarak galectin-1 ve buna
spesifik baglanti yerlerinin g6sterilmesi icin parafin
bloklardan 4-6 pm kalinliginda kesitler alinip 12 saat sire
ile 37 °C'de Kkurutuldu ve rutin doku takibi yapildi.
Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi % 3'lik H,0,
ile bloke edilip spesifik olmayan baglanti yerleri normal
keci serumu ile Kkapatildi. Galectin-1'e spesifik primer
antikorun 15 saatlik inkilibasyonundan sonra peroksidaz
ile isaretlenmis sekonder antikor kullanildi. Kesitler
streptavidin-biotin-peroksidaz kompleksiyle (Camon,
Burlingame/USA) reaksiyona sokulduktan sonra %
0,05°lik 3,3-diaminobenzidin tetrahidroklorit (Sigma,



Diesenhofen/Almanya) ¢ozeltisinde 3-5 dakika slreyle
bekletildi. Kontrol grubu olarak secilen kesitlerin bir kismi
primer antikor yerine PBS ile kaplanirken bir kismi da
galectin-1 ile preinkibe edilen primer antikorla tepkimeye
sokuldu.

Bulgular

Sigir kalbinden affinite-kromatografi yéntemi ile izole
edilen  proteinin  standart  egliginde  yapilan
elektroforezinde ve her (¢ fetal evre ile eriskin
adrenlerden elde edilen homejenatlarla yapilan immunblot
calismalarinda 14 kD agirliginda tek bir bandin varligi
gorildi (Sekil 1). immunhistokimyasal teknikle yapilan
calismalarda ise goc eden glia hucrelerinin erken fetal
evrede (F,) yogun olarak galectin-1 icerdikleri, fakat
g6¢lni  tamamlamis hicrelerde ise bu proteinin
bulunmadigi gézlendi (Sekil 2 A). Ayrica, arterlerin Tunica
muscularis hucrelerinin de butun fetal evrelerde
aralarinda belirgin bir fark goérllmeksizin bu proteini
yogun olarak bulundurduklari tespit edildi (Sekil. 2 B).
Diz kas hicrelerindeki lektinin sadece sitoplazmada degil
hicre c¢ekirdeginde de lokalize oldugu gorilda.
Biotinlenmis lektin ile yapilan calismalarda ise ayni
hicrelerin galectin-1 icin reaktif ligandlari icermedikleri
tespit edildi. Galectin-1 epitoplarinin &zellikle Zona
glomerulosa hicreleriyle bazi Zona fasiculata htcrelerinde
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Sekil 1. Eriskin ve fetal adrenlerdeki galectin-1'in poliakrilamid jel
elektroforezinden sonra nitroseluloz membrana nakledilip

anti-galectin-1 antikoru ile gosterilmesi.
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sitoplazmik olarak yerlestikleri belirlendi (Sekil 3 A).
Butlin fetal evrelerde galectin-1 ve galectin-1
epitoplarinin  gug¢li olarak tanindiklari goézlemlenirken
eriskin dénemde galectin-1'in yalniz kan damarlarinin
Tunika muscularis ve bazi Zona hicrelerinde zayif bir
yerlesim gdsterdigi tespit edildi (Sekil 3 B). Kontrol
gruplarinin hi¢ birinde herhangi bir reaksiyon gorilmedi.

Tartisma

Proteinlerin biyolojik rolinln anlasiimasi i¢in bunlarin
hangi dokuda ve ne tip htcrelerde yerlestigi ve hucrelerin
neresinde lokalize oldugunun bilinmesi gerekir. Bu yonde
yapilan calismalar lektinler tUzerine yapilan arastirmalarin
buytk bir kismini teskil etmektedir. Bu calismada da,
galectin-1'in 6nce SDS-PAGE ve immunblot teknikleri ile
fetal ve eriskin inek adrenlerinde bulundugu saptandi.
Daha sonra hem galectin-1'in hem de bu proteine 6zgi
baglanti yerlerinin hangi hicrelerde ve bu hicrelerin

Sekil 2.

Galectin-1'in erken fetal (F1) evrede go¢ eden glia
hicreleriyle (A, 540x), arterlerin Tunica muscularis (B,
540x) hicrelerdeki lokalizasyonlart.
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Galectin-1 epitoplarinin fetal Zona glomerulosa ve Zona
fasiculata hucrelerindeki lokalizasyonu (A, 540x) ve
galectin-1'in erigkin inek adrenal hucrelerdeki zayif
sitoplazmik reaksiyonu (B, 540x).

neresinde lokalize olduklari immunhistokimyasal olarak
tespit edildi. Ilk kez bu calisma sirasinda galectin-1'in
erken fetal evrede go¢ etmekte olan glia hucrelerinde
yogun olarak bulundugu, go6¢ini tamamlamis glia
hicrelerinin ise bu proteini icermedidi goruldd. Bu veri
daha o©nce galectin-1'in hiicre goécinde rol oynadigi
yonindeki yayinlari destekler niteliktedir (19,20).
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[B-D-galaktoza spesifik bu proteinin  arter
duvarlarindaki duz kas hucrelerinde yogun olarak
goérilmesi daha 6nce yaptigimiz bir ¢alismadaki ve diger
bir cok arastirici tarafindan bildirilen verilerle paralellik
gostermektedir (26-30). Ancak, burada arter duvari
Tunica muscularis hucrelerinin bu proteini yogun olarak
icerirken vena duvarlarindaki diz kas hicrelerinin bu
proteini icermemesinin nedeni bilinmemektedir.

Dokulardaki karbonhidrat Unitelerinin pasif ve stabil
birer yapi degil, 0zellikle fetal donemde ve diger bircok
hastalik olgusunda devamli degiskenlik gosterdigi daha
Once bir¢ok arastirma grubu tarafindan rapor edilmistir
(6,31,32). Bu ¢alisma sirasinda da galectin-1 ligantlarini
teskil eden monosakkaritlerin fetal adrenler arasinda pek
belirgin  olmasa da eriskin inek adrenleriyle
karsilastirildiginda ¢ok farkli lokalize olduklari tespit
edildi. Ayrica, galectin-1'in hiicrenin hemen her yerinde
lokalize olabilirken buna spesifik epitoplarin sadece
sitoplazmik bir yerlesim gosterdikleri saptandi. Yine,
galectin-1 ile bu proteine 6zgu ligandlarin farkli
hiucrelerde lokalize olduklari géruldd. Lektin ile
reseptorlerinin farkli hlcrelerde lokalize olmalari bu
proteinin relatif olarak uzakta bulunan reseptdrindeki
biyolgjik kodu desifre edebildigini géstermektedir.

Sonu¢ olarak, galectin-1'in bitin fetal evreler ile
eriskin sigir bébrekistl bezlerinde bulunmasi, 6zellikle de
erken fetal evrede go¢ halindeki glia hucrelerinin bu
proteini yogun olarak icerirken ileri fetal dénemlerde
medullada yerlesim gosteren gocini tamamlamis glia
hucrelerinin bu proteini icermemesi galectin-1'in glia
hucrelerinin goctinde rol oynadiklari kanisini vermektedir.
Ayrica, galectin-1 reseptorlerinin fetal ve erigkin
bobrekistl bezlerinde miktar ve lokalizasyon farkliligt
gbstermesi bu molekillerin pasif birer yapi olmadigini
aksine bdbrekistl bezlerinin gelisimine etkin olarak
Katildiklarini disindirmektedir.
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