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Zusammenfassung

Epithelien bilden das Deck- und Abschlussgewebe aller äußerer und innerer Oberflächen von

mehrzelligen Organismen. Epithelzellen zeichnen sich durch ihren polaren Aufbau und ihre

morphologisch und funktionell zu unterscheidende apikale und basolaterale Membrandomä-

nen aus. Um dies zu gewährleisten, besitzen Epithelzellen eine spezifische Transportmaschi-

nerie, die den gerichteten Proteintransport an die jeweilige Membrandomäne bewerkstelligt.

Ein wichtiger Sortierrezeptor im apikalen Proteintransport ist das Lektin Galektin-3. Dieses

lösliche, im Zytosol synthetisierte Protein wird in polaren MDCK-Zellen präferentiell über die

apikale Membran sekretiert, ehe es mittels Endozytose ins endosomale System eintritt und

dort als Sortierrezeptor für neu synthetisierte apikale Glykoproteine dienen kann. Während

die Bindung von Galektin-3 an die Plasmamembran prinzipiell an beiden Membrandomänen

erfolgen kann, wurde in der vorliegenden Arbeit eine Clusterbildung sowie die Endozytose

des Lektins interessanterweise nur an der apikalen Domäne beobachtet.

Mittels Massenspektrometrie wurden Integrine als Interaktionspartner von Galektin-3 an der

apikalen Plasmamembran von MDCK-Zellen identifiziert. Aus dieser Beobachtung ergab sich

die Fragestellung, ob Galektin-3 auch zur apikalen Lokalisation von Integrinen in Epithel-

zellen beiträgt. Dies wurde Anhand von β1-Integrin, eines weit verbreiteten Vertreters die-

ser Familie, untersucht. Mit Hilfe biochemischer und fluoreszensmikroskopischer Methoden

wurde die Oberflächenverteilung von β1-Integrin in Galektin-3 überexprimierenden und de-

pletierten MDCK Zellen analysiert. In Galektin-3 überexprimierenden Zellen, sowie unter

Einfluss von exogenem, rekombinaten Galektin-3 wurde eine verstärkte apikale Lokalisie-
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rung des Integrins beobachtet. Demgegenüber hatten eine Depletion des Lektins wie auch

die Inhibierung seiner Endozytose verminderte apikale Expressionslevel von β1-Integrin zur

Folge. Mittels metabolischer Markierung und Transportstudien konnte gezeigt werden, dass

Galektin-3 die Sortierung von neu synthetisiertem β1-Integrin in den apikalen Transportweg

vermittelt. So konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals eine Rolle des Lektins Galektin-3

bei der Oberflächenverteilung eines weit verbreiteten Mitglieds der Integrin-Familie in pola-

ren Epithelzellen aufgezeigt werden.
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Summary

Epithelia line the outer and inner surfaces of multicellular organisms. Epithelial cells are cha-

racterized by their polar structure and their morphologically and functionally distinct apical

and basolateral membrane domains. To establish and maintain their polarity, epithelial cells

possess a specific transport machinery that ensures directional transport to the respective

membrane domains. An important sorting receptor in apical protein transport is galectin-3.

This soluble lectin is synthesized in the cytosol and secreted in polarized MDCK cells prefe-

rentially at the apical membrane. Here, it enters the endosomal compartment via endocy-

tosis and assists in the sorting of newly synthesized apical glycoproteins. While binding of

galectin-3 can occur at both plasma membrane domains, clustering and endocytosis of the

lectin were observed exclusively at the apical domain.

Integrins were identified as interaction partners of galectin-3 at the apical plasma membrane

of MDCK cells by mass spectrometry. This interesting observation raised the question whe-

ther galectin-3 is involved in the apical localization of integrins in epithelial cells. To test

this, the surface distibution of the most widespread family member, β1-integrin was analy-

sed in galcetin-3 overexpressing and galectin-3 depleted MDCK cells by biochemical assays

and fluorescence microscopy. In galectin-3 overexpressing cells as well as in the presence

of exogenous, recombinant galectin-3 the apical localization of β1-integrin was enhanced.

Conversely, depletion of the lectin decreased apical expression leves of β1-integrin. Moreo-

ver, inhibition of galectin-3 endocytosis had the same effect. Using metabolic labeling and
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transport experiments it was shown, that galectin-3 mediates sorting of newly synthesized

β1-integrin in the apical transport pathway. This study shows for the first time, that galectin-3

is able to modulate the surface distribution of the integrin family member β1-integrin in po-

larized epithelial cells.
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1. Einführung

1.1. Epithelzellen

Das Epithel ist ein spezialisiertes Gewebe, das in höher entwickelten Lebewesen eine Grenz-

schicht zwischen dem Inneren des einzelnen Organismus und seiner Umwelt darstellt. Epi-

thelien bedecken alle äußeren und inneren Oberflächen und sind daher in vielen Teilen des

Körpers zu finden. Während alle Epithelien als wichtige Barriere dienen und den Organismus

vor eindringenden Pathogenen schützen, führen die Epithlien in verschiedenen Körpertei-

len unterschiedliche, spezialisierte und für die Körperhomöostase unabdingbare Funktionen

aus. So ist das Epithelgewebe im Darm für die Aufnahme von Nährstoffen aus der Nahrung

verantwortlich, wohingegen das Nierenepithel der Ausscheidung von Gift- und Abfallstoffen

sowie der Retention verwertbarer Substanzen dient.

Der Aufbau von Epithelien folgt drei Gundprinzipien: Epithelzellen sind eng be-

nachbart und über Zelladhäsionsmoleküle miteinander verbunden. Die Basalmembran, eine

azelluläre, Protein- und Polysaccharid-reiche Schicht, grenzt das Epithel zum darunterlie-

genden Gewebe ab. Außerdem besitzen die Zellen des Epithels sowohl eine funktionelle als

auch eine morphologische Polarität. Bei der Plasmamembran dieser polaren Zellen werden

drei Membrandomänen unterschieden. Die apikale Domäne stellt die freie Oberfläche des

Epithels dar und ist der Außenwelt beziehungsweise dem Lumen zugewandt. Die laterale

Membran steht in Kontakt zu benachbarten Zellen, die basale Domäne ist mit der Basal-

membran verankert. Aufgrund ihrer ähnlichen Zusammensetzung werden die laterale und

basale Membran meist (sowie in der vorliegenden Arbeit) als basolaterale Membrandomäne
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zusammengefasst (Ross & Pawlina, 2007).

Die Abgrenzung der apikalen Domäne gegenüber der basolateralen Membran wird

durch die Zonula occludens, welche aus zahlreichen, engen Kontaktverbindungen, den tight

junctions besteht, vermittelt (siehe Abbildung 1.1). Diese Zell-Zell-Verbindungen umspannen

die Zelle gürtelförmig, dichten die Zellzwischenräume ab und sind damit für die Barriere-

funktion des Epithels verantwortlich. Sie verhindern die laterale Diffusion im äußeren Blatt

der Plasmamembran zwischen der apikalen und basolateralen Domäne und verhindern da-

mit eine Vermischung der jeweiligen Membrankomponenten (Ross & Pawlina, 2007).

Neben diesen verschließenden Verbindungen (Zonula occludens) sind in Epithelien

außerdem verankernde Verbindungen zu finden, die dem Gewebe Stabilität verleihen (Abbil-

dung 1.1). Dabei vermitteln Transmembranproteine den Kontakt zu Nachbarzellen und zum

Zytoskelett. Bei diesen Kontaktverbindungen können die Zonula adherens und die Macula

adherens unterschieden werden. Die Zonula adherens wird von adherens junctions gebildet,

die ähnlich wie die tight junctions die Zelle gürtelförmig umspannen und mit dem Aktin-

zytoskelett der Zelle verankert sind. Dagegen sind die Macula adherens oder Desmosomen

punktförmige, mit Intermediärfilamenten verknüpfte Zell-Zell-Kontakte. Fokale Adhäsionen

und Hemidesmosomen vermitteln den Kontakt zur Basalmembran. Auch hier stellen Trans-

membranproteine die Verbindung zwischen Komponenten der Extrazellulären Matrix (EZM)

und dem Zytoskelett her. Die Verbindung zum Aktinnetzwerk der Zelle wird über Fokale

Adhäsionen hergestellt, die eine wichtige Rolle bei der Zellmigration während der Wund-

heilung spielen. Hemidesmosomen verankern die Basalmembran mit Intermediärfilamen-

ten und sind in Geweben zu finden, die hohen mechanischen Kräften ausgesetzt sind, wie

zum Beispiel der Haut. Gap junctions bilden eine weitere Klasse von Zell-Zell-Verbindungen,

die dem Stoff- und Informationsaustasuch zwischen benachbarten Zellen im Epithel dienen

(Ross & Pawlina, 2007).

Eine weitere Besonderheit weisen Epithelzellen bezüglich der Organisation ihres

Zytoskeletts auf. Während in unpolaren Zellen die Mikrotubuli mit ihren Minusenden am

Zentrosom (auch als Mikrotubuli-oragnisierendes Zentrum (MTOC) bezeichnet) assoziiert

sind, ist die Mehrheit der Mikrotubuli in Epithelzellen nicht am Zentrosom verankert sondern

2
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Abbildung 1.1.: Kontaktverbindungen in Epithelzellen. Links: Schematische Dar-
stellung der Kontaktverbindungen in Epithelzellen. Zelladhäsionsverbindungen in der
apikalen Region der lateralen Membran sind eingekreist. Rechts: Elektronenmikrosko-
pische Aufnahme von Darmepithelzellen der Maus. Eingekreist sind tight junctions. Mv
= Mikrovilli, TJ = tight junction, AJ = adherens junction, DS = Desmosom. Maßstab
200 nm. Abbildung modifiziert, von Tsukita et al. (2001).

entlang der apiko-basolateralen Achse ausgerichtet, wobei die Minusenden zur apikalen und

die Plusenden zur basolateralen Seite zeigen (Müsch, 2004). Daneben existiert eine kleinere

Population von Mikrotubuli, die ihren Urpsung am MTOC haben und mit ihren Plusenden

zur apikalen Domäne ausgerichtet sind (Jaulin et al., 2007). Aktinfilamente sind sowohl in

unpolaren Zellen, als auch in Epithelzellen hauptsächlich am Zellkortex lokalisiert. In Epi-

thelzellen ist außerdem unterhalb der apikalen Membran ein dichtes Aktinnetz zu finden, in

welchem die Aktinfilamente der Mikrovilli verankert sind (Lodish et al., 2008).

Damit dieser komplexe Aufbau in Epithelzellen bewerkstelligt und aufrecht erhal-

ten werden kann, ist ein gerichteter, polarer Proteintransport unerlässlich.
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1. Einführung

1.2. Proteintransport

Im Jahr 2013 wurde der Nobelpreis für Physiologie oder Medizin „für die Entdeckungen von

Transportprozessen in Zellen“ an James Rothman, Randy Schekman und Thomas Südhof ver-

liehen, denn der zielgerichtete Transport von neu synthetisierten Proteinen ist unabdingbar

für die korrekte Funktionsweise der Zelle. Hierbei werden im Allgemeinen der zytoplasma-

tische Weg und der klassische sekretorische Weg unterschieden. Nach der Gentranskription

im Nukleus wird die entsprechende messenger RNA (mRNA) ins Zytosol transportiert, wo

die Proteinbiosynthese durch die Translation der mRNA an Ribosomen initiiert wird. Im zy-

toplasmatischen Weg findet die Translation an freien Ribosomen im Zytosol statt. Die so

synthetisierten Proteine verbleiben im Zytosol, werden unkonventionell sekretiert oder kön-

nen bei Vorhandensein einer entsprechenden Signalsequenz zum Zielkompartiment trans-

portiert werden (Lodish et al., 2008). Dagegen werden Proteine die eine N-terminale Signal-

sequenz für das Endoplasmatische Retikulum (ER) besitzen über den klassischen sekretori-

schen Weg hergestellt und transportiert. Mit Hilfe des Signalerkennungspartikels (englisch

signal recognition particle, SRP) wird diese Signalsequenz erkannt und die zu translatieren-

de mRNA mitsamt dem Ribosom ans ER transportiert, wo die Proteinbiosynthese fortgesetzt

wird und die Translokation der entstehenden Polypeptidkette direkt ins ER-Lumen erfolgt.

Nach dem Transfer über oder in die ER-Membran erfolgt die Faltung, Oligomerisierung und

Glykosylierung (siehe auch Abschnitt 1.2.1) der neu synthetisierten Proteine. Sie verlassen

das ER an ER-Exitstellen und werden über coat protein complex II (COPII)-Vesikel weiter

zum Golgi-Apparat transportiert. Beim Transit durch die Golgi-Zisternen zum trans-Golgi-

Netzwerk (TGN) werden die Glykanreste modifiziert. Vom TGN werden erneut Transport-

vesikel abgeknospt, welche mit Hilfe von Motorproteinen entlang des Zytoskeletts and die

Zielmembran transportiert werden. Die Erkennung der Zielmembran erfolgt mit Hilfe von

Rab-Proteinen, kleinen GTPasen, die an der zytoplasmatischen Seite über einen Prenylanker

an der Vesikelmembran fixiert sind. Die Freisetzung der Cargoproteine erfolgt letztendlich

durch Fusion mit der Zielmembran, welche über SNARE-Proteine vermittelt wird (Lodish et

al., 2008; Alberts et al., 2008; Mellman & Nelson, 2008).
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1.2.1. Glykosylierungen

Die posttranslationale Proteinmodifikation ermöglicht das Anfügen zusätzlicher, nicht im

Genom kodierter Informationen. Das Anfügen von Zuckerresten, die Glykosylierung, stellt

hierbei aufgrund ihrer Komplexität eine Besonderheit dar. Neben der Abfolge der Monosac-

charide können auch die Positionen der glykosidischen Bindung und des anomeren C-Atoms

sowie die Ringgröße variieren. Da die Verknüpfung der einzelnen Zuckerreste an verschie-

denen Stellen möglich ist, trägt auch die Verzweigung der Oligosachharide zur Komplexität

des Zuckercodes bei (Gabius et al., 2002).

In Eukaryonten findet die Glykosylierung von Proteinen im ER und Golgi co- und

posttranslational statt. Anhand der Verknüpfung der Glykanreste werden N- und O-Glykosy-

lierungen unterschieden. Die N-Glykosylierung beginnt zunächst im Zytosol mit dem Aufbau

eines Kernoligosaccharides an Dolicholphosphat, welches mit der ER-Membran assoziiert ist

(siehe Abbildung 1.2). Im Laufe der Synthese des Kernsaccharids wird dieses mit Hilfe ei-

ner Flippase ins ER-Lumen translokalisiert (Sanyal & Menon, 2009). Das komplette Kern-

oligosaccharid wird durch eine Oligosaccharyltransferase en bloc auf ein Asparagin in einem

NXS/T-Motiv co-transaltional auf das wachsende Polypeptid übertragen. Im Folgenden kann

das Zuckerbäumchen weiter modifiziert und getrimmt werden. Dabei bleiben jedoch fünf

Zuckerreste in allen N-verknüpften Glykoproteinen unverändert. Diese bilden die Kernregi-

on (siehe Abbildung 1.2, Lodish et al., 2008).

In Abbildung 1.3 ist die N-Glykanprozessierung vereinfacht dargestellt. Im ER wer-

den zunächst die zwei terminalen Glukosereste durch die Glukosidasen I und II abgespalten.

Monoglukosylierte Glykoproteine werden mit Hilfe der ER-lokalisierten Lektine Calnexin

und Calretikulin gefaltet. Danach entfernt Glukosidase II die verbleibende Glukose und Man-

nosidase einen Mannoserest. Das Protein kann bei korrekter Faltung das ER verlassen und

zum Golgi transportiert werden. Dort spaltet eine Mannosidase drei weitere Mannosereste

ab. Einige Proteine bleiben in dieser Mannose-reichen (high mannose) Form und unterlau-

fen keiner weiteren Prozessierung (Stanley, 2011). Alternativ können GlcNAc-Reste an den

Trimannosylkern angefügt werden, die meist mit Galaktose verlängert und einer Sialinsäure
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abgeschlossen werden. Diese Zuckerketten werden als Antennen bezeichnet und sind cha-

rakteristisch für komplexe Oligosachharide. Der Grad der Verzweigung wird dabei durch die

Anzahl der am Trimannosylkern angefügten GlcNAc-Einheiten bestimmt. Die Addition dieser

Zuckerreste wird durch sogennante branching-Enzyme, die GlcNAc Transferasen, oder Mgats

(Mannosyl-Glykoprotein-N-Acetylglucosaminyltransferasen) vermittelt (Freeze, 2001; Lowe

& Marth, 2003; Lodish et al., 2008).

Die meisten O-Glykosylierungen finden post-translational im Golgi-Apparat statt.

Hier werden Sauerstoffatome von Serin oder Threonin mit Zuckerresten modifiziert. Dabei

ist die Extension durch GalNAc (O-GalNAc) am weitesten verbreitet. Da diese Form der Gly-

kosylierung ursprünglich auf Mucinen und in Mucin-ähnlichen Proteindomänen beobachtet

wurde, wird diese Form der Glykosylierung auch als O-Glykosylierung vom Mucin-Typ be-

zeichnet (Jentoft, 1990). Später stellte sich heraus, dass sie viel weiter verbreitet ist und auch

auf Proteinen ohne Mucin-Eigenschaften zu finden ist (Steentoft et al., 2013). In Abbildung

1.4 sind exemplarisch die Biosynthese der O-GalNAc-Vorläuferform sowie einige Elongati-

onsmöglichkeiten dargestellt (Freeze, 2001; Lodish et al., 2008).

Neben Proteinen können auch Lipide mit Glykanresten modifiziert werden. Dabei

sind Glykosphingolipide (GSLs) die am häufigsten vertretenen Glykoproteine in Säugetier-

zellen. GSLs sind durch eine Ceramid-Einheit charakterisiert, welche die extrazelluläre Gly-

kankomponente in der Membran verankert. Die Kernstruktur der meisten GSLs besteht aus

Glukosylceramid, welches im Zytosol von der Glykosylceramid-Synthase gebildet wird. Nach

Translokation ins Golgi-Lumen kann die Kernstruktur durch eine Reihe von Glykosyltrans-

ferasen elongiert werden. Galaktosylceramid wird dagegen im Lumen des ER synthetisiert

und kann im Golgi sulfatiert werden. Entsprechend ihrer Orientierung bei der Biosynthe-

se sind GSLs fast ausschließlich im äußeren Blatt der Plasmamembran zu finden. (Lowe &

Marth, 2003; Akimoto et al., 2009; Stanley, 2011)
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Abbildung 1.2.: Synthese des Kernoligosaccharids. Zwei UDP-GlcNAc und 5
GDP-Man-Einheiten werden mit Hilfe entsprechender Glykosyltransferasen auf Do-
licholphosphat übertragen. Eine Flippase katalysiert die Translokation des Vorläu-
fers in das ER-Lumen. Weitere Dolicholphosphat-Derivate (4 Dolicholphosphat-Man
und 3 Dolicholphosphat-Glc) stellen Mannose- und Glukose-Einheiten zur Verfügung,
die auf das Kernsaccharid übertragen werden. Das komplette Kernoligosaccharid be-
sitzt 14 Zuckerreste. Dolichol-P = Dolicholphosphat, Glc = Glukose, GlcNAc = N-
Acetylglucosamin, Man = Mannose.
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Abbildung 1.3.: N-Glykanprozessierung. (1) Im ER wird die erste terminale Gluko-
se durch Glukosidase I, die beiden folgenden durch Glukosidase II und eine Mannose
durch Mannosidase I entfernt. (2) Im Golgi spaltet Mannosidase I drei Mannoseres-
te ab. (3) Durch Mannosidase III können zwei weitere Reste abspalten werden. (4)

GlcNAc Tranferase I fügt einen GlcNAc-Rest an. (5) Mannosidase II enfernt zwei weite-
re Mannoseeinheiten. (6) Die Addition einer zweiten GlcNAc-Einheit durch die GlcNAc
Transferase II initiiert die Ausbildung einer biantennären Zuckerkette. Durch das Anfü-
gen eines dritten GlcNAc-Restes von GlcNAc Transferase IV wird die Ausbildung einer
triantennären Kette initiiert. (7) Die GlcNAc Transferase V (auch als Mgat5 bezeichnet)
kann eine vierte GlcNAc-Einheit anfügen und führt damit zur Ausbildung tetraanten-
närer Zuckerketten. (8) GlcNAc-Reste von komplexen und hybriden Zuckerketten wer-
den mit Galaktose und Sialinsäuren erweitert. ER = Endoplasmatisches Retikulum, Gal
= Galaktose, Glc = Glukose, GlcNAc = N-Acetylglucosamin, Man = Mannose, Sia =
Sialinsäure.
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Abbildung 1.4.: Mucin-Typ O-Glykosylierung. Nach der Addition von GalNAc an Se-
rin oder Threonin fügt die C1GalT1 (core1β1,3-Galaktosyltransferase) eine Galaktose-
einheit an und bildet so die Kernstruktur. Diese wird durch eine Sialinsäure erweitert
und kann als Vorläufer für weitere Zuckermodifikationen dienen. Ser = Serin, Thr =
Threonin, Gal = Galaktose, GalNAc = N-Acetylgalactosamin, Glc = Glukose, GlcNAc =
N-Acetylglucosamin, Sia = Sialinsäure.

1.2.2. Sortiersignale im polaren Proteintransport

Transportprozesse müssen in polaren Zellen, wie den hier untersuchten Epithelzellen, ge-

richtet stattfinden. Apikal und basolateral lokalisierte Proteine enthalten Sortiersignale in

Form von Proteinmodifikationen oder topogenen Signalen. Diese können durch verschiede-

ne Komponenten erkannt werden und stellen so den Transport an die entsprechende Mem-

brandomäne sicher.

Apikale Sortiersignale sind divers und können in der exoplasmatischen, der Trans-

membran- oder der zytosolischen Domäne lokalisiert sein. Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-

Anker stellen das erste beschriebene apikale Sortiersignal dar (Lisanti et al., 1988). Sie kön-

nen während der posttranslationalen Modifikation im ER an den C-Terminus von Proteinen

mit hydrophober zytoplasmatischer Domäne angefügt werden (Mayor & Riezman, 2004).

GPI-verankerte Proteine sind mit spezialisierten Membranmikrodomänen, sogennanten li-

pid rafts assoziiert. Diese Sphingolipid- und Cholesterin-reichen Membranbereiche entste-

hen bereits im TGN und sind an der apikalen, aber nicht an der basolateralen Membran zu

finden (van Meer et al., 1987; van Meer & Simons, 1988). Als weiteres apikales Sortiersi-

gnal können N- und O-Glykosylierungen dienen. Urban et al. (1987) konnten beispielsweise

zeigen, dass eine Inhibierung der N-Glykosylierung mit Tunicamycin zur Fehlsortierung von

9



1. Einführung

Clusterin/gp80 in MDCK-Zellen führt. Für die korrekte apikale Sortierung des Neurotro-

phinrezeptors p75NTR ist die O-Glykanmodifikation der Stabregion des Proteins notwendig

(Yeaman et al., 1997). Desweiteren weisen manche Proteine apikale Sortiersignale in ihrer

Aminosäuresequenz auf. Diese noch nicht vollständig charakterisierten Sequenzen wurden

für die Influenza-Proteine Hämagglutinin (HA) und Neuraminidase im Transmembranbe-

reich lokalisiert (Kundu et al., 1996; Lin et al., 1998). Rhodopsin dagegen besitzt in der

zytosplasmatischen Domäne eine Sequenz, welche für den apikalen Transport des Proteins

in Photorezeptoren unabdingbar ist Chuang und Sung (1998).

Basolaterale Sortiesignale sind häufig in der zytoplasmatischen Proteindomäne lo-

kalisiert und beinhalten oft hydrophobe Dileucin-Motive oder tyrosinbasierte Motive (meist

YXXΦ, Y steht für Thyrosin, X für eine beliebige undΦ für eine große, hydrophobische Amino-

säure, Carmosino et al., 2009). Sie können von Adaptorproteinen erkannt werden und durch

die Rekrutierung von Clathrin zur Ausbildung von Vesikeln führen (Rodriguez-Boulan et al.,

2005). Erste Hinweise auf basolaterale Sortiersignale stammen aus Arbeiten von Mostov et

al. (1986) und Casanova et al. (1991), welche die Notwendigkeit der zytoplasmatischen

Domäne des polymeren Immunglobulin-Rezeptors für dessen basolaterale Lokalisation de-

monstrierten und zeigten, dass dieses Sortiersignal auf andere Proteine übertragbar ist. Für

einige Oberflächenproteine konnte gezeigt werden, dass basolaterale Signale gegenüber api-

kalen Sortiersignalen dominant sind. So wird der polymere Immunglobulin-Rezeptor zu-

nächst an die basolaterale Domäne transportiert und anschließend mittels Transzytose an

die apikale Membran befördert. Nach Deletion der zytoplasmatischen Signalsequenz erfolg-

te der Transport direkt an die apikale Membran (Mostov et al., 1986). Außerdem konnten

die apikalen Proteine p75NTR und Influenza HA nach Anfügen eines basolateralen Sortiersi-

gnals an der basolateralen Membran detektiert werden (le Bivice et al., 1991; Brewer & Roth,

1991). Allerdings scheint die Dominanz basolateraler Sortiersignale nicht immer gegeben zu

sein. Jacob et al. (1999) demonstrierten, dass C-terminal angefügte Sortiersignale, welche

zum basolateralen Transport von Influenza HA führen, keinen Effekt auf die Sortierung der

Laktase-Phlorizin Hydrolase (LPH) haben.
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1.2.3. Polare Transportwege

Lange Zeit galt das TGN als alleinige Sortierplattform für den apikalen und basolateralen

Proteintransport. In Pionierarbeiten konnten Rodriguez-Boulan et al. (1984) und Rindler et

al. (1984) in Virus-infizierte MDCK-Zellen zeigen, dass Influenza HA und Vesicular stomatitis

Virus Glykoprotein G (VSV-G) von hier direkt an die apikale beziehungsweise basolaterale

Plasmamembran transportiert werden. Unter „direktem Transport“ ist hier zu verstehen, dass

die Proteine intrazellulär sortiert werden und anschließend ohne Umwege über die andere

Membrandomäne an die jeweilige Plasmamembran gelangen. Dieser Transportweg konnte

in späteren Arbeiten von Paladino et al. (2006) und Hua et al. (2006) bestätigt werden. Eini-

ge apikale Proteine werden jedoch zunächst an die basolaterale Membran transportiert, dort

endozytiert und anschließend an die apikale Membran befördert. So gelangen neu syntheti-

sierte lipid raft-assoziierte, GPI-verankerte Proteine nicht zur apikalen Membran, wenn die

basolaterale Membran einem milden Fixierungsmittel ausgesetzt ist, während der Transport

des lipid raft-unabhängigen p75NTR davon nicht beeinflusst ist (Polishchuk et al., 2004). Auch

der polymere Immunglobulin-Rezeptor wird in MDCK-Zellen über Transzytose an die apika-

le Membran sortiert (Mostov et al., 1986). Dabei durchquert er verschiedene endosomale

Kompartimente wie das basolaterale frühe Endosom (BEE), das gemeine Recyclingendosom

(CRE) und das apikale Recyclingendosom (ARE, Orzech et al., 2000; Brown et al., 2000). Die

Passage durch Endosomen spielt auch für die Sortierung und den „direkten“ Transport eini-

ger apikaler Membranproteine eine Rolle. Jacob und Naim (2001) beobachteten die Separa-

tion der apikalen Membranproteine LPH und Sucrase-Isomaltase (SI) in einem endosomalen

Kompartiment, in welchem beide Proteine nach dem Verlassen des TGN lokalisiert sind. In

diesem post-Golgi-Kompartiment findet die Sortierung in lipid raft-abhängige (im Fall von

SI) und lipid raft-unabhängige (im Fall von LPH) Transportvesikel statt. Die Separation er-

folgt dabei im lipid raft-unabhängigen Weg mit Hilfe von Galektin-3 durch Quervernetzung

von Glykoproteinliganden (Delacour et al., 2006; Delacour, Greb et al., 2007). Auch für li-

pid raft-assoziierte apikale Proteine konnte die Beteiligung eines Lektins, Galektin-4, bei der

Sortierung gezeigt werden (Stechly et al., 2009).
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1.2.4. Endozytose

Die Endozytose ermöglicht der Zelle durch Membraneinstülpung und -abschnürung die Auf-

nahme von Substanzen aus dem Extrazellularraum, sowie die Regulierung der Lipid- und

Proteinzusammensetzung der Plasmamembran. Hierbei werden im Wesentlichen zwei Wege

unterschieden: die Clathrin-vermittelte Endozytose und die Clathrin-unabhängige Endozy-

tose (siehe Abbildung 1.5). Bei der Clathrin-abhängigen Endozytose wird Cargo mit Hilfe

von Adaptorproteinen in Stachelsaumgrübchen (englisch clathrin-coated pits) rekrutiert. Die

Polymerisation von Clathrin ermöglicht die Kurvatur der Membran und die Ausbildung der

Stachelsaumgrübchen. Die Abschnürung der sich so bildenden Vesikel von der Plasmamem-

bran wird von der großen GTPase Dynamin vollzogen. In der Folge wird der Clathrinmantel

unter Beteiligung von Auxilin und Hsc-70 entfernt, sodass das Vesikel mit intrazellulären

Zielmembranen fusionieren kann (Doherty & McMahon, 2009). Daneben sind eine Reihe

Chlathrin-unabhängiger Mechanismen beschrieben worden. Allen gemeinsam und konträr

zur Clathrin-vermittelten Endozytose ist die Assoziation von lipid rafts. Caveolae sind Mem-

braninvaginationen die durch die Oligomerisierung von Caveolin-1 vermittelt werden. Bei

der Abschnürung ist auch bei diesem Weg Dynamin beteiligt (Hansen & Nichols, 2009;

Mayor et al., 2014). Auch Flotillin-Moleküle können durch Oligomerisierung Membranin-

vaginationen induzieren. Sie sind jedoch nicht in denselben Membranmikrodomänen wie

Caveolin-1 lokalisiert und stellen daher einen Caveolae-unabhängigen Endozytoseweg dar

(Doherty & McMahon, 2009). Desweiteren wurden Endozytosemechanismen identifiziert,

die ohne Mantelproteine und ohne Abschnürungsmaschinerie auskommen. Hier induziert

die Akkumulation bestimmter Lipide eine Deformation der Membran und folglich die Ve-

sikelabschnürung (Mayor et al., 2014). Bei der Ausbildung solcher als clathrin-independent

carriers (CLICs) bezeichneter Endozytosestrukturen können Lektine beteiligt sein. So bin-

det Galektin-3 GSLs an der Plasmamembran, erzeugt tubuläre Membraninvaginationen und

integriert über Glykanbindungen Cargoproteinen in CLICs (Lakshminarayan et al., 2014).
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Abbildung 1.5.: Endozytosemechanismen. Neben der Clathrin- (und Dynamin-) ab-
hängigen Endozytose (1) sind einige Clathrin-unabhängige Endozytosewege beschrie-
ben (2-5), welche alle im frühen Endosom (EE) aufeinandertreffen. Ob alle dieser
Clathrin-unabhängigen Endozytosemechanismen an beiden Membrandomänen ausge-
führt werden ist nicht bekannt. 2) Caveolin- oder Flotillin und Dynamin-abhängige
Endozytose. 3) Clathrin- und Caveolin-unabhängiger, Dynamin-abhängiger, RhoA-
regulierter Endozytoseweg. 4) Clathrin- Caveolin- und Dynamin-unabhängige, ARF6-
regulierte Endozytose. 5) Clathrin- Caveolin- und Dynamin-unabhängige Endozytose
in clathrin-independent carrier (CLICs). Abbildung modifiziert von Welling und Weisz
(2010).

1.3. Galektine

Als Lektine (lateinisch legere, lesen, auswählen) werden Zell-agglutinierende und Zucker-

spezifische Proteine bezeichnet, die keine Enzymaktivität aufweisen und nicht immunolo-

gischen Ursprungs sind. Sie sind weit verbreitet in der Natur und kommen in Mikroor-

ganismen, Pflanzen und Tieren vor (Sharon & Lis, 1972; Gabius, 1997). Es wird allge-

mein angenommen, dass die erste Erwähnung diese Proteinfamilie durch Peter Hermann

Stillmark 1888 in dessen Dissertation erfolgte. Er isolierte Ricin aus den Samen des Wun-

derbaums (Ricinus communis) und beobachtete die Agglutination von Erythrozyten durch

dieses Protein (Sharon & Lis, 2004). Lektine werden aufgrund struktureller Ähnlichkei-

ten in ihrer Kohlenhydraterkennungsdomäne, (englisch carbohydrate recognition domain,

CRD) und damit anhand ihrer Zuckerspezifität klassifiziert. Die Familie der Galektine sind

durch ihre Affinität gegenüber β-Galaktosiden charakterisiert. Electrolectin ist das erste von

Teichberg et al. (1975) entdeckte Mitglied dieser Familie, dessen Hämagglutinin-Aktivität

durch β-Galaktoside inhibiert werden konnte. Diese Gruppe der Lektine wurde zunächst
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Abbildung 1.6.: Klassifizierung und Struktur der Galektine. Die Mitglieder der Ga-
lektinfamilie werden anhand der Anzahl und Struktur ihrer Kohlenhydraterkennungs-
domänen (CRDs) eingeteilt. Galektine vom Prototyp besitzen eine CRD, solche vom tan-

dem repeat-Typ weisen zwei, durch eine Linkersequenz verknüpfte CRDs auf. Chimäres
Galektin-3 besteht aus einer CRD und einer flexiblen N-terminalen Domäne. Modifiziert
von Hönig et al. (2015).

als S-Typ Lektine bezeichnet, da ihre Aktivität von der Anwesenheit freier Thiolgruppen ab-

hängig zu sein schien. Allerdings stellte sich heraus, dass nicht alle Vertreter dieser Familie

Cysteinreste aufweisen (Akimoto et al., 2009). Daher wurde sie im Jahr 1994 mit Zustim-

mung der Forschergemeinschaft in Galektine umbenannt (Barondes et al., 1994).

Galektine tauchten schon früh in der Metazoen-Evolution auf und weisen von C.

elegans bis zum Menschen ähnliche Affinitäten für verschiedene Galaktoside auf (Boscher et

al., 2011). Mitglieder der Familie wurden in Schwämmen, Pilzen, Nematoden, Insekten und

Vertebraten gefunden. Homologe sind in Pflanzen vorhanden, aber nicht in Bakterien und

Hefen (Dumic et al., 2006). Derzeit sind 15 Mitglieder der Galektin-Familie in Säugetierzel-

len bekannt. Sie werden anhand ihrer CRD in drei Klassen eingeteilt (siehe Abbildung 1.6,

Hirabayashi & Kasai, 1993). Während Prototyp-Galektine nur eine CRD aufweisen, besitzen

Galektine vom tandem repeat-Typ zwei homologe aber verschiedene CRDs, die über eine

Linkersequenz verbunden sind. Vom chimären Typ ist derzeit nur ein Vertreter, Galektin-3,

bekannt. Es besteht aus einer CRD und einer Prolin- und Glycin-reichen N-terminalen Do-

mäne (Leffler et al., 2004).
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1.3.1. Struktur, Eigenschaften und Funktionen von Galektin-3

Die Kristallstruktur der Galektin-3-CRD konnte erstmals von Seetharaman et al. (1998) auf-

gelöst werden. Dabei zeigte sich, dass die CRD von zwei β-Faltblättern gebildet wird, die

eine β-Sandwichstruktur formen. Die Kohlenhydratbindetasche kann in die Bereiche A bis E

unterteilt werden, wobei die Bindung von β-Galaktose über die Bindestelle C erfolgt (Leffler

et al., 2004). Im Gegensatz zu der etwa 100fach höheren Affinität für Laktose ist die Inter-

aktion der CRD mit dem Einfachzucker jedoch vergleichsweise schwach (Leffler & Barondes,

1986). Die Binderegion bietet in den Bereichen A, B, D und E Platz für weitere Zuckerreste,

wodurch die Bindung komplexer Glykane ermöglicht wird. Diese Bindestellen sind jedoch

weniger konserviert und tragen daher zu den verschiedenen Ligandenspezifitäten innerhalb

der Galektinfamilie bei (Leffler et al., 2004).

Galektin-3 wurde zum ersten Mal als Oberflächenantigen auf Makrophagen ent-

deckt und wurde daher urpsrünglich Mac-2 benannt (Ho & Springer, 1982). Die N-terminale

Domäne von Galektin-3 besitzt Prolin-, Glycin- und Tyrosin-reiche repetetive Einheiten, de-

ren Anzahl zwischen den Spezies variiert. So ist humanes Galektin-3 26.2 kDa groß, cani-

nes dagegen 30.3 kDa (Herrmann et al., 1993). Galektin-3 wird in vielen Geweben expri-

miert und ist im adulten Organismus hauptsächlich in epithelialen und in Immunantwort-

vermittelnden Zellen zu finden. Es ist an der Regulation vielfältiger zellulärer Prozesse be-

teiligt wie bespeilsweise beim RNA-Splicing, dem Zellwachstum, der Differenzierung, der

Zell-Zell-und Zell-Matrix-Adhäsion, dem gerichteten Proteintransport, der Apoptose, der An-

giogenese und der Tumorgenese (Dumic et al., 2006). Entscheidend für die Art und Weise

der Interaktion mit anderen Proteinen und die Funktion des Lektins ist seine zelluläre Loka-

lisation. Da im Zytosol nur geringe Mengen an Glykoliganden vorhanden sind, werden die

Galektin-3-Funktionen hier meist Glykan-unabhängig und über Protein-Protein-Interaktio-

nen vermittelt. Im Extrazellularraum, sowie im Lumen von Endosomen und Transportvesi-

keln und im klassischen sekretorischen Weg sind dagegen zahlreiche Glykoliganden präsent

und die Funktionen des Lektins werden meist Zucker-abhängig ausgeübt (Akimoto et al.,

2009).
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Die Funktionen von Galektin-3 sind desweiteren meist von dessen Eigenschaft ab-

hängig, komplexe Oligomere auszubilden. In der Literatur beschreiben zwei Modelle die

Oligomerisierung des Lektins. Beiden Modellen gemeinsam ist, dass die Oligomerisierung

erst nach Bindung eines (mindestens divalenten) Liganden induziert wird. Das erste, die so-

genannte N-Typ-Oligomerisierung beschreibt die Selbstassoziation von Galektin-3 über die

N-terminale Domäne zu Pentameren (Ahmad et al., 2004). Bei dem zweiten Modell, der C-

Typ-Oligomerisierung interagieren die CRDs verschiedener Galektin-3-Moleküle miteinan-

der, wodurch auch die Ausbildung höherer Oligomere (als Pentamere) erklärt werden kann.

Es ist anzumerken, dass auch bei diesem Modell die N-terminale Domäne für eine effiziente

Oligomerisierung wichtig ist. So ist die Mutante hGal3C-TRX, bei der die N-terminale Do-

mäne deletiert ist, weiterhin in der Lage zu oligomerisieren, allerdings weitaus ineffizienter

als das intakte Protein (Lepur, Salomonsson et al., 2012).

Bei der Ausbildung komplexer Galektin-3-Oligomere können gleichzeitig mehrere

Glykoliganden vernetzt und so ein dynamisches Netzwerk (galectin lattice, „Galektin-3-Clus-

ter“) gebildet werden. Dieses Netzwerk reguliert die Diffusion, Kompartimentierung und

Endozytose von Glykolipiden und Glykoproteinen an der Plasmamembran und nimmt damit

eine wichtige Rolle bei der Regulation zellulärer Prozesse ein (Nabi et al., 2015).

1.3.2. Sekretion und Endozytose von Galektin-3

Wie alle Mitglieder der Galektin-Familie, besitzt auch Galektin-3 keine klassische Signalse-

quenz und wird an freien Polysomen im Zytoplasma synthetisiert (Akimoto et al., 2009). Da

Galektin-3 trotz Inhibition der klassischen Sekretion durch Monsenin und Brefeldin A sekre-

tiert wird (Lindstedt et al., 1993), scheint Galektin-3 die Zelle über einen unkonventionellen

Sekretionsmechanismus zu verlassen. Dies geschieht vermutlich über Exosomen, deren Bio-

genese in Multivesikulären Körperchen (MVK) stattfindet. Dabei werden in speziellen Endo-

somen durch Membraneinstülpungen intraendosomale Vesikel generiert, die lösliches Mate-

rial aus dem Zytoplasma enthalten. Die an der Plasmamembran freigesetzen Vesikel werden

dann als Exosomen bezeichnet (Nickel & Rabouille, 2009). Galektin-3 konnte als Bestandteil
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solcher Exosomen identifiziert werden (Théry et al., 2001; Schneider, 2011). Die unkonven-

tionelle Sekretion von Galektin-3 verhindert die Bindung des Lektins an Oligosachharide im

Lumen von ER und Golgi, und eine möglicherweise daraus resultierende Aggregation von

Glykoproteinen im klassichen sekretorischen Weg (Nickel & Rabouille, 2009).

Galektin-3 kann mittels Endozytose wieder in die Zelle gelangen. Hierfür wurden

verschiedene Endozytosemechanismen beschrieben. In Makrophagen wurde neben einem

Clathrin-unabhängigen Weg auch eine Rezeptor-und Clathrin-vermittelte Internalisierung

des Lektins beobachtet, welche nicht durch Laktose inhibiert werden konnte (Lepur, Carls-

son et al., 2012). Dagegen kann in MDCK-Zellen die Galektin-3-Endozytose durch Laktose

vollständig inhibiert werden (Schneider et al., 2010). Hier wurde Galektin-3 an der apikalen

Membran in Caveolin- oder Flotillin-positiven Strukturen detektiert (Straube et al., 2013).

Desweiteren konnten Lakshminarayan et al. (2014) die Beteiligung von Galektin-3 bei der

Ausbildung von CLICs zeigen (siehe auch Abschnitt 1.2.4). Endozytiertes Galektin-3 wird

an der apikalen Membran von Epithelzellen recycelt und spielt eine wichtige Rolle bei der

Sortierung von neu synthetisierten lipid raft-unabhängigen Glykoproteinen in den apikalen

Transportweg (Straube et al., 2013).

1.4. Integrine

Bei der Familie der Integrine handelt es sich um 90 bis 160 kDa große Transmembranrezep-

toren, die in allen Metazoen vertreten sind. In Prokaryonten, Pflanzen und Pilzen wurden

keine Homologen gefunden (Whittaker & Hynes, 2002). Ihre Funktionen in der Zelle sind

die Vermittlung der Zelladhäsion und die Signaltransduktion. Durch die Interaktion ihrer

extrazellulären Domänen bilden sie aus jeweils einer α- und einer β-Untereinheit Hetero-

dimere. In Säugern sind derzeit 18 Vertreter der α-Untereinheit und 8 der β-Untereinheit

bekannt, die miteinander 24 verschiedene Heterodimere ausbilden können (M. Humphries,

2000).
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1.4.1. Allgemeiner Aufbau und Struktur der Integrine

Die Auflösung der Kristallstruktur gelang erstmalig Xiong et al. (2001) für das extrazelluläre

Segment des αvβ3-Heterodimer und war entscheidend für das Verständnis der Funktions-

weise von Integrinen.

Abbildung 1.7 zeigt schematisch den Aufbau der beiden Untereinheiten. Die α-

Untereinheit besteht aus einer langen stalk-Region und einer globulären Kopfregion. Die

Kopfregion wird von einer β-Propeller-Domäne gebildet. In 9 der 18 bekannten α-Unter-

einheiten ist eine weitere, zwischengelagerte (englisch inserted) Domäne, die I-Domäne zu

finden. Aufgrund ihrer Homologie zur von Willebrand Fraktor A-Domäne, wird diese mitun-

ter auch als A-Domäne bezeichnet. Auch die β-Untereinheit besteht aus einer stalk- und ei-

ner Kopfregion. In der stalk-Region befinden sich vier Cystein-reiche repetitive Elemente. Die

Kopfregion besitzt neben einer Hybrid- und einer Plexin-Semaphorin-Integrin (PSI)-Domäne

eine I-ähnliche (englisch I-like) Domäne, die sogenannte βI-Domäne. Die zytosolischen Do-

mänen beider Untereinheiten sind mit 40-70 Aminosäuren recht klein. Eine Ausnahme bil-

det hier die C-terminale Domäne des β4-Integrins. Sie ist mit einer Länge von etwa 1000

Aminosäuren eine der größten bekannten zytosolischen Domänen überhaupt (Hynes, 2002;

M. Humphries et al., 2003).

Neu synthetisierte α- und β-Untereinheiten dimerisieren bereits im ER. Die Di-

merisierung erfolgt über die β-Propellerdomäne oder, soweit vorhanden, die I-Domäne der

α-Untereinheit und die βI-Domäne der β-Untereinheit (siehe Abbildung 1.8). Die Amino-

säuresequenzen der interagierenden Oberflächen bestimmen dabei die Kombination der α-

und β-Untereinheiten (Bouvard et al., 2013).

Sowohl die α- als auch die β-Untereinheiten der Integrine sind glykosyliert. In-

teressanterweise werden in Zellen unterschiedliche β1-Integrin-Glykovarianten exprimiert,

wenn sie ihren Phänotyp verändern. β1-Integrine tragen multiantennäre poly-LacNAc-Ex-

tensionen, die von einer Sialinsäure terminiert sein können. Varianten der β1-Integrin-Gly-

kosylierung resultieren aus einer veränderten Häufigkeit von Sialinsäuren oder von einer ver-

mehrten Mgat5-vermittelten Verzweigung der N-Glykane (Bellis, 2004). Diese Veränderun-
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Abbildung 1.7.: Schematische Darstellung der Integrin-Untereinheiten. Links:
Struktur der α-Untereinheit, rechts: Struktur der β-Unterheit. Dargestellt sind die li-
neare Anordnung der Domänen (oben), die globuläre Struktur, die durch die Do-
mänen ausgebildet werden (mitte) und eine vereinfachte Darstellung der Unterein-
heit (unten). Beachte: die I-Domäne ist nicht bei allen Vertretern der α-Untereinheit
vorhanden. Verwendung der Bilder mit freundlicher Genehmigung von MBInfo:
www.mechanobio.info; Mechanobiology Institute, National University of Singapore.

gen im Glykosylierungsmuster gehen häufig mit phänotypischen Transformationen in Kar-

zinomen einher. In humanen Colon- und Adenokarzinomen sind die β1-Integrin-Unterein-

heiten stärker α2,6-sialyliert. Dadurch sind sie vor Induktion der Apoptose durch Galektin-3

geschützt, sind weniger adhärent und erlangen einen invasiven Phänotyp (Zhuo et al., 2008;

Yuan et al., 2016).

1.4.2. Regulierung der Integrin-Funktion

Die meisten Integrine sind nicht konstitutiv aktiv, sondern liegen als inaktive Heterodimere

in der Plasmamembran vor, wobei sie weder Liganden binden, noch Signaltransduktion aus-

führen (Zhang & Chen, 2012). Die Regulierung der Integrin-Funktion ist komplex und erfolgt

auf mehreren Ebenen über divalente Kationen, Liganden-Bindung, Bindung intrazellulärer

Adaptorproteine und durch Integrin-Recycling (Franceschi et al., 2015).
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Abbildung 1.8.: Heterodimerisierung der Integrine. Die beiden Untereinheiten inter-
agieren über die βI-Domäne der β-Untereinheit und die αI-Domäne (links) oder die β-
Propellerdomäne (rechts) der α-Untereinheit. Verwendung der Bilder mit freundlicher
Genehmigung von MBInfo: www.mechanobio.info; Mechanobiology Institute, National

University of Singapore.

Integrin-Konformationen Integrin-Heterodimere können in drei Konformations- und Ak-

tivierungszuständen vorliegen, welche in Abbildung 1.9 dargestellt sind. Inaktive Integrin-

Heterodimere liegen in einer geschlossenen und kompakten Konformation vor, bei der die

beiden Untereinheiten gebeugt sind. Die Affinität zu Liganden ist in dieser Konformation ge-

ring. Auch in der aufgerichteten Intermediärkonformation ist die Ligandenaffinität gering,

sie ist erst in der aktiven Form erhöht. Hier verändern die zytosolischen und Transmembran-

Domänen der α- und β-Untereinheiten ihre relative Position zueinander, wodurch die Ligan-

denbindestelle der extrazellulären Domäne freigelegt wird (Zhang & Chen, 2012; Franceschi

et al., 2015).

Kationen Der Aktivierungszustand der Integrine kann unter anderem durch zweiwertige

Kationen reguliert werden. Dabei hat Calcium (Ca2+) einen inhibierenden Effekt, während

Magnesium (Mg2+) und Mangan (Mn2+) die Ligandenbindung der meisten Integrine för-

dern. Zur Koordination dieser zweiwertigen Kationen weisen sowohl die α- als auch die β-

Untereinheit verschiedene Metallionen-Bindungsstellen auf (Zhang & Chen, 2012). Tiwari et

al. (2011) konnten zeigen, dass neu synthetisiertes β1-Integrin in der inaktiven, gebeugten
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Form vorliegt und die Faltung und die Assemblierung mit der α-Untereinheit im ER Ca2+-

abhängig sind. Desweiteren wird das Heterodimer während des intrazellulären Transport im

klassischen sekretorischen Weg durch Ca2+ in der inaktiven Konformation gehalten und die

Aktivierung an der Membran setzt den Austausch des Ca2+ durch Mg2+ oder Mn2+ voraus.

Extrazelluläre Liganden Die Aktivierung durch extrazelluläre Liganden vermittelt die out-

side-in-Signalübertragung der Integrine. Die Ligandenbindestelle wird von der βI-Domäne

der β-Untereinheit und dem β-Propeller oder falls vorhanden der αI-Domäne der α-Unter-

einheit gebildet (Barczyk et al., 2010). Die Liste der Integrinliganden ist lang und beinhaltet

die Hauptkomponenten der EZM. Die meisten Integrin-Rezeptoren sind in der Lage verschie-

dene Liganden zu binden. Umgekehrt können Proteine der EZM und Adhäsionsproteine der

Zelloberfläche an verschiedene Heterodimere binden (J. Humphries et al., 2006). Die Kom-

binationen aus Integrinen und Liganden werden in vier Klassen eingeteilt, die in Abbildung

1.10 dargestellt sind. Das Tripeptid Arg-Gly-Asp (RGD) stellt die minimale Erkennungsse-

quenz in dem prototypischen Integrinliganden Fibronektin dar, und ist in vielen anderen

EZM-Proteinen wie Vitronektin und Fibrinogen ebenfalls zu finden. Die Sequenz Leu-Asp-

Val (LDV), ist unter anderem in einer alternativ gespleißten Form von Fibronektin vorhanden

und kann von Integrinen erkannt werden, die ausschließlich von Leukozyten exprimiert wer-

den. In fibrillärem Kollagen sind die RGD-Sequenzen normalerweise nicht zugänglich. Statt-

dessen erkennen Kollagen-bindende Integrine hier eine GFOGER-Sequenz. Drei β1-Integrine

(α3β1, α6β1 und α7β1) und α6β4 sind hochselektive Laminin-Rezeptoren, jedoch ist die

Erkennungssequenz auf Laminin bisher nicht näher charakterisiert (J. Humphries et al.,

2006; Barczyk et al., 2010; Campbell & Humphries, 2011).

Zytosolische Adaptorproteine Im Gegensatz zur Aktivierung durch extrazelluläre Ligan-

den, vermittelt die Integrinaktivierung durch zytosolische Adaptorproteine die inside-out-

Signaltransduktion. Der C-Terminus der β-Untereinheit enthält zwei NPXY-Motive, die von

zytosolischen Proteinen mit PTB-Domäne erkannt werden können. Darüber können bei-
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spielsweise Talin und Kindlin binden (Campbell & Humphries, 2011). Die Bindung von Ta-

lin an die zytoplasmatische Domäne der β-Untereinheit ist ein gemeinsamer Schritt in der

Aktivierung von β1-, β2- und β3-Integrin (Tadokoro et al., 2003; Shattil et al., 2010). In

Mäusen führt eine Talin-Depletion in Thrombozyten dazu, dass αIIbβ3-Integrin nicht akti-

viert werden kann und schützt diese Mäuse vor Thrombose (Petrich et al., 2007). Neben

der Aktivierung der Integrine, verbindet Talin diese mit filamentösem Aktin (F-Aktin) sowie

Aktin-bindenden Proteinen und vermittelt so die Verknüpfung des Zytoskeletts mit der EZM

(Shattil et al., 2010). Neben Talin scheint eine weitere Proteinfamilie, die Kindline (Kindline

1, 2 und 3 in Vertebraten), für die Aktivierung von Integrinen wichtig zu sein (Shattil et al.,

2010). Beispielsweise führt die Depletion von Kindlin 1 in Mäusen zu einer intestinalen Dys-

funktion und perinatalem Tod. Hier findet die Aktivierung von β1-Integrin nur eingeschränkt

statt und führt aufgrund der verminderten Zelladhäsion zu einer Ablösung des Darmepithels

(Ussar et al., 2008).

Oberflächenexpression Eine weitere Ebene der Regulation der Integrin-Funktion ist die

Lokalisation an der Zelloberfläche. Dazu gehört der Transport von neu synthetisierten In-

tegrinen über den klassischen sekretorischen Weg, die Internalisierung von der Plasma-

membran sowie das Recycling endozytierter Integrine (Margadant et al., 2011). Martel et

al. (2000) zeigten, dass neu synthetisierte Integrine in Talin-defizienten Zellen im ER ak-

kumulieren. Die Autoren vermuten, dass die Bindung von Talin an β1-Integrin eine ER-

Exportsequenz auf der α-Untereinheit freilegt und so den Transport durch den sekretori-

schen Weg gewährleistet. Die Integrin-Endozytose kann Clathrin-abhängig und -unabhängig

erfolgen und ein gegebenes Integrin-Heterodimer kann über verschiedene Mechanismen in-

ternalisiert werden (Margadant et al., 2011). Bei der Clathrin-abhängigen Endozytose sind

Adaptorproteine zur Rekrutierung von Clathrin notwendig (Ezratty et al., 2009; Chao &

Kunz, 2009). Für die Adaptorproteine Numb und Dab-2 konnte gezeigt werden, dass sie

an NPXY-Motive in der β-Untereinheit binden (Nishimura & Kaibuchi, 2007; Teckchanda-

ni et al., 2012). Lakshminarayan et al. (2014) zeigten, dass die Clathrin-unabhängige En-

dozytose über CLICs erfolgen kann und durch die Bindung von Galektin-3 an GSLs indu-
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ziert wird. Hier konnte die Internalisierung von β1-Integrin durch einen Knockdown von

Galektin-3 verringert, und bei einem gleichzeitigen Knockdown von Clathrin noch stärker

inhibiert werden. Dagegen konnte in einer Studie von Furtak et al. (2001) die Endozytose

von β1-Integrin vollständig durch Filipin, aber nicht durch Chlorpromazin inhibiert werden.

Diese Erkentnisse legen die Vermutung nahe, dass je nach Zelltyp und Heterodimer unter-

schiedliche Endozytosewege verwendet werden (Franceschi et al., 2015). Weiterhin besteht

die Möglichkeit, dass die Internalisierung aktiver und inaktiver Integrine über verschiedene

Mechanismen reguliert wird. So konnte in Endothelzellen gezeigt werden, dass Neuropilin-1

selektiv mit aktiven α5β1-Heterodimeren assoziiert ist und deren Internalisierung reguliert.

Der genaue Endozytoseweg wurde hierbei jedoch bislang nicht aufgedeckt (Valdembri et al.,

2009). Internalisierte Integrine erfahren eines von zwei Schicksalen: die Degradation im Ly-

sosom oder das Recycling zurück an die Plasmamembran (Margadant et al., 2011), wobei

die Mehrheit der endozytierten Integrine recycelt wird (Bretscher, 1989, 1992). Es sind hier-

für zwei verschiedene Recyclingwege beschrieben, die als short loop- beziehungsweise long

loop-Recycling bezeichnet werden. Integrine, welche über den short loop-Weg recycelt wer-

den, passieren ein Rab4-positives Endosom und gelangen vergleichsweise schnell zurück an

die Plasmamembran. Dagegen werden Integrine im long loop-Recyclingweg über ein Rab11-

positives perinukleäres Recyclingkompartiment recycelt (Bridgewater et al., 2012).

1.4.3. Integrin-Funktion

Integrine werden in allen Zelltypen außer den Erythrozyten exprimiert (Franceschi et al.,

2015). Dabei wird die β1-Untereinheit ubiquitär exprimiert und kann mit mindestens 12

verschiedenen α-Untereinheiten assoziieren (Hynes, 2002).

Integrine sind Zelladhäsionsrezeptoren und gewährleisten durch Bindung von EZM-

Proteinen wie zum Beispiel Fibronektin und Kollagen die Zelladhäsion. Dies wird durch die

Integrin-vermittelte Verknüpfung der EZM zum intrazellulären Aktinzytoskelett erreicht. Da-

bei stellen Adaptorproteine wie Talin, Paxillin, α-Aktinin und Vinculin den Kontakt zum Ak-

tinnetzwerk der Zelle her (Harburger & Calderwood, 2009). Auf diese Weise können me-
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Abbildung 1.9.: Integrinaktivierung. A) Inaktives Integrin liegt in einer gebeugten
Konformation vor. Die Affinität zu Liganden ist gering. B) Inside-out-Integrin Aktivie-
rung durch zytosolische Proteine (B1) oder outside-in-Aktivierung durch extrazelluläre
Liganden (B2) führen zur Aufrichtung des Heterodimers. C) Kennzeichen aktiver Inte-
grine mit hoher Ligandenaffinität ist die räumliche Separation der zytoplasmatischen
Domänen. Abbildung modifiziert, Verwendung des Bildes mit freundlicher Genehmi-
gung von MBInfo: www.mechanobio.info; Mechanobiology Institute, National University

of Singapore.
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Abbildung 1.10.: Integrinliganden. Graphische Darstellung der Integrin-Liganden-
Kombinationen. Integrin-Rezeptoren können eine Vielzahl von Liganden binden, umge-
kehrt können Liganden der extrazellulären Matrix verschiedene Integrin-Heterodimere
binden. Abbildung von (Barczyk et al., 2010).

chanische Kräfte in beiden Richtungen über die Plasmamembran übertragen werden, was

für zelluläre Prozesse wie beispielsweise die Zellmigration essentiell ist (Evans & Calder-

wood, 2007). Neben der Verankerung der Zelle haben Integrine eine wichtige Funktion in

der Signaltransduktion. Sie vermitteln Informationen über die Lokalisation der Zelle sowie

über die sie umgebende Matrix (Hynes, 2002; Miranti & Brugge, 2002). Solche Signale wer-

den mit Hilfe von Signalproteinen wie der Fokalen Adhäsionskinase (FAK) und der Integrin-

linked kinase (ILK) vermittelt und veranlassen zelluläre Reaktionen wie die Differenzierung,

Zellmigration, Proliferation und das Überleben der Zelle oder die Apoptose (Harburger &

Calderwood, 2009). Zur Zellmigration und zum Beenden von Signaltransduktionen ist es

notwendig, dass sich Integrine von ihren Liganden freimachen. Hierfür wird der Grad der

Assoziation der Proteine im Adhäsionskomplex durch Kompetition, Phosphorylierung und

Proteolyse verändert (Harburger & Calderwood, 2009). Beispielsweise führt eine kompetiti-

ve Bindung von ICAP-1 (integrin cytoplasmic domain–associated protein 1) an die β-Integrin-

Untereinheit zur Verdrängung von Talin, wodurch die inaktive Konformation des Integrins
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begünstigt wird (Millon-Frémillon et al., 2008). Die Proteolyse von Talin führt ebenso zu ei-

ner ehöhten Turnover-Rate von Fokalen Adhäsionen (Franco et al., 2004). Neben der Zellad-

häsion zur EZM haben Integrine eine Reihe weiterer wichtiger Funktionen. Treten beispiels-

weise Thrombozyten in Kontakt mit beschädigten Blutgefäßen, wird αIIbβ3-Integrin in der

Plasmamembran der Thrombozyten aktiviert. Aktives αIIbβ3-Integrin bindet Fibrinogen im

Blutplasma mit hoher Affinität, wodurch Thrombozyten aggregieren und so durch Throm-

busbildung zur Stillung von Blutungen beitragen können (Lodish et al., 2008). Desweiteren

binden Integrine auch Zelladhäsionsmoleküle (englisch cell adhesion molecules, CAMs) auf

anderen Zellen (Harburger & Calderwood, 2009). ICAM-1 wird von Endothelzellen expri-

miert und dient als Ligand für den Integrin-Rezeptor LFA-1, der von Leukozyten exprimiert

wird. Aktive Leukozyten binden über LFA-1/ICAM-1 an Endothelzellen und können so aus

der Blutbahn in das umgebende Gewebe wandern (Rothlein et al., 1986; Long, 2011).

1.5. Fragestellung

Die Rolle von Galektin-3 als Sortierfaktor im apikalen Proteintransport ist durch Studien

in MDCK-Zellen bereits gut verstanden. Um diese Funktion zu erfüllen, muss das Lektin

zunächst durch Internalisierung in das endosomale System der Zelle gelangen. Ob dies in

polaren Epithelzellen an beiden Membrandomänen stattfindet, oder ob sich hier wie bei der

Sekretion von Galektin-3 eine Präferenz für die apikale Domäne zeigt, ist bisher nicht unter-

sucht. Dies sollte durch Endozytose-Experimente mit Hilfe von rekombinantem Galektin-3 in

polaren MDCK-Zellen analysiert werden. Desweiteren ist unbekannt, ob bei der Endozytose

von Galektin-3 neben Glykosphingolipiden auch Glykoproteine beteiligt sind. Hierfür soll-

ten zunächst proteinogene Interaktionspartner von Galektin-3 massenspektrometrisch iden-

tifiziert werden und anschließend mit Hilfe biochemischer und fluoreszenzmikroskopischer

Methoden als Galektin-3-assoziierte Proteine verifiziert werden.

Im Verlauf dieser Arbeit wurden Integrine als Glykoliganden für Galektin-3 an der

apikalen Plasmamembran in MDCK-Zellen identifiziert. Da Integrine vorwiegend basolate-
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1. Einführung

ral lokalisiert sind, sollte mit Hilfe von glykosylierungsdefizienten Zellen sowie Glykosidasen

das Glykosylierungsmuster der apikalen und basolateralen Integrin-Populationen untersucht

und untereinander verglichen werden. Die Funktion von apikal lokalisierten Integrinen in

polaren Epithelzellen ist bislang wenig untersucht. Aufgrund der Rolle von Galektin-3 im po-

laren Proteintransport stellte sich die Frage, ob das Lektin an der Oberflächenexpression von

Integrinen an der apikalen Membran beteiligt ist. Unter Verwendung Galektin-3 depletierter

und Galektin-3 überexprimierender Zellen, sowie durch Experimente mit rekombinantem

Galektin-3, sollte analysiert werden ob die Verteilung von Integrinen an der Plasmamem-

bran von Galektin-3 abhängig ist. Ob Galektin-3 einen Einfluss auf die apikale Sortierung

von neu synthetisierten Integrinen im klassischen sekretorischen Weg hat, sollte mit Hilfe

metabolischer Markierung und Transportstudien unter An- und Abwesenheit von Galektin-3

untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Geräte und Software

Inkubatoren

Zellkultur-Inkubator HeraCell 150i (CO2-begast), Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Zellkultur-Inkubator Galaxy B (CO2-begast), RS Biotech, Irvine (UK)

37 ◦C Inkubator, Heraeus, Hanau

Schüttel-Inkubator für Bakterienkultur Infors, Infors AG, Bottmingen (Schweiz)

Schüttelinkubator für Bakterienkultur innova 4300, New Brunswick Scientific, Edison (USA)

37 ◦C Inkubator für Bakterienkulturen, Memmert, Schwabach

Dampfgarer Multi Gourmet, Braun, Kronberg

Sterilbänke

Sterilbank für die Zellkultur HeraSafe, Thermo Scientific (Waltham, USA)

Sterilbank für die Bakterienkultur Faster BHA-48, Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Zentrifugen

Kühlzentrifuge Heraeus Fresco 17, Thermo Scientific (Waltham, USA)

Rotofix 32X, Hettich, (Tuttlingen, Deutschland)

Kühlzentrifuge Avanti J-20XP, Beckman-Coulter, Fullerton (USA)
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Kühlzentrifuge Avanti J-26XP, Beckman-Coulter, Fullerton (USA)

Kühlzentrifuge Allegra X-22R, Beckman-Coulter, Fullerton (USA)

Rotoren

JLA 16.250, Beckman-Coulter, Fullerton (USA)

JLA-8100, Beckman-Coulter, Fullerton (USA)

SX 4250, Beckman-Coulter, Fullerton (USA)

Heizgeräte

Heizblock MB-102, Bioer, Hangzhou (China)

Vakuum-Geltrockner Model 583, Biorad (Hercules, USA)

Wasserbad für die Gewebeschnitte in der Histologie, GFL, Burgwedel

Schüttler

Magnetrührer Ikamag RH, Janke & Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen

Kippschüttler Rocker25, Labnet International Inc., Edison (USA)

Überkopfschüttler REAX2, Heidolph, Kelheim

Elektrophorese- und Western Blot-Zubehör

Platten, „Spacer“, Kämme, Gießvorrichtung, Hoefer, San Francisco (USA)

Elektrophoresekammer Mighty Small II, Hoefer, San Francisco (USA)

Elektrophoresekammer miniVE, Hoefer, San Francisco (USA)

Netzgerät EPS 301 Amersham, Piscataway (USA)

Netzgerät EPS 501 Amersham, Piscataway (USA)

Transblot Semi-Dry Transfer Cell BioRad, Hercules (USA)
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2. Material und Methoden

Mikroskope

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop (KLSM) TCS SP2 AOBS, montiert auf DM IRE2,
Leica Microsystems (Wetzlar, Deutschland)

Inverses Lichtmikroskop Axiovert 10, Carl Zeiss AG (Oberkochen, Deutschland)

Weitere optische Geräte

Chemostar Professional System von Intas, Göttingen

Multiplattenlesegerät infinite M200, 200 Pro, Tecan, Männedorf (Schweiz)

Nanodrop 2000c, Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Radioluminografie-Scanner FLA-3000, Fujifilm, Minato (Japan)

Sonstige Geräte

Absaugsystem Vacusafe, Integra Bioscience, Biebertal

Analysewaage SBC 22, ScalTec Instrumtents, Göttingen

BAS Kassette 2025, Fujifilm, Minato (Japan)

CyberScan pH 510 Eutech Instruments, Nijkerk (Niederlande)

Membran-Vakuumpumpe Typ N86 KN.18, KNF Neuberger, Freiburg

Mikrotom Leica RM2125RT, Leica Wetzlar

Präzisionswaage SI-114 Denver Instruments, Göttingen

Reinstwassersystem Elix UV, Millipore, Billerica (USA)

storage phosphor screen, Amersham, Piscataway (USA)

Ultraschall-Homogenisator Labsonic U, B. Braun, Melsungen

Vortex Genie 2, Scientific Industries, New York (USA)

Software

Adobe Photoshop CS2 und CS5, Adobe, San Jose (USA)

GraphPad Prism 5, GraphPad, La Jolla (USA)

Image J 1.46r, Wayne Rasband, NIH (USA)
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2. Material und Methoden

JabRef 2.7.2, Morten O. Alver u.a.

Lab Image 1D, Intas, Göttingen

Leica Confocal Software 2.61, Leica Microsystems, Wetzlar

Leica ASF Lite 2.6, Leica Microsystems, Wetzlar

Office 2010 und 2013, Microsoft, Redmond (USA)

TeXnicCenter Alpha 2.0, T. Weinkauf u.a.

Volocity, Improvision, Lexington (USA)

Datenserver

NetNGlyc Version 1.0

NetOGlyc Version 4.0

UniProtKB

2.2. Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie Bezugsquelle

35S-Methionin Hartmann Analytic (Braunschweig,
Deutschland)

Acrylamidmix Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Albumin Fraktion V (BSA) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Alexa-NHS-Ester Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Antipain Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Ammoniumpersulfat Serva (Heidelberg, Deutschland)

Ampicillin Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Antibody Diluent Dako (Hamburg, Deutschland)

Aprotinin Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Ascrobat Merck (Darmstadt, Deutschland)

Asialofetuin Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Bacto-Agar Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
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Bacto Trypton Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Bacto yeast extract Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Bromphenolblau Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Calciumchlorid Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Chloroform Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

DC Protein Assay Kit Biorad (Hercules, USA)

Deferoxamin (DFO) Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

DMSO Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

DTT Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

ECL-Reagenz SuperSignal West
Dura Extended Duration Substrate

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

EDTA Serva (Heidelberg, Deutschland)

Eisenchlorid Merck (Darmstadt, Deutschland)

Endo H New England Biolabs, Ipswich (USA)

Essigsäure Merck (Darmstadt, Deutschland)

Ethanol Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Ethanol (vergällt) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

FAC (Eisenammoniumcitrat ) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

FKS PAA Laboratories, (Pasching, Östereich)

Filipin III Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

G418 PAA Laboratories, (Pasching, Östereich)

Glutathion Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Glycerin Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Glycin Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Guanidin Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Hoechst 33342 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

InstantBlue Protein Stain Expedon (Cambridge, UK)

Iodacetamid Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
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Isopropanol Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Leupeptin Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

L-Glutamin PAA Laboratories (Pasching, Östereich)

Magermilchpulver Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Magnesiumchlorid Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Mercaptoethanol Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Mobicol Classic Säulen und
Filter (small, 90µm Porengröße)

MoBiTec (Göttingen, Deutschland)

Polylysin Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Molekulargewichtsstandard
PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder

Fermentas (Glen Burnie, USA)

Natriumbutyrat Merck (Darmstadt, Deutschland)

Natriumchlorid Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Natriumcitrat Merck (Darmstadt, Deutschland)

Natriumdesoxycholat MP Biomedicals, Eschwege

Natriumhydrogencarbonat Merck (Darmstadt, Deutschland)

Neuraminidase/O-Glycosidase New England Biolabs, Ipswich (USA)

NP40 Merck (Darmstadt, Deutschland)

Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories (Pasching, Östereich)

Pepstatin Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

PFA Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

PNGase F New England Biolabs, Ipswich (USA)

PMSF Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Polyysin Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Ponceau S Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Salzsäure (HCl) Merck (Darmstadt, Deutschland)

SDS Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

SNA Vectorlabs, Burlingame (USA)

Streptavidin-Peroxidase KPL, (Gaithersburg, USA)
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2. Material und Methoden

EZ Link Sulfo-NHS-Biotin Thermo Scientific (Waltham, USA)

EZ Link Sulfo-NHS-SS-Biotin Thermo Scientific (Waltham, USA)

TEMED Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

apo-Transferrin, canin Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Tris Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Triton X-100 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Trypsin/Chymotrypsin-Inhibitor Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Trypsin/EDTA PAA Laboratories (Pasching, Östereich)

Zellkulturmedien PAA Laboratories (Pasching, Östereich)

Ziegenserum PAA Laboratories (Pasching, Östereich)

Tabelle 2.1.: Verwendete Chemikalien

Weitere, hier nicht aufgeführte allgemein gebräuchliche Chemikalien wurden von Sigma,

Roth, Riedel-de Häen, Fluka, Merck, Serva oder ICN bezogen und waren mindestens von

p.a.-Qualität.

2.3. Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialen Bezugsquelle

Deckgläser (42 mm x 0.17 mm) H. Saur, Reutlingen

Deckgläser (18 mm) Menzel Gläser, Braunschweig

Filter (Porengröße 0.45µm) Sarstedt, Nürnbrecht

Filterpapier Whatmann 3MM Whatmann, Maidstone (UK)

Hamilton Mikroliterspritze (100µL) Hamilton-Bonaduz AG, Bonaduz
(Schweiz)

Kulturschalen (10 cm, 3 cm, 6- und
24-Lochplatten) und PET-Filter-
einsätze

Sarstedt, Nürnbrecht

Kryoröhrchen Sarstedt, Nürnbrecht
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2. Material und Methoden

Laktosyl-beads EY Laboratories Inc., San Mateo (USA)

NeutrAvidin Agarose-Resin Thermo Scientific (Waltham, USA)

Nitrocellulose-Membran Protran GE Healthcare, Chalfont St Giles (UK)

Objektträger Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

PD-10 Gelfiltrationssäule GE Healthcare, Chalfont St Giles (UK)

Pipettenspitzen (10µL, 200µL, 1000µL) Sarstedt, Nürnbrecht

Reaktionsgefäße
(0.5 mL, 1.5 mL, 2 mL, 15 mL, 50 mL)

Sarstedt, Nürnbrecht

Skalpell B. Braun, Melsungen

Spritzen, Kanülen B. Braun, Melsungen

Zellschaber Sarstedt, Nürnbrecht

Tabelle 2.2.: Verbrauchsmaterialien

2.4. Immunologische Reagenzien

In den Tabellen 2.3 und 2.4 auf Seite 37 sind die in dieser Arbeit verwendeten Primär- und

Sekundärantikörper aufgelistet.
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Primärantikörper

Antigen Klon Spezies Hersteller IF IHC WB IP

αTubulin DM1A Maus Sigma 1:500

α2-Integrin H-293 Kaninchen Santa Cruz 1:100

β1-Integrin 18/CD29 Maus BD Bio-
science

1:200

β1-Integrin GTX128839 Kaninchen GeneTex 1:50 1:100 2µL/mL Lysat

gp80 C-18 Ziege Santa Cruz 1:1000

Galektin-3 9C4 Maus Novocastra 1:100 1:200

Galektin-3 H-160 Kaninchen Santa Cruz 1:200

Galektin-3 M3/38 Ratte Santa Cruz 3µL/mL Lysat

Galektin-3 Maus Novocastra 1:200

IgG Serum IgG Mensch Sigma 2 bis 3 µL/mL Lysat

Villin C-19 Ziege Santa Cruz 1:100

Tabelle 2.3.: Verwendete Primärantikörper. IF = Immunfluoreszenz, IHC = Immunhistochemie, WB = Westernblot, IP = Im-
munpräzipitation.
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Sekundärantikörper

Antigen Markierung Spezies Hersteller IF IHC WB

anti Maus HRP Ziege Biorad 1:2000

anti Kaninchen HRP Ziege Biorad 1:2000

anti Ziege HRP Esel Santa Cruz 1:2000

anti Maus Alexa546 Ziege Thermo Scientific 1:200

anti Kaninchen Alexa488 Ziege Thermo Scientific 1:200 1:400

anti Kaninchen Alexa546 Ziege Thermo Scientific 1:400

anti Ziege Alexa546 Huhn Thermo Scientific 1:400

Tabelle 2.4.: Verwendete Sekundärantikörper IF = Immunfluoreszenz, IHC = Immunhistochemie, WB = Westernblot.3
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2. Material und Methoden

2.5. Lösungen, Medien und Puffer

Kulturmedium für MDCK Wildtyp und ∆Gal3 Zellen

DMEM high glucose mit 10 % (v/v) FKS, 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin und 1 % (v/v)

L-Glutamin

Kulturmedium für MDCK Gal3-YFP Zellen

DMEM high glucose mit 10 % (v/v) FKS, 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin und 1 % (v/v)

L-Glutamin und 0,5 mg/mL G418

Methioninfreies Medium

MEM essential mit 1 % (v/v) 100x Penicillin/Streptomycin und 1 % (v/v) L-Glutamin

Transfektionsmedium

Opti-MEM

Alle verwendeten Zellkulturmedien wurden von der Marke Gibco von Thermo Scientific

(Waltham, USA) bezogen.

PBS 140 mM NaCl PBS++ PBS mit

2.5 mM KCl 1 mM CaCl2

6.5 mM Na2PO4 1 mM MgCl2

1.5 mM K2HPO4

in ddH2O, pH 7,35

ME-PBS

PBS mit 2 mM EDTA und 4 mM Mercaptoethanol
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2. Material und Methoden

LB-Medium 1 % (w/v) Bacto Trypton

0.5 % (w/v) Bacto-yeast-extract

1 % (w/v) NaCl

100µg/mL Ampicillin

Proteinase-Inhibitoren-Mix (PI)

Lösung 1 PMSF 3.4 mg/mL in DMSO

Lösung 2 20µL Pepstatin 1 mg/mL in DMSO

20µL Antipain 5 mg/mL in DMSO

20µL Leupeptin 5 mg/mL in PBS

20µL Aprotinin 1 mg/mL in PBS

20µL Trypsin/Chymotrypsin-Inhibitor 50 mg/mL in PBS

ad 20 mL PBS

Vor Gebrauch wurden 25µL Lösung 1 und 500µL Lösung 2 gemischt.

Standard-Lysepuffer und Lysepuffer für die Massenspektrometrie (MS)

Standard 25 mM Tris

1 mM EDTA

1 mM EGTA

100 mM NaCl

1 % (v/v) Triton X-100

0.5 % (v/v) NP40 pH 7,5

für MS 25 mM Tris

50 mM NaCl

0.5 % (w/v) Na-Desoxycholat

0.5 % (v/v) Triton X-100 pH 8,0
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3x Laemmli-Puffer 6 % (w/v) SDS

30 % (v/v) Glycerin

0.02 % (w/v) Bromphenolblau

150 mM Tris-HCl pH 6,8

150 mM DTT

Elektrophoresepuffer 25 mM Tris

190 mM Glycin

0.1 % (w/v) SDS

Transferpuffer 48 mM Tris

39 mM Glycin

0.04 % (w/v) SDS

20 % (v/v) Methanol

Ponceau-Rot 0.1 % (w/v) Ponceau S

1 & (v/v) Essigsäure

Fixierlösung 25 % v/v) Isopropanol

10 % (v/v) Essigsäure

Waschpuffer für die Massenspektrometrie

Waschpuffer I 0.5 % (v/v) Triton X-100

0.5 % (v/v) Na-Desoxycholat in PBS

Waschpuffer II 125 mM Tris

500 mM NaCl

10 mM ETDA

0.5 % (v/v) Triton X-100 pH 8,0

40



2. Material und Methoden

Oberflächenbiotinylierung

Puffer I 20 mM Tris-HCl pH 8,0

150 mM NaCl

5 mM EDTA

1 % (v/v) Triton X-100

(0.2 % (w/v) BSA)

Puffer 1 wurde mit und ohne BSA verwendet.

Puffer II 20 mM Tris-HCl pH 8,0

150 mM NaCl

5 mM EDTA

0.5 % (v/v) Triton X-100

0.1 % (w/v) SDS

0.2 % (w/v) BSA

Puffer III 20 mM Tris-HCl pH 8,0

500 mM NaCl

0.5 % (v/v) Triton X-100

0.2 % (w/v) BSA

Puffer IV 20 mM Tris-HCl pH 8,0

NHS-SS-Biotin-Reduktionspuffer

90 mM NaCl

1 mM MgCl2

0.1 mM CaCl2

60 mM NaOH

10 % (w/v) FKS

Carnoy 60 % (v/v) Ethanol

30 % (v/v) Chloroform

10 % (v/v) Essigsäure
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2.6. Zellkultur

Alle Arbeiten mit Säugerzellen wurden unter sterilen Bedingungen und unter einer Sicher-

heitswerkbank durchgeführt. Die hierfür benötigten Materialien wurden vor Gebrauch mit

Ethanol desinfiziert, autoklaviert oder sterilisiert.

2.6.1. MDCK Typ II Zellen

Madin Darby canine kidney (MDCK)-Zellen wurden 1958 von S. H. Madin und N. B. Darby

aus der Niere eines Cockerspaniels isoliert, zu dieser Zeit aber nicht publiziert (Dukes et

al., 2011). In den späten 1970er Jahren zeigten Cereijido et al. (1978) und Misfeldt et al.

(1976), dass die Zelllinie in Kultur ein konfluentes, einschichtiges Epithel mit ausgeprägter

Zonula occludens ausbildet. Fortan wurde diese Zelllinie zur Untersuchung der sekretorischen

Transportmaschinerie herangezogen (Rodriguez-Boulan et al., 2005).

Bezugsquelle: European Collection of Cell Cultures, Health Protection Agency (Salisbury,

England)

2.6.2. Weitere verwendete MDCK-Zelllinien

Neben den in dieser Arbeit als MDCK Wildtyp (WT) bezeichneten MDCK Typ II Zellen, wur-

den folgende weitere Zelllinien mit modulierter Galektin-3-Expression verwendet: Galektin-3

überexprimierende MDCK Gal3-YFP Zellen (Straube et al., 2013) und Galektin-3 depletier-

te MDCK ∆Gal3-Zellen (hergestellt von Ralf Jacob, unveröffentlicht). Desweiteren wurden

MDCK RCAr-Zellen verwendet, die aufgrund eines Defekts im UDP-Galaktose-Transporter im

Golgi-Apparat kaum Galaktose in Glykoproteine und -lipide einbauen können (Brändli et al.,

1988; le Bivic et al., 1993). MDCK RCAr-Zellen wurden freundlicherweise von Andre le Bivic

(Marseille, Frankreich) zur Verfügung gestellt.
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2.6.3. Kultivierung und Passage von MDCK Zellen

Alle verwendeten Zelllinien wurden auf 10 cm Kulturschalen in entsprechendem Medium

(siehe Abschnitt 2.5) bei 37 ◦C, 5 % CO2 und wasserdampfgesättigter Atmosphäre kultiviert.

Wachstumsverhalten und Morpholgie der Zellen wurden regelmäßig unter dem Lichtmikro-

skop kontrolliert. Nach zwei bis drei Tagen wurde das Kulturmedium erneuert. Bei Bedarf

wurden zur Kultivierung der MDCK Typ II-Zellen Polyethylenterephthalat (PET)-Filter ver-

wendet, um die Ausbildung der Zellpolarität zu erleichtern (siehe Abbildung 2.1). Diese

Kultivierung ermöglicht außerdem eine unterschiedliche Behandlung der apikalen und ba-

solateralen Membrandomänen. Die Versuche in der vorliegenden Arbeit wurden wenn nicht

anders vermerkt, in polaren, 5 bis 7 Tage kultivierten MDCK-Zellen durchgeführt. Für den

Erhalt der Zellen in Kultur und zur Vorbereitung für die in dieser Arbeit durchgeführten

Experimente wurden die Zellen kurz vor Erreichen der Konfluenz auf neue Kulturschalen

passagiert und gegebenenfalls auf Deckgläschen oder Filtereinsätze ausgesät. Hierfür wur-

den die Zellen zunächst zweimal mit PBS gewaschen und in PBS bei 37 ◦C inkubiert, bis

sich die Zellkontakte abbauten und die Zellen abrundeten. Anschließend erfolgte eine etwa

zehnminütige Inkubation mit einer Lösung aus 0,05 % Trypsin und 0,02 % EDTA bei 37 ◦C bis

sich die Zellen vollständig von der Kulturschale ablösten. Die Trypsinreaktion wurde durch

Zugabe von Medium gestoppt. Die Zellen wurden 5 min bei 100 g pelletiert, in frischem Kul-

turmedium resuspendiert und entsprechend der weiteren Verwendung in einem Verhältnis

von 1:4 bis 1:20 ausgesät.

2.6.4. Kryokonservierung von Kulturzellen

Zur langfristigen Lagerung können die Zellkulturen in flüssigem Stickstoff eingefroren wer-

den. Dazu wurden die Zellen einer etwa 80 % konfluenten 10 cm Kulturschale wie beim

Passagieren trypsiniert und pelletiert. Die Zellen wurden in 1 mL Einfriermedium (Medium

des entsprechenden Zelltyps mit 10 % FKS und 10 % DMSO) aufgenommen und in ein Kryo-

röhrchen überführt. Die Zellen wurden zunächst 1 bis 2 h bei −20 ◦C eingefroren, danach
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Abbildung 2.1.: Kultivierung von MDCK Typ II Zellen auf Filtereinsätzen. Die Kulti-
vierung von MDCK Typ II Zellen auf PET-Filter erleichtert den Vorgang der Polarisation
und ermöglicht eine selektive Behandlung der beiden Membrandomänen. Modifiziert
von Rodriguez-Boulan et al. (2005)

etwa 18 h bei −80 ◦C gelagert und anschließend in flüssigen Stickstoff überführt. Um Zellen

erneut zu Kultivieren wurden diese dem Stickstofftank entnommen und mittels Handwärme

aufgetaut. Die Zellsuspension wurde mit frischem Medium verdünnt und 5 min bei 100 g

zentrifugiert. Die Zellen wurden in 10 mL des entsprechenden Kulturediums gelöst und auf

eine 10 cm Kulturschale ausgebracht.

2.7. Zellbiologische Methoden

2.7.1. Inhibition der Caveolin-abhängigen Endozytose durch Filipin

Die Zelle besitzt diverse Endozytose-Mechanismen, die mit verschiedenen Substanzen in-

hibiert werden können. Filipin inhibiert die lipid raft-abhängige Endozytose die über Ca-

veolae vermittelt wird (Orlandi & Fishman, 1998). Dazu wurden polare auf Filtereinsätzen

kultivierte MDCK-Zellen über Nacht mit 3µM Filipin in Kulturmedium inkubiert (Filipin-

Stocklösung: 3 mM Filipin in DMSO). Kontrollzellen wurden in der entsprechenden Menge

DMSO kultiviert. Am nächsten Tag wurde vor der weiteren Verwendung der Zellen ihre In-

tegrität lichtmikroskopisch überprüft.

44



2. Material und Methoden

2.7.2. Sekretionstest

Um die Sekretionsrate löslicher Proteine ins extrazelluläre Milieu und die Polarität dieses Vor-

gangs zu untersuchen wurden MDCK-Zellen 5 bis 7 Tage auf PET-Filter kultiviert. Zu Beginn

des Experiments wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschließend in FKS-

freiem Kulturmedium 4 h bei 37 ◦C inkubiert. Dabei wurde die apikale Domäne mit 500µL,

die basolaterale mit 1 mL Medium versetzt. Anschließend wurden die Zellkulturüberstände

abgenommen, mit 2 % (v/v) Proteinase-Inhibitoren-Mix (PI) versetzt und 5 min bei 500 g

zentrifugiert. Die Zellen wurden auf Eis dreimal mit PBS++ gewaschen, mit 10µL PI versetzt

und in 500µL Lysepuffer wie in Abschnitt 2.8.1 beschrieben lysiert. Es wurden 15µL des api-

kalen und 30µL des basolateralen Mediums, sowie 30µL der Lysatprobe mit Lämmli-Puffer

versetzt, per SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Immunoblot analysiert.

2.7.3. Bindung und Endozytose rekombinanter Proteine in MDCK-Zellen

Die Bindung und Endozytose von rekombinantem Galektin-3, Transferrin und Sambucus ni-

gra Agglutinin (SNA) wurde auf verschiedene Weise in MDCK-Zellen untersucht. Die Zellen

wurden dazu, je nach weiterer Versuchsdurchführung 5 bis 7 Tage auf Deckgläschen, PET-

Filtereinsätzen oder Zellkulturschalen kultiviert. Vor Versuchsbeginn wurden die Zellen auf

Eis transferiert und dreimal mit kaltem PBS++ gewaschen. Anschließend erfolgte die Inku-

bation mit 0.3 bis 5µM rekombinantem Protein in PBS++ (wenn nicht anders vermerkt) für

30 min bei 4 ◦C. Nicht gebundenes Protein wurde danach durch dreimaliges Waschen mit

PBS++ entfernt. Gegebenenfalls wurden die Zellen anschließend bei 37 ◦C inkubiert, um die

Endozytose zu induzieren. Überschüssiges, nicht internalisiertes rekombinantes Protein wur-

de durch Waschen mit 150 mM Laktose (im Fall von Galektin-3) oder 0.2 % Essigsäure (im

Fall von Galektin-3 und Transferrin) entfernt. Dies geschah entweder 10 min nach Induktion

der Endozytose, woraufhin die Inkubation bei 37 ◦C für verschiedene Zeiten fortgesetzt wur-
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de oder nach Ablauf des gesamten Endozytose-Intervalls. Die Zellen wurden anschließend

für die Fluoreszenzmikroskopie oder biochemische Versuche weiter verwendet. Die exakte

experimentelle Durchführung der jeweiligen Versuche ist in dazugehörigen Bildunterschrif-

ten im Ergebnisteil vermerkt.

2.8. Allgemeine proteinbiochemische Methoden

2.8.1. Herstellung von Zelllysaten

Zur Ermittlung der Proteinexpression und im Verlauf einiger in dieser Arbeit durchgeführten

Experimente wurden die zu untersuchenden Zellen lysiert. Die Zellen wurden hierfür auf

Eis gestellt und dreimal mit PBS++ gewaschen. Die Zellen einer konfluenten 10 cm Kultur-

schale wurden mit 20µL PI und 1 mL Lysepuffer versetzt, mit einem Zellschaber von der

Platte gelöst und in ein Reaktionsgefäß überführt. Die Lyse erfolgte 30 min bei 4 ◦C auf dem

Überkopfschüttler. Um das Lysat von unlöslichem Zelldebris zu trennen, erfolgte eine Zentri-

fugation bei 17 000 g und 4 ◦C für 15 min. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß

überführt, direkt weiter verwendet oder bei −20 ◦C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.8.2. Proteinbestimmung nach Lowry

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysaten wurde in dieser Arbeit die Me-

thode nach Lowry et al. (1951) eingesetzt. Diese beruht auf zwei Reaktionen. In der ersten

Reaktion bilden Kupfer (Cu2+)-Ionen mit Peptidbindungen in alkalischer Lösung einen blau-

violetten Komplex aus (Biuretreaktion). Es folgt die Reduktion von Cu2+ zu Cu+, welches

wiederum Folin-Ciocalteu-Reagenz (gelb) zu Molybdänblau reduziert (Rehm & Letzel, 2010;

Olson & Markwell, 2007). Zur Ermittlung der Proteinkonzentration in Zelllysaten wurde der

„DC Protein Assay“ von Biorad verwendet. Dabei wurde nach Protokoll des Herstellers vor-

gegangen.
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2.8.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Gel-Elektrophorese dient der Auftrennung und Analyse von Proteingemischen. Bevor

die Proteine mit Hilfe eines Polyacrylamidgels aufgetrennt werden können, wird das Prote-

ingemisch unter Anwesenheit des Reduktionsmittels Dithiothreitol (DTT) aufgekocht. Der

verwendete Probenpuffer (Lämmli-Puffer, siehe unter 2.5) enthält außerdem das anionische

Detergenz Natriumlaurylsulfat (englisch sodium dodecyl sulfate, SDS), welches zur Dena-

turierung dient und die Ausbildung von Quartärstrukturen unterbindet. Die SDS-Protein-

Komplexe wandern im elektrischen Feld zur Kathode und können so anhand ihrer Größe

aufgetrennt werden. In dieser Arbeit wurden Polyacrylamidgele nach dem diskontinuier-

lichen Lämmli-System verwendet (Laemmli, 1970). Hier werden die Proteine zunächst in

einem Sammelgel mit hoher Porengröße fokussiert und anschließend in einem Trenngel auf-

getrennt. Durch Anpassung der Acrylamidkonzentration kann die Porengröße des Gels be-

stimmt werden. Für Proteine mit einem höheren Molekulargewicht eignen sich weitmaschige

Gele mit niedriger Konzentration, dagegen werden kleine Proteine besser mit engmaschige-

ren Gelen höherer Acrylamidkonzentration aufgetrennt (Sambrook & Russell, 2001; Rehm

& Letzel, 2010). Die in dieser Arbeit verwendeten 8 bis 12 % SDS-Gele wurden hergestellt

wie in Sambrook und Russell (2001) beschrieben. Die Proteingemische wurden mit Lämmli-

Puffer versetzt und 5 bis 7 min bei 95 ◦C aufgekocht. Um die Größe der aufgetrennten Prote-

ine einordnen zu können, wurde zusätzlich zu den Proben der Molekulargewichtsstandard

„Precision Plus Protein Prestained Standard (Dual Color)“ auf die Gele aufgetragen. Für die

Fokussierung im Sammelgel wurde eine Spannung von 80 bis 110 V angelegt. Anschließend

wurde die Spannung auf 180 V erhöht bis die gewünschte Auftrennung erfolgt war. Die SDS-

Gele wurden anschließend gefärbt, fixiert und getrocknet oder für das Westernblotverfahren

verwendet.
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2.8.4. Coomassie-Färbung

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Protein können durch eine Coomassie-Färbung sichtbar

gemacht werden. In dieser Arbeit wurde dazu die „InstantBlue Protein Stain“-Lösung von

Expedeon verwendet. Das SDS-Gel wurde dafür nach der Elektrophorese für 1 h mit der

Färbelösung inkubiert, anschließend mehrmals mit A.dest. gewaschen und dokumentiert.

2.8.5. Fixierung und Trocknung von SDS-Gelen

Um die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine zu fixieren, wurde das Gel für 45 min in

Fixierlösung gelegt und anschließend dreimal mit A.dest. gewaschen. Das Gel wurde auf ein

Whatman-Filterpapier überführt und dann über Nacht mit Hilfe des Vakuum-Geltrockners

getrocknet.

2.8.6. Westernblot

Mit Hilfe des Blotverfahrens können die Proteine eines SDS-Gels auf eine Trägermembran zur

weiteren Analyse übertragen werden. Die Methode wurde erstmals von Towbin et al. (1979)

beschrieben und in Anlehnung an den Erfinder des Blotverfahrens für DNA, Edwin Southern,

als Westernblot bezeichnet. In dieser Arbeit wurde das semi dry Verfahren wie in Sambrook

und Russell (2001) beschrieben, angewandt. Filterpapiere, SDS-Gel und die Nitrocellulose-

Trägermembran wurden in Transferpuffer (siehe 2.5) getränkt und wie in Abbildung 2.2

dargestellt geschichtet. Senkrecht zu diesem Aufbau wurde ein elektrisches Feld angelegt,

um die negativ geladenen Proteine aus dem SDS-Gel auf die Membran zu transferieren und

dort durch hydrophobe und polare Wechselwirkungen zu immobilisieren. Für den Transfer

wurde eine Spannung von 12 V für 55 min bis 1 h15 min bei maximal 400 mA angelegt. Da-

nach wurde die Membran mit Ponceau-Rot Färbelösung (siehe 2.5) gefärbt, um den erfolgten

Transfer zu überprüfen. Anschließend wurden freie Bindungsstellen auf der Membran durch
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Inkubation mit 5 % (w/v) Magermilchpulver/PBS für 1 h blockiert. Nach dreimaligem Wa-

schen mit PBS wurde der Primärantikörper für 1 h bei Raumtemperatur oder über Nacht

bei 4 ◦C inkubiert. Die Membran wurde erneut dreimal gewaschen bevor die Inkubation mit

dem Sekundärantikörper für 1 h bei Raumtemperatur erfolgte. Für den Nachweis der zu

detektierenden Proteine ist an den Sekundärantikörper eine horseradish-Peroxidase (HRP)

gekoppelt. Dieses Enzym katalysiert die Oxidation von Luminol unter der Anwesenheit von

Wasserstoffperoxid. Die bei dieser Reaktion stattfindende Lichtemmission kann mit Hilfe von

enhanced chemiluminescence (ECL)-Lösungen verstärkt werden. Hier wurde für die Detektion

das „SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate“-Kit von Thermo Scientific verwen-

det. Die ECL-Lösungen 1 und 2 wurden dafür zu gleichen Teilen gemischt, gegebenenfalls

mit PBS verdünnt und gleichmäßig auf der Membran verteilt. Das entstehende Chemilumi-

neszenssignal wurde mit Hilfe des Chemostar Professional System von Intas detektiert. Die

verwendeten Primär-und Sekundärantikörper sind in den Tabellen 2.3 und 2.4 auf Seite 37

aufgelistet. Biotinylierte Proteine können mittels Streptavidin-gekoppelter Peroxidase direkt

nachgewiesen werden. Streptavidin-Peroxidase wurde dazu 1:10 in PBS verdünnt für 30 min

bei Raumtemperatur inkubiert. Die Detektion erfolgte wie oben geschildert.

Abbildung 2.2.: Schematischer Aufbau beim Westernblot. Beim semi dry Blotverfah-
ren werden das Polyacrylamidgel (dunkelgrau) und die Nitrozellulosemembran (weiß)
von in Transferpuffer getränktem Filterpapier (hellgrau) eingefasst, um ein Austrocknen
zu verhindern. Die negativ geladenen Proteine werden durch das angelegte elektrische
Feld auf die Trägermembran übertragen.
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2.8.7. Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ermöglicht die genaue Bestimmung von Proteinmassen und ist da-

mit eine geeignete Methode zur Identifizierung unbekannter Proteine. Dabei werden die

in der Probe enthaltenen Proteine durch einen gepulsten Laser in die Gasphase überführt

und ionisiert. Bei der hier eingesetzten Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-

Flight (MALDI-TOF) Massenspektrometrie erfolgt die Verdampfung und Ionisierung mit Hilfe

einer UV-absorbierende Matrix, in welche die Probe zunächst eingebettet wird. Nach Desorp-

tion aus der Probe werden die Ionen in einem elektrischen Feld beschleunigt und gelangen

dann in ein feldfreies Flugrohr. Dort erreichen sie den Detektor je nach ihrem Masse-zu-

Ladung-Verhältnis nach unterschiedlichen Zeiten (Hesse et al., 2007; Berg et al., 2012).

Für die vorliegende Arbeit wurden Präzipitate von an der apikalen Membran gebundenem

Galektin-3 analysiert (2.7.3). Hier wurden 1.5µM hGal3-Biotin bei 4 ◦C an der apikalen Do-

mäne konfluenter MDCK-Zellen inkubiert. Zelllysate wurden wir unter 2.8.1 beschrieben mit

Lysepuffer für die Massenspektrometrie hergestellt und hGal3-Biotin sowie assoziierte Pro-

teine mit Hilfe von Avidin-beads präzipitiert. Für die Präzipitation wurden pro Ansatz 30µL

Neutravidin-beads eingesetzt, die über Nacht in Oberflächenbiotinylierungs-Puffer I mit 0.2

oder 10 % BSA inkubiert worden sind. Vor deren Einsatz zur Isolation wurden sie dreimal in

selbigem Puffer gewaschen. Die Präzipitation erfolgte bei 4 ◦C für 1.5 h auf dem Überkopf-

schüttler. Anschließend wurden die beads je zweimal in Waschpuffer I und II gewaschen.

Für die erste massenspektrometrische Analyse wurden die Avidin-beads durch Erhitzen in

30µL 2x Lämmlipuffer bei 95 ◦C für 7 min eluiert und die Proben über ein SDS-Gel aufge-

trennt. Nach Coomassie-Färbung des Gels wurden prominente Banden ausgeschnitten und

untersucht. Zur detaillierten Beschreibung des Waschens und Eluierens der beads mit Hilfe

von Mobicol-Säulchen siehe auch Abschnitt 2.8.9. Bei der zweiten Durchführung wurden

die Proben von den Avidin-beads durch Säure eluiert. Dies erfolgte durch eine zehnminü-

tige Inkubation mit 25 mM Guanidin-HCl bei Raumtemperatur. Nach Abzentrifugation der

Avidin-beads bei 2400 g für 5 min wurden die Überstände abgenommen und bis zur Analyse

bei −20 ◦C gelagert. Hier wurden die Proben zunächst mittels Hochleistungsflüssigkeitschro-
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matographie (englisch high-performance liquid chromatography, HPLC) gereinigt, bevor sie

massenspektrometrisch untersucht wurden. Das Ausschneiden der Proteinbanden, die HPLC-

Aufreinigung, die Vorbereitung der Proben für die Massenspektrometrie sowie die Durchfüh-

rung und Auswertung der MALDI-TOF Analysen wurden freundlicherweise von Dr. Stefan

Baumeister (Fachbereich Biologie, Philipps-Universität-Marburg) durchgeführt.

2.8.8. Immunpräzipitation

Die Immunpräzipitation (IP) dient der Isolierung bestimmter Proteine aus einem Zelllysat

mit Hilfe von spezifischen Antikörpern. Bleiben Proteinkomplexe dabei intakt, können so

auch die Bindungspartner eines Proteins isoliert werden (Co-Immunpräzipitation). Die Auf-

reinigung der Antikörper-Proteinkomplexe gelingt mit Hilfe von Protein G-beschichteten Se-

pharose (PGS)-beads, da Protein G eine hohe Bindeaffinität für den FC-Teil von Immunglo-

bulinen besitzt. Zunächst wurden aus polaren MDCK-Zellen wie in Abschnitt 2.8.1 beschrie-

ben, Lysate hergestellt. Daraus wurden 30µL als Lysatprobe entnommen und mit 15µL

3x Lämmli-Puffer versetzt. Die Lysate wurden anschließend mit über Nacht vorbereiteten

Preclearing-beads versetzt und 1 h auf dem Überkopfschüttler bei 4 ◦C inkubiert. Dieser Schritt

dient der Entfernung von Proteinen, die unspezifisch an die PGS-beads binden. Nach Ab-

zentrifugation der Preclearing-beads bei 4 ◦C und 3500 g für 2 min wurden die eigentlichen

IP-beads zum Überstand gegeben. Auch die IP-beads wurden über Nacht vorinkubiert. Die Prä-

zipitation wurde für 1.5 h bei 4 ◦C auf dem Überkopfschüttler durchgeführt. Anschließend

wurden die IP- und Preclearing-Proben auf Mobicol-Säulchen überführt und jeweils zweimal

mit 0.1 % NP-40/PBS und PBS gewaschen (Zentrifugation bei 4 ◦C und 3500 g für 30 sec).

Die Mobicol-Säulen wurden mit einer Kappe verschlossen und zur Elution der Antikörper-

Proteinkomplexe mit 30µL 2x Lämmli-Puffer in einem Wasserbad bei 95 ◦C für 7 min erhitzt.

Die Kappe wurde abgenommen und die isolierten Proteine durch Zentrifugation bei 17 000 g

eluiert.
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Preclearing-beads: 3µL IgG + 50µL PGS-beads

IP-beads: 3µL anti Gal3 M3/38 + 50µL PGS-beads

3µL IgG + 50µL PGS-beads (Negativkontrolle)

2.8.9. Oberflächenbiotinylierung

Um Membranproteine gezielt von der apikalen oder basolateralen Domäne zu isolieren, kön-

nen diese mit Hilfe von Biotin markiert und anschließend durch Avidin-beads isoliert wer-

den. Zur Markierung der Oberflächenproteine wurde ein membran-impermeabler Biotin-N-

Hydroxysulfosuccinimidyl (NHS)-Ester verwendet. NHS-aktiviertes Biotin reagiert mit pri-

mären Aminen und bildet stabile Peptidbindungen aus. Für die Oberflächenbiotinylierung

wurden MDCK-Zellen auf PET-Filter in 6-Lochplatten bis zum Erreichen der Polarität kulti-

viert und gegebenenfalls vorher mit verschiedenen Substanzen behandelt. Die Zellen wurden

zunächst dreimal mit kaltem PBS++ gewaschen und von der apikalen oder basolateralen Sei-

te mit 1.2 mg/mL NHS-Biotin/PBS++ für 30 min bei 4 ◦C inkubiert. Auf die jeweils andere

Seite wurde PBS++ gegeben. Durch dreimaliges Waschen mit 0.1 M Glycin in PBS++ wurde

überschüssiges NHS-Biotin inaktiviert und durch zwei weitere Waschschritte mit PBS++ ent-

fernt. Nach diesem Schritt konnten die Kulturplatten gegebenenfalls vollständig abgesaugt,

über Kopf bei −20 ◦C eingefroren und dort bis zur weiteren Versuchsdurchführung gelagert

werden. Anschließend wurden die Zellen in 0.5 mL Puffer I ohne BSA und 10µL PI abge-

schabt und in ein Reaktionsgefäß überführt. Die Lyse erfolgte für 30 min bei 4 ◦C auf dem

Überkopfschüttler. Bei 17 000 g und 4 ◦C wurde unlöslicher Zelldebris für 10 min abzentrifu-

giert. Als Lysatprobe wurden 30µL vom Überstand abgenommen und mit 15µL 3x Lämmli

versetzt. Der restliche Überstand wurde auf Neutravidin-beads gegeben und bei 4 ◦C für 1.5 h

oder über Nacht auf dem Überkopfschüttler inkubiert. Am Vortag wurden pro Versuchsansatz

30µL Neutravidin-beads in 1 mL Puffer I mit BSA über Nacht auf dem Überkopfschüttler in-

kubiert und vor ihrem Einsatz zur Isolation dreimal mit Puffer I mit BSA gewaschen. Danach

wurden die Proben auf Mobicol-Säulen überführt und je einmal in Puffer I mit BSA bis Puffer

III und dreimal mit Puffer IV gewaschen (Zentrifugation bei 4 ◦C und 3500 g für 30 sec). Die

52



2. Material und Methoden

Mobiciol-Säulen wurden mit einer Kappe verschlossen und zur Elution der Oberflächenpro-

teine mit 30µL 2x Lämmli-Puffer in einem Wasserbad bei 95 ◦C für 7 min erhitzt. Die Kappe

wurde abgenommen und die isolierten Proteine durch Zentrifugation bei 17 000 g eluiert.

Die Proben wurden über eine SDS-PAGE aufgetrennt und per Westernblot analysiert.

2.8.10. Metabolische Markierung und Radiographie

Um den Transport eines Proteins in der Zelle zu verfolgen, kann eine metabolische Pulsmar-

kierung angewendet werden. Dabei werden neu synthetisierte Proteine durch die Zugabe

von radioaktivem 35S-Methionin ins Zellkulturmedium markiert. Diese Markierung (pulse)

erfolgt jedoch nur für einen zeitlich begrenzten Zeitraum. Anschließend wird das Kultur-

medium ausgetauscht und die Zellen für gewisse Zeiten weiter inkubiert (chase). Für die

Proteinbiosynthese steht so nur noch unmarkiertes Methionin zur Verfügung (Lodish et al.,

2008). Für die metabolische Markierung wurden polare, auf PET-Filter kultivierte MDCK-

Zellen zuerst dreimal mit PBS gewaschen und anschließend 1 h in Methionin-freiem Medium

kultiviert. Die Pulsmarkierung erfolgte durch Zugabe von 60µCi 35S-Methionin in die baso-

laterale Kulturkammer. Die Zellen wurden so für 30 min bei 37 ◦C inkubiert. Danach wurde

das Medium abgesaug, durch Normalmedium ersetzt und die Zellen für verschiedene Zeit-

intervalle weiter bei 37 ◦C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen lysiert und die Lysate

weiter aufbereitet (siehe auch Abschnitt 2.9.9). Für die Radiographie wurden die Banden

des Molekulargewichtstandards auf getrockneten Gelen mit einer 1:3500-Verdünnung von

35S-Methionin/PBS markiert. Es wurde eine Phosphorimaging-Platte aufgelegt und 14 bis

21 Tage exponiert. Durch Anregung mit sichtbarem Licht mit Hilfe eines Phosphorimagers

wurde die in der Phosphorplatte gespeicherte Energie als Lumineszenssignal freigesetzt und

detektiert.
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2.9. Spezielle proteinbiochemische Methoden

2.9.1. Herstellung von rekombinantem Galektin-3

Mit Hilfe von gentechnisch veränderten Organismen können rekombinante Proteine herge-

stellt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden die Proteine hGal3 und hGal3C-TRX unter

Verwendung von BL21 Star (DE3)-E.coli (New England Biolabs, Ipswich (USA)) erzeugt. Bei

diesem Stamm wurde das Gen für die T7-RNA-Polymerase mit Hilfe des Lambda-Phagen DE3

in das Bakterienchromosom integriert. Die Expression der T7-RNA-Polymerase steht hierbei

unter Kontrolle des lacUV5-Promotors und kann durch Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid

(IPTG) induziert werden. Die T7-RNA-Polymerase wiederum induziert die Expression von

Zielgenen unter Kontrolle des T7-Promotors auf T7-Expressionsvektoren, die in das Bakteri-

um gebracht wurden. Zur Produktion von rekombinantem Galektin-3 konnte auf einen Tief-

kühlstock von bereits mit pET3c-hGal3 oder pET3c-hGal3C-TRX transformierten BL21 Star

(DE3)-E.coli (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Hakon Leffler, Lund (Schweden))

zurückgegriffen werden. Dafür wurden die Bakterien in 200µL LB-Medium über Nacht her-

angezogen und am nächsten Tag in 2 L LB-Medium weiter kultiviert, bis eine optische Dichte

(OD600) von 0.5 erreicht war. Dann erfolgte durch Zugabe von 0.5 mM IPTG die Induktion

der Galektin-3-Expression für 3 bis 4 h. Anschließend wurden die Bakterien bei 6000 rpm

(Rotor JLA 16.250) für 15 min pelletiert und in 20 mL ME-PBS mit Proteiaseinhibitor (1/2

Tablette cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail) resuspendiert. Der Aufschluss der

Zellen erfolgte durch Ultraschallbehandlung (V70T, 80 % Amplitude, 10 sec pulse, 10 sec

rest). Zelldebris wurde durch Zentrifugation bei 8000 rpm (Rotor JLA 8100) und 4 ◦C für

15 min entfernt und das gewonnene Lysat filtriert (Porengröße 0.45µm). Zur Isolation von

Galektin-3 wurden 1 mL Laktosyl-beads/10 mL Lysat eingesetzt und über Nacht bei 4 ◦C in-

kubiert. Am nächsten Tag wurden die beads fünfmal mit PBS gewaschen (Zentrifugation

bei 1000 rpm (Rotor SX4250) und 4 ◦C für 5 min) und anschließend mit 150 mM Laktose in

PBS über 1 h eluiert. Nach erneuter Abzentrifugation der Laktosyl-beads wurde rekombinan-
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tes Galektin-3 per Größenausschlusschromatographie mit Hilfe einer PD-10-Säule in PBS

umgepuffert und die Konzentration durch eine OD280-Messung bestimmt. Auf diese Weise

hergestelltes rekombinantes Protein konnte nach schockfrieren in flüssigem Stickstoff bei

−80 ◦C gelagert werden.

2.9.2. Eisenbeladung von Transferrin

Apo-Transferrin bestitzt zwei Bindungsstellen für dreiwertiges Eisen (Fe3+). Holo-Transferrin,

bei welchem diese Bindungsstellen mit Fe3+ besetzt sind, bindet mit höherer Affinität an den

Transferrinrezeptor als Apo-Transferrin und wird daher effizienter internalisiert (Fuller & Si-

mons, 1986). Zur Eisenbeladung von Transferrin wurden zunächst 50µM Eisencitrat herge-

stellt. Hierfür wurde Eisenchlorid (Stocklösung 100 mM in 5 M HCl) mit der hundertfachen

Menge Natriumcitrat (Stocklösung 850 mM) über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Am

Folgetag wurden 2 mg Apo-Transferrin in 1 mL 1 M NaHCO3 pH 8 gelöst, das über Nacht her-

gestellte Eisencitrat (50µM) zugegeben und 1 h bei Raumtemperatur auf dem Magnetrührer

inkubiert. Anschließend erfolgte die Konjugation von AlexaFluor555 wie in Abschnitt 2.9.3

aufgeführt.

2.9.3. Markierung rekombinanter Proteine

Verschiedene rekombinante Proteine wurden zur Visualisierung bei Experimenten mit fluo-

reszenzsmikroskopischer Analyse mit AlexaFluor-Farbstoffen oder zur Aufreinigung aus Zell-

lysaten bei biochemischen Versuchen mit Biotin konjugiert. Hierfür wurden NHS-aktivierte

AlexaFluor-Farbstoffe beziehungsweise NHS-aktiviertes Biotin verwendet. 2 mg rekombinan-

tes hGal3, SNA oder Transferrin in 2 mL PBS wurden je nach Markierung mit 100µg AlexaFluor555-

oder AlexaFluor647-NHS-Ester beziehungsweise 200µg Biotin-NHS-Ester für 1 h bei Raum-

temperatur auf dem Magnetrührer inkubiert (sowohl die AlexaFluor- als auch der Biotin-
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NHS-Ester wurden zuvor in DMSO gelöst). Im Anschluss wurden die konjugierten Protei-

ne mit Hilfe einer PD-10-Säule von überschüssigem Farbstoff oder Biotin befreit und nach

Bestimmung der Konzentration direkt für Versuche eingesetzt oder nach schockfrieren in

flüssigem Stickstoff bei −80 ◦C gelagert.

2.9.4. Funktionstest von aufgereinigtem Galektin-3

Zur Funktionsüberprüfung von aufgereinigtem, rekombinantem Galektin-3 wurde dessen Fä-

higkeit Glykoliganden zu komplexieren ausgenutzt (nach Lepur, Salomonsson et al. (2012)).

Hierfür wurden in einer 96-Lochplatte 0 bis 200µM Galektin-3 und 10µM Asialofetuin (ASF)

in PBS oder 0 bis 100 µM ASF und 20µM Galektin-3 in einem Volumen von 50µL gemischt.

Die Trübung der Lösung durch Komplexbildung (Turbidität) wurde im Tecan Mikroplatten-

leser bei Raumtemperatur und einer Absorption von 350 nm gemessen.

2.9.5. Funktionstest von Holo-Transferrin

Um die Funktion des mit Fe3+-beladenen und AlexaFluor555-gekoppelten Transferrins zu

überprüfen wurde in polaren, auf PET-Filtern kultivierten MDCK-Zellen sowohl eine Eisen-

überschuss (mit Eisenammoniumcitrat, englisch ferric ammonium citrate (FAC)) als auch

eine Eisenmangelsiutation (mit Deferoxamin (DFO)) simuliert. Dazu wurde das Kulturme-

dium mit 100µM FAC (+ 300µM Ascorbat zur Erhöhung der Löslichkeit), beziehungsweise

100µM DFO versetzt und die Zellen damit über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wur-

de eine 30-minütige Internalisierung von Holo-Transferrin-Alexa555 (Tf-Alexa555) wie in

Abschnitt 2.7.3 beschrieben induziert. Nicht internalisiertes Transferrin wurde mit PBS ab-

gewaschen, die Zellen wie unter Abschnitt 2.10.1 erklärt fixiert und auf Objektträger aufge-

bracht.

56



2. Material und Methoden

2.9.6. Isolierung Membran-gebundener und internalisierter rekombinanter

biotinylierter Proteine

In einigen Experimenten kamen rekombinante, biotinylierte Proteine zum Einsatz (verglei-

che Abschnitt 2.7.3). Um die Bindungspartner dieser Membran-assoziierten oder endozytier-

ten Proteine zu identifizieren, wurden diese mit Hilfe von Avidin-beads isoliert. Je nach Fra-

gestellung wurde nach erfolgter Bindung an die Membran überschüssiges Biotin-markiertes

Protein mit PBS++ abgewaschen, beziehungsweise nach Ablauf der Internalisierung nicht

endozytiertes Protein mit 150 mM Laktose (im Fall von hGal3-Biotin) oder 0.2 % Essigsäure

(im Fall von hGal3- und SNA-Biotin) entfernt. Gegebenenfalls wurden Protein-Protein-In-

teraktionen vor dem Lysieren mit dem Crosslinker Dithiobis(Succinimidyl-Propionat) (DSP)

stabilisiert. Dafür wurden die Zellen für 30 min mit 1 mM DSP (Stocklösung: 25 mM in DM-

SO) in 1 mL PBS bei 4 ◦C inkubiert. Anschließend erfolgte die Lyse der Zellen in 0.5 mL Puffer

I ohne BSA und 10µL PI. Die Lyse und die Aufreinigung über Neutravidin-beads erfolgte wie

in Abschnitt 2.8.9 beschrieben. Im Anschluss wurden die Proben über eine SDS-PAGE auf-

getrennt und per Westernblot analysiert.

2.9.7. Untersuchung der Endozytose von Oberflächenproteinen mit reduzierbarem

Biotin

Die Untersuchung der Endozytose von Membranproteinen wurden mit Hilfe von reduzierba-

rem Biotin vorgenommen. Sulfo-NHS-SS-Biotin ist membranimpermeabel und enthält eine

Disulfidbrücke im Spacerarm, welche durch Glutathion oder DTT gespalten werden kann.

Konfluente und polare MDCK-Zellen wurden zu Versuchsbeginn viermal mit PBS++ oder,

sofern Galektin-3 während des Versuchs inhibiert werden sollte, zweimal mit 150 mM Lak-

tose und zweimal PBS++ gewaschen. Anschließend wurde die apikale Membrandomäne für

30 min bei 4 ◦C mit 1.2 mg/mL NHS-SS-Biotin/PBS++ inkubiert. Überschüssiges Biotin wur-

de durch dreimaliges Waschen mit 0.1 M Glycin in PBS++ inaktiviert und durch zwei weite-

re Waschschritte mit PBS++ entfernt. Die Endozytose wurde für 30 min bei 37 ◦C in PBS++
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oder 50 mM Laktose/PBS++ erlaubt. Danach wurde NHS-SS-Biotin von nicht internalisierten

Biotin-markierten Oberflächenproteinen durch Reduktion entfernt. Dafür wurden die Zellen

mit Glutathion-haltigem NHS-SS-Biotin-Reduktionspuffer für 30 min bei 4 ◦C inkiubiert (sie-

he Abschnitt 2.5). Freie Sulfhydrylgruppen wurden durch zehnminütige Inkubation bei 4 ◦C

mit 5 mg/mL Iodacetamid in PBS++ besetzt. Die Zellen wurden danach zweimal mit PBS++

gewaschen, wie in Abschnitt 2.8.1 beschrieben lysiert und biotinylierte Proteine mit Hil-

fe von Neutravidin-beads isoliert (siehe 2.8.9). Anschließend wurden die Proben über eine

SDS-PAGE aufgetrennt und per Westernblot analysiert.

2.9.8. Glykosidase-Behandlung von Oberflächenproteinen

Um das Glykosylierungsmuster von Glykoproteinen zu untersuchen, können verschiedene

Enzyme mit Spezifitäten für unterschiedliche Zuckerketten eingesetzt werden. Hier wurden

mit Hilfe der Oberflächenbiotinylierung isolierte apikale und basolaterale Membranproteine

(siehe 2.8.9) einer Glykosidase-Behandlung unterzogen. Apikal oder basolateral biotinylier-

te MDCK-Zellen von jeweils zwei Filtern im 6-Lochformat wurden nach der Zelllyse gepoolt,

um ein größeres Ausgangsvolumen zu erhalten. Die Präzipitation erfolgte dementsprechend

mit 60µL Neutravidin-beads. Zur Elution wurden die beads in 50µL Denaturierungspuffer

(New England Biolabs) 10 min bei 95 ◦C im Wasserbad erhitzt und durch Zentrifugation bei

17 000 g in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die Eluate wurden auf jeweils 5 Ansätze

aufgeteilt und nach Herstellerprotokoll (New England Biolabs) mit Neuraminidase, Neura-

minidase und O-Glykosidase, Endo H oder PNGase F behandelt. Anschließend wurden die

Proben mit 3x Lämmli versetzt, 7 min bei 95 ◦C erhitzt und mittels SDS-PAGE und Western-

blot analysiert.
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2.9.9. Transportstudie von β1-Integrin

Um die Transportkinetik von β1-Integrin an die beiden Membrandomänen sowie die Ab-

hängigkeit dieses Vorgangs von Galektin-3 zu untersuchen, wurden MDCK WT und MDCK

∆Gal3-Zellen 5 bis 7 Tage auf PET-Filter kultiviert und mit 60µCi 35S-Methionin markiert

(siehe 2.8.10). Gegebenenfalls wurden die MDCK∆Gal3-Zellen während der pulse- und der

chase-Periode mit 1.5µM hGal3 supplementiert (Zugabe ins apikale Medium). Rekombinan-

tes Galektin-3 wurde dabei stündlich zugegeben. Nach Ablauf der jeweiligen chase-Perioden

wurden die apikalen oder basolteralen Membranproteine wie unter 2.8.9 biotinyliert und

die Platten über Nacht bei −20 ◦C eingefroren. Am nächsten Tag wurden die Zellen in vor-

gewärmten Puffer I ohne BSA und 10µL PI abgeschabt und lysiert. Nach erfolgter Lyse (wie

unter 2.8.1) wurde zunächst β1-Integrin mittels Immunpräzipitation (siehe 2.8.8) isoliert.

Die Elution von den IP-beads erfolgte allerdings hier durch Erhitzen in 40µL 5 % (w/v) SDS

für 7 min bei 95 ◦C. Die Eluate wurden mit 460µL Puffer I ohne BSA versetzt und anschlie-

ßend mit Neutravidin-beads aufgereinigt (wie unter 2.8.9), um Plasmamembran-assoziiertes

β1-Integrin zu isolieren. Die Proben wurden danach mittels SDS-PAGE aufgetrennt, die Gele

getrocknet und per Radiographie analysiert (siehe Abschnitte 2.8.5 und 2.8.10).

Preclearing-beads: 1µL IgG + 50µL PGS-beads

IP-beads: 1µL anti β1-Integrin
(GTX128839)

+ 50µL PGS-beads

1µL IgG + 50µL PGS-beads (Negativkontrolle)
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2.10. Fluoreszensmikroskopische Methoden

2.10.1. Vorbereitung der Zellen für die Fluoreszenzmikroskopie

Zur Analyse der durchgeführten Experimente am konfokalen Laser Scanning Mikroskop

(KLSM) wurden die Zellen fixiert und Dauerpräparate angefertigt. Die auf Deckgläschen

oder PET-Filter kultivierten Zellen wurden zunächst dreimal mit PBS++ gewaschen und dann

mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) (w/v) in PBS für 15 min bei Raumtemperatur fixiert. Die

Zellen wurden erneut dreimal mit PBS++ gewaschen. Gegebenenfalls erfolgte eine Färbung

der Zellkerne mit Hoechst 33342. Dazu wurden 0.5µg/µL Hoechst in PBS für 10 min bei

Raumtemperatur mit den Zellen inkubiert. Hiernach wurde ebenfalls mit PBS++ gewaschen.

Waren die Zellen auf Filtereinsätzen kultiviert, wurden die Filter nun mit einem Skalpell

ausgeschnitten und mit der Zellseite auf ein Deckgläschen gelegt. Anschließend wurden die

Deckgläschen mit Mowiol auf einem Objektträger aufgebracht. Genauso wurden Zellen die

auf Deckgläschen kultiviert waren eingedeckt.

2.10.2. Immunfluoreszenz

Für fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen können endogene Proteine mit Hilfe der in-

direkten Immunfluoreszenz sichtbar gemacht werden. Dazu wurden die zu präparierenden

Zellen zunächst wie in Abschnitt 2.10.1 fixiert. Anschließend wurde die Zellmembran durch

eine 20-minütige Behandlung mit 0.2 % (v/v) Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Unspe-

zifische Bindungsstellen wurden nach dreimaligem Waschen mit PBS++ durch Inkubation

mit 5 % Ziegenserum (v/v) in PBS abgesättigt. Es folgte die Inkubation des Primärantikör-

pers in 5 % Ziegenserum für 1 bis 2 h bei Raumtemperatur oder bei 4 ◦C über Nacht. Nach

viermaligem Waschen mit PBS++ wurde ein entsprechender AlexaFluor-gekoppelter Sekun-
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därantikörper für 30 min in PBS inkubiert. Im Anschluss daran konnten die Kerne gefärbt

und Dauerpräparate angefertigt werden (siehe 2.10.1). Die verwendeten Antikörper sowie

die eingesetzten Verdünnungen können den Tabellen 2.3 und 2.4 auf Seite 37 entnommen

werden.

2.10.3. Immunhistochemie

Zur Untersuchung der β1-Integrin-Lokalisation in der Mausniere wurden von in Paraffin ein-

gebetteten und Carnoy-fixierten Nieren aus WT und Gal-/- Mäusen Schnittpräparate ange-

fertigt (zur Herkunft des Mausgewebes siehe (Colnot et al., 1998)). Der Paraffinblock wurde

dazu vorher im Kühlschrank gelagert und während des Schneidens mit Eis gekühlt. Mit dem

Mikrotom wurden 4µm dünne Schnitte angefertigt. Diese wurden mit einem feuchten Pinsel

von der Klinge angehoben und in ein 37 ◦C Wasserbad überführt. Dies ermöglichte die Stre-

ckung und Entfaltung der Schnitte und erleichterte das Aufziehen auf Polylysin-beschichtete

Objektträger. Die Schnitte wurden über Nacht bei 37 ◦C getrocknet und konnten am nächsten

Tag für immunhistochemische Färbungen verwendet werden. Zunächst wurden die Paraffin-

schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert. Hierfür wurden sie nacheinander

je 5 min in Xylol (Rotihistol) I, Xylol (Rotihistol) II und Isopropanol und dann je 3 min in in

96 % Ethanol, 80 % Ethanol und 70 % Ethanol und schließlich 1-2 min in A.dest. inkubiert.

Zur Demaskierung des Antigens wurden die Schnitte in einem vorgeheizten Dampfgarer in

10 mMTris/1 mMEDTA 10 min inkubiert. Danach wurden die Schnitte dreimal 5 min in PBS

gewaschen. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper bei 4 ◦C über

Nacht, welcher in „Antibody Diluent“ (Dako, Hamburg) verdünnt wurde. Für die Erstellung

der Negativkontrolle wurde nur „Antibody Diluent“ auf den Schnitt gegeben. Am Folgetag

wurden die Schnitte dreimal 5 min in PBS gewaschen, bevor die Inkubation mit dem Sekun-

därantikörper ebenfalls in „Antibody Diluent“ für 60 min bei Raumtemperatur erfolgte. Die
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Kerne wurden durch Inkubation mit Hoechst 33342 für 5 min gefärbt. Anschließend wurden

die Präparate dreimal in PBS und einmal in A.dest. gewaschen und mit Mowiol eingedeckt.

Die verwendeten Antikörperverdünnungen sind in den Tabellen 2.3 und 2.4 auf Seite 37

aufgeführt.

2.10.4. Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

In der vorliegenden Arbeit wurden die fluoreszenzmikroskopischen Analysen mit einem

KLSM durchgeführt. Der Vorteil der Konfokalmikroskopie gegenüber der konventionellen

Epifluoreszenzmikroskopie ist die Abschirmung von Fluoreszenzssignalen außerhalb der Fo-

kusebene. Dies gelingt durch den Einsatz einer Lochblende zwischen Objekt und Detektor.

Eine weitere Lochblende befindet sich zwischen anregendem Laser und dem Objekt und er-

möglicht eine punktförmige Fokussierung des Anregungslichts auf eine Stelle im Präparat.

Besitzen Anregungs- und Detektionsblenden denselben Fokus, sind sie konfokal. Durch die

punkförmige Anregung werden nur Fluorophore in einem kleinen Bereich des Präparats an-

geregt. Für die Bildaufnahme wird ein ausgewählter Bereich des Präparats Punkt für Punkt

abgerastert (Conchello & Lichtman, 2005; Lichtman & Conchello, 2005). Die Bildaufnah-

men erfolgten unter Verwendung der HCX PL APO CS 63x/1,4 OIL oder HCX PL APO CS

40x OIL Objektive, mit einer Auflösung von 512 x 512 Bildpunkten und jede Bildzeile wur-

de mindestens achtmal gescannt. Um einen cross talk zwischen den Kanälen zu verhindern,

das heißt die Detektion eines Signals in dem Kanal eines anderen Fluorophors, wurden die

Bilder im sequentiellen Modus aufgenommen. Dabei werden die Farbstoffe nacheinander an-

geregt und die entsprechenden Emissionen zeitlich getrennt detektiert. In Tabelle 2.5 sind

die verwendeten Fluorophore aufgeführt.
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Fluorophor λ Anregung [nm] λ Detektion der Emission [nm]

Hoechst 33342 405 410-470

AlexaFluor555 543 550-620

AlexaFluor647 633 640-700

Tabelle 2.5.: Für die Fluoreszenzmikroskopie verwendete Fluorophore. Bei Verwen-
dung von mehreren Fluorophoren wurden die Detektionsgrenzen so gewählt, dass es
zu keiner Überschneidung mit der Anregungswellenlänge eines anderen Fluorophores
kommt.

2.11. Quantifizierungen und Statistik

2.11.1. Quantifizierung von Proteinbanden

Sollte eine statistische Auswertung der Westernblot- oder Radiographiesignale erfolgen, so

wurden diese zunächst mit Hilfe der LabImage 1D-Software densitometrisch quantifiziert.

Dabei wurde darauf geachtet, dass die gemessenen Signale nicht im Sättigungsbereich des

Bildaufnahmesystems lagen (bei Westernblots) und eine geeignete Hintergrundreduktion

durchgeführt (Basislinie bei einheitlichem Hintergrund, rollender Ball bei variablem Hinter-

grund).

2.11.2. Quantifizierung fluoreszenzmikroskopischer Versuche

Die Floureszenzintensität wurde mit Hilfe von Image J über das gesamte Bild gemessen. Für

die Quantifizierung punktförmiger, β1-Integrin-positiver Strukturen unter Ausschluss der

Zellgrenzen wurde mit Hilfe der Volocity Software ein Messprotokoll erstellt, um automa-

tisch vesikuläre Strukturen zu bestimmen. Dabei wurden die Bereiche der Zellgrenzen aus-

geschlossen und nur solche Strukturen ausgewertet die eine Größe von mindestens 0.03µm2

aufwiesen.
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2.11.3. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der GraphPad Prism Software. Dazu wurden

die Daten aus mindestens drei Experimenten, die unter den gleichen Versuchbedingungen

durchgeführt wurden, verwendet. Sollten zwei Gruppen verglichen werden, wurde für die Si-

gnifikanzanalyse ein ungepaarter t-Test gewählt. Galt es mehrere Gruppen, wie etwa in einer

Zeitreihe miteinander zu vergleichen, wurde für den Test auf statischische Signifikanz eine

einfaktorielle Varianzanalyse (analysis of variance, ANOVA), gefolgt von einem Bonferroni-

Post-Test durchgeführt.
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3.1. Polare Verteilung von Galektin-3 in Epithelzellen

Galektin-3, ein lösliches und im Zytosol synthetisiertes Protein, besitzt zahlreiche zellulä-

re Aufgaben. Unter anderem spielt es auch bei polaren Zellprozessen eine Rolle. So konn-

te in früheren Studien gezeigt werden, dass es als Sortierrezeptor im apikalen lipid raft-

unabhängigen Proteintransport dient (Delacour et al., 2006; Delacour, Greb et al., 2007).

Um dieser Funktion nachzukommen, muss Galektin-3 im endosomalen System vorliegen. In

der Arbeit von Straube et al. (2013) konnte gezeigt werden, dass extrazelluläres Galektin-3

durch Endozytose in die Zelle aufgenommen werden kann und anschließend im apikalen

Transport neu synthetisierter Membranproteine zur Verfügung steht. Zunächst sollte die Fra-

ge geklärt werden, ob die Endozytose von Galektin-3 grundsätzlich an beiden Membrando-

mänen stattfinden kann, oder auf eine Membrandomäne beschränkt ist.

3.1.1. Galektin-3 wird ins apikale Medium sekretiert

Galektin-3 wird über einen unkonventionellen Mechanismus ins extrazelluläre Milieu se-

kretiert (Lindstedt et al., 1993; Sato et al., 1993). Daher wurde als erstes untersucht, ob

dies in polaren Epithelzellen an beiden Membrandomänen erfolgt, oder ob die Sekretion

vornehmlich an einer Domäne zu beobachten ist. Hierfür wurden die apikalen und basolate-

ralen Medien von auf PET-Filtern kultivierten MDCK-Zellen gesammelt und per Westernblot
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Abbildung 3.1.: Sekretion von Galektin-3 in polaren MDCK-Zellen. A) Apikale und
basolaterale Medien von auf PET-Filter kultivierten MDCK-Zellen wurden nach 4 h Se-
kretion bei 37 ◦C gesammmelt und per Immunoblot untersucht. B) Die Anteile von se-
kretiertem Galektin-3 in apikalen und basolteralen Medien wurde auf die Menge im
Lysat normalisiert. Mittelwert + SD, n=3. L = Lysat, ap = apikal, bl = basolateral. Das
Molekulargewicht ist in kDa angegeben.

untersucht. Wie in Abbildung 3.1 dargestellt, wurde Galektin-3 hauptsächlich im apikalen

Medium gefunden und lediglich 2 % des sekretierten Galektin-3 wurden im basolateralen

Überstand detektiert. Als Kontrollprotein wurde Clusterin/gp80 detektiert, welches vor al-

lem apikal sekretiert wird, aber auch im basolateralen Medium zu finden ist (Urban et al.,

1987). Durch diese Ergebnisse kann die von Lindstedt et al. (1993) demonstrierte apikale

Sekretion von Galektin-3 in MDCK-Zellen bestätigt werden.

3.1.2. Galektin-3 bindet an die apikale Plasmamembran

Im folgenden Experiment wurde die Assoziation von Galektin-3 mit der Plasmamembran

untersucht. Mit Hilfe der Oberflächenbiotinylierung lassen sich gezielt apikale beziehungs-

weise basolaterale Membranproteine sowie Membran-assoziierte Proteine markieren und

isolieren. Wie in Abbildung 3.2A gezeigt, konnte endogenes Galektin-3 an beiden Membran-

domänen gleichermaßen detektiert werden. Um nicht nur die Proteinkomponente, sondern

auch andere Bestandteile der Membran wie Lipide zu berücksichtigen, wurde die Bindung
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von rekombinantem, biotinyliertem Galektin-3 an die Plasmamembran untersucht. Exogenes

Galektin-3 band hauptsächlich an die apikale Membran und lediglich 3 % konnten von der

basolateralen Domäne präzipitiert werden (Abbildung 3.2B). Hierbei ist zu beachten, dass

die unter 3.2B verwendeten Galektin-3 Mengen die physiologischen Konzentrationen um ein

Vielfaches übersteigen (eine Einordnung der im Experiment verwendeten und endogenen

Galektin-3 Level ist in Abschnitt A.1.1 auf Seite x gegeben). Daher wurde getestet, wie es sich

mit der Bindung von größeren Mengen Galektin-3 an die Proteinkomponente der Plasma-

membran verhält. Zu diesem Zweck wurden die jeweiligen Membrandomänen zunächst mit

Biotin markiert und anschließend mit rekombinantem Galektin-3 inkubiert. Abbildung 3.2C

zeigt, dass hier eine ähnliche Verteilung wie für endogenes Galektin-3 beobachtet werden

konnte (vergleiche 3.2A). Beim direkten Vergleich der durch Neutravidin-beads apikal prä-

zipitierten Galektin-3-Mengen fällt auf, dass bei Inkubation mit hGal3-Biotin etwa zehnmal

mehr Protein isoliert wird, als bei Inkubation mit hGal3 nach Markierung der Oberflächen-

proteine mit Biotin (Abbildung 3.2D). Diese Beobachtung zeigt, dass die effiziente Bindung

des Lektins an die apikale Membran nicht alleine durch die Bindung an Membranprotei-

ne zustande kommt, sondern die Beteiligung anderer Membrankomponenten, wie Lipide,

involviert.

Abbildung 3.2. (nächste Seite): Assoziation von Galektin-3 mit der Plasmamem-

bran. Die Bindung von endogenem (cGal3) und exogenem, rekombinantem (hGal3 und
hGal3-Biotin) Galektin-3 wurde in polaren, auf PET-Filter gewachsenen MDCK-Zellen
untersucht. Die mit Biotin markierten Proteine wurden mit Hilfe von Neutravidin-beads

isoliert und die Verteilung von Galektin-3 per Westernblot analysiert. Hierfür wur-
de ein polyklonaler anti Galektin-3 Antikörper verwendet. A) Membranproteine und
Membran-assoziierte Proteine der apikalen oder basolateralen Domäne wurden mit Bio-
tin markiert. Mittelwert + SD, n=2. B) Die apikale oder basolaterale Plasmamembran
wurden mit 1.5µM rekombinantem, biotinylierten Galektin-3 (hGal3-Biotin) bei 4 ◦C
inkubiert. Mittelwert + SD, n=5. C) Es erfolgte zunächst eine Oberflächenbiotinylie-
rung wie in A) und anschließend eine Inkubation mit 1.5µM rekombinantem Galektin-3
(hGal3) bei 4 ◦C vor der Zelllyse. Die Galektin-3-Level an der jeweiligen Membrandomä-
ne wurden auf die Galektin-3-Menge im entsprechenden Lysat normalisiert. Mittelwert
+ SD, n=3. L = Lysat, ap = apikal, bl = basolateral. D) Direkter Vergleich von apikal
präzipitiertem hGal3-Biotin (wie in B) und hGal3 bei der Oberflächenbiotinylierung
(wie in C). Die Galektin-3-Level an der apikalen Membran wurden auf die Galektin-3-
Mengen im entsprechenden Lysat normalisiert. Mittelwert + SD, n=3. Um die jeweils
präzipitierten Proteinmengen direkt zu vergleichen, wurden die Werte auf apikal prä-
zipitiertes hGal3-Biotin bezogen.
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Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse eine polare Orientierung von Galektin-3 in MDCK-

Zellen. Neben der apikalen Sekretion des Lektins erfolgt auch die Assoziation mit der Plas-

mamembran hauptsächlich an dieser Domäne.
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3.2. Interaktionspartner von Galektin-3 an der apikalen

Membran

In unpolaren Zellen konnte bereits gezeigt werden, dass nicht nur Glykoproteine, sondern

auch Glykolipide an der Membranassoziation und Endozytose von Galektin-3 beteiligt sind

(Lakshminarayan et al., 2014). Durch die interessante Beobachtung, dass Galektin-3 in pola-

ren MDCK-Zellen vorwiegend an die apikale Membran bindet, stellte sich die Frage, welche

Bindepartner hier bei der Membranassoziation beteiligt sind.

3.2.1. Identifizierung von Integrinen als apikale Bindepartner für Galektin-3

Zur Identifizierung möglicher proteinogener Bindepartner von Galektin-3 wurde die api-

kale Domäne konfluenter MDCK-Zellen mit rekombinantem, biotinylierten Galektin-3 in-

kubiert. Die Membranbindung erfolgte bei 4 ◦C um eine Internalisierung zu verhindern.

Nach anschließender Zelllyse wurde hGal3-Biotin gemeinsam mit möglichen Interaktions-

partnern mit Hilfe von Neutravidin-beads isoliert. Die Präzipitate wurden per Massenspek-

trometrie analysiert. In Abbildung 3.3 sind die so identifizierten Proteinbanden mit Pfeil-

spitzen gekennzeichnet. Neben dem zur Präzpitation eingesetzen rekombinanten, huma-

nen Galektin-3 wurde auch endogenes, canines Galektin-3 gefunden. Desweiteren wurden

α2-Integrin und in einem zweiten Experiment α3-Integrin (siehe Tabelle A.3 auf Seite xiii)

als Galektin-3-Bindepartner detektiert. Die in der Massenspektrometrie gefundene Assozia-

tion von Galektin-3 mit α2-Integrin sollte in einem nächsten Experiment bestätigt werden.

Da aus der Literatur bekannt ist, dass Galektin-3 auch β1-Integrin binden kann (Furtak et

al., 2001; Lakshminarayan et al., 2014), wurde auch diese Interaktion mittels einer Co-

Immunopräzipitation untersucht. Beide Vertreter der Integrin-Familie co-präzipitierten in

MDCK-Zelllysaten mit Galektin-3 (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.3.: Ermittlung apikaler Bindepartner für Galektin-3. Zur Identifizie-
rung potentieller Galektin-3-Bindepartner wurden die apikalen Membrandomänen po-
larer MDCK-Zellen bei 4 ◦C mit 1.5µM hGal3 (als Kontrolle) oder hGal3-Biotin inku-
biert. Membran-gebundenes hGal3-Biotin wurde unter Anwesenheit von 0.2 % oder
1 % BSA isoliert und co-präzipierende Proteine mittels Massenspektrometrie analy-
siert. Pfeilspitzen kennzeichnen identifizierte Banden. 1 – Lymphocyte antigen 75, 2
– Thrombospondin-1, 3 – Integrin α2, 4 – Keratin, 5 – Galektin-3, 6 – Keratin, 7 – Ke-
ratin, 8 – Clusterin/gp80, 9 – Annexin A2, 10 – Galektin-3, 11 – Galektin-3 (human).
Das Molekulargewicht ist in kDa angegeben.
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Abbildung 3.4.: Co-Immunpräzipitation von Integrinen und Galektin-3. MDCK-
Zellen wurden lysiert und es wurde eine Immunpräzipitation mit einem gegen
Galektin-3 gerichteten Antikörper durchgeführt. Die durch Sepharose-beads isolierten
Immunkomplexe wurden über SDS-PAGE aufgetrennt und Galektin-3, sowie α2- und
β1-Integrin wurden im Westernblot detektiert. PGS = Protein G Sepharose-beads, IN
= Input (Lysat), PRE = Preclearing, NK = Negativkontrolle, IP = Immunpräzipitation.
n=1 für α2-Integrin, n=3 für β1-Integrin.

3.2.2. Galektin-3 bindet Zucker- und pH-abhängig apikal exprimierte Integrine

Als nächstes sollte die beobachtete Bindung von Galektin-3 an apikales α2- und β1-Integrin

verifiziert werden. Hierzu wurden die apikalen oder basolateralen Membrandomänen pola-

rer, auf Filtereinsätzen kultivierter MDCK-Zellen bei 4 ◦C mit rekombinantem und biotiny-

lierten Galektin-3 inkubiert. Apikal oder basolateral gebundenes hGal3-Biotin wurde durch

Neutravidin-beads isoliert und co-präzipitierte Integrine mittels Westernblot detektiert. Wie

bereits in Abbildung 3.2 dargestellt, band Galektin-3 auch in dieser Versuchreihe hauptsäch-

lich an die apikale Domäne (Abbildung 3.5A). Sowohl α2- als auch β1-Integrin konnten

zusammen mit dem Lektin von der apikalen Membran isoliert werden. Galektin-3 bindet in

geringem Maße auch an die basolaterale Membran. So konnten auch kleinere Mengen α2-

und β1-Integrin von dieser Domäne co-präzipitiert werden. Desweiteren wurde untersucht,

unter welchen Bedingungen die Interaktion von Galektin-3 mit β1-Integrin an der apika-

len Membran stattfindet. Zu diesem Zweck wurde die Versuchreihe unter Anwesenheit von

50 mM Laktose und bei einem pH Wert von 4,5 durchgeführt. Abbildung 3.6 veranschaulicht,

dass unter beiden Bedingungen die Bindung von Galektin-3 an die Membran, und somit auch

die Co-Präzipitation von β1-Integrin, nicht stattfindet.
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Abbildung 3.5.: Co-Präzipitation von Galektin-3 und Integrinen an den jeweiligen

Membrandomänen. A) Membran-gebundenes hGal3-Biotin wurde von den apikalen
oder basolateralen Domänen polarer MDCK-Zellen isoliert und co-präzipierende Inte-
grine wurden mittels Westernblot nachgewiesen. B) Quantifizierung von A. Die von
Galektin-3 gebundenen Integrinlevel an der jeweiligen Membrandomäne wurden auf
die Integrinmengen im entsprechenden Lysat normalisiert. Mittelwert + SD, n=3. L =
Lysat, ap = apikal, bl = basolateral.
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Abbildung 3.6.: Inhibierung der Galektin-3-Integrin-Interaktion. A) Zu den apikalen
oder basolateralen Domänen polarer MDCK-Zellen wurde wie in Abbildung 3.5 1.5µM
hGal3-Biotin gegeben. Die Inkubation mit hGal3-Biotin erfolgte in PBS++ (Kontrolle),
50 mM Laktose oder in 0.2 % Essigsäure (pH 4,5). Membran-gebundenes hGal3-Biotin
wurde isoliert und co-präzipierendes β1-Integrin wurde per Westernblot detektiert. B)

Quantifizierung von A. Die von Galektin-3 gebundenen Integrinmengen an der jeweili-
gen Membrandomäne wurden zunächst auf die Integrinlevel im dazugehörenden Lysat
normalisiert. Um den Anteil co-präzipitiertenβ1-Integrins unter den verschiedenen Ver-
suchsbedingungen zu vergleichen, wurde die Menge an apikal gebundenemβ1-Integrin
unter Kontrollbedingungen gleich 1 gesetzt. Mittelwert + SD, n=3. L= Lysat, ap = api-
kal, bl = basolateral.
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Diese Experimente identifizieren zwei Vertreter der Integrin-Familie, α2- und β1-Integrin,

als Bindepartner für Galektin-3 an der apikalen Plasmamembran polarer MDCK-Zellen. Ga-

lektin-3 ist in der Lage, apikal lokalisierte α2- und β1-Integrine Zucker- und pH-abhängig

zu binden.

75



3. Ergebnisse

3.3. Lokalisation von Integrinen

Integrine sind unter anderem wichtiger Bestandteil der Fokalen Adhäsionen und damit für

die Zelladhäsion verantwortlich. Demnach ist eine vorwiegend basolaterale Lokalisation für

die Vertreter dieser Proteinfamilie zu vermuten. Aus diesem Grund sollte als nächstes die

Lokalisation von Integrinen im Nierenzellkulturmodell (MDCK-Zellen), sowie im Nierenge-

webe der Maus analysiert werden.

3.3.1. Eine Minderzahl der Integrine ist in MDCK-Zellen an der apikalen Membran

lokalisiert

Zur Untersuchung der Verteilung von α2- und β1-Integrin an den apikalen und basolatera-

len Domänen in MDCK-Zellen, wurde eine Oberflächenbiotinylierung durchgeführt. Isolierte

Membranproteine wurden mittels Immunoblot nachgewiesen. Abbildung 3.7 zeigt, dass so-

wohl α2- als auch β1-Integrin zum größten Teil an der basolateralen Domäne detektiert

wurden. Dennoch konnten etwa 30 % der exprimierten α2- und β1-Integrine von der apika-

len Membran isoliert werden.

3.3.2. Galektin-3 kolokalisiert mit β1-Integrin an der apikalen Membran von

MDCK-Zellen

Heterodimere, welche die β1-Integrin-Untereinheit enthalten, gehören zu der in der Nie-

re am häufigsten vorkommenden Gruppe der Integrine (Kreidberg & Symons, 2000). Dabei

sind zahlreiche Kombinationen mit verschiedenen α-Untereinheiten möglich. Da bei den

weiteren Untersuchungen in dieser Arbeit keine Beschränkung auf ein spezielles Hetero-

dimer vorgenommen werden sollte, wurde im Folgendenen ausschließlich die β1-Integrin-

Untereinheit analysiert. Die Lokalisation von β1-Integrin in MDCK-Zellen wurde neben der

Analyse der Oberflächenverteilung auch immunfluoreszensmikroskopisch untersucht. Die
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Abbildung 3.7.: Oberflächenverteilung von α2- und β1-Integrin in MDCK-Zellen.

A) Oberflächenbiotinylierung polarer MDCK-Zellen zur Ermittlung der Verteilung von
α2- und β1-Integrin an der apikalen und basolateralen Plasmamembran. B) Quantifi-
zierung von A. Die von der Zelloberfläche präzipitierten Integrinlevel an der jeweiligen
Membrandomäne wurden auf die Integrinbanden im entsprechenden Lysat normali-
siert. Mittelwert + SD, n=3. L = Lysat, ap = apikal, bl = basolateral.

Bildgebung mit Hilfe der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie erlaubt die Erstellung opti-

scher Schnitte des Präparats in der Fokusebene. So konnte hier die apikale Plasmamembran

beziehungsweise der subapikale Bereich der gefärbten Zellen betrachtet werden. Die vor-

wiegend basolaterale Lokalisation von β1-Integrin konnte auch mit dieser Methode demons-

triert werden (Abbildung 3.8). Außerdem konnten apikal einige punktförmige, β1-Integrin-

positive Strukturen detektiert werden. Aufgrund der Mikrovilli-Auffaltungen wird dieses

Punktmuster häufig für apikale Membranproteine in Epithelzellen beobachtet (Fuller & Si-

mons, 1986; Schoenenberger et al., 1994; Straube et al., 2013). Exogen zugegebens Ga-

lektin-3 zeigte ähnliche Strukturen an der apikalen Plasmamembran und kolokalisiert mit

β1-Integrin ebendort und im Bereich der Zellgrenzen (Abbildung 3.8A). Endogenes Galek-

tin-3 konnte in vesikulären Strukturen in der apikalen oder subapikalen Region beobachtet

werden. Einige dieser Galektin-3-Vesikel kolokalisierten mit β1-Integrin-positiven Struktu-

ren (Abbildung 3.8B).
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Abbildung 3.8.: Kolokalisation von Galektin-3 und β1-Integrin an der apikalen

Membrandomäne. A) Die Bindung von hGal3-Alexa555 (rot) an die apikale Membran-
domäne polarer MDCK-Zellen erfolgte bei 4 ◦C, bevor die Zellen fixiert und permeabili-
siert wurden. Anschließend wurde β1-Integrin (grün) mittels Immunfluoreszenz darge-
stellt. Die Zellkerne sind blau gefärbt. Zur Veranschaulichung kolokalisierender Struk-
turen sind rechts die positiven PDM (product of the difference from the mean)-Werte der
Kanäle für β1-Integrin und hGal3-Alexa555 dargestellt (gelb). Der PDM-Kanal wurde
durch Verwendung der Software Volocity erstellt. Maßstab 10µm. n=3. B) Endogenes
Galektin-3 (cGal3, rot) sowie β1-Integrin (grün) wurden in polaren MDCK-Zellen per
Immunfluoreszenz detektiert. Zellkerne sind blau gefärbt. Kolokalisierende Strukturen
sind wie in A) durch den PDM-Kanal dargestellt (gelb). Maßstab 7.5µm. n=3.
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Abbildung 3.9.: Lokalisation von β1-Integrin in der Mausniere. Immunhistochemi-
sche Färbung vonβ1-Integrin (weiß) im Nierengewebe der Maus. Maßstab 25µm. n=3.
Zur Orientierung sind exemplarisch die Lumina zweier Tubuli markiert. T = Tubulus. G
= Glomerulus.

3.3.3. In den Nierentubuli der Maus ist β1-Integrin hauptsächlich an der

basolateralen Membran lokalisiert

Histologische Präparate aus dem Nierengewebe der Maus wurden ebenfalls auf die Expres-

sion und Lokalisation von β1-Integrin untersucht. Wie in Abbildung 3.9 zu sehen ist, konnte

β1-Integrin ausschließlich basolateral detektiert werden. Dabei ist die basale Lokalisation

am ausgeprägtesten.

Auch wenn in der adulten Mausniere β1-Integrin nicht an der apikalen Membran detek-

tiert werden konnte, so konnte im MDCK-Zellmodell eine Kolokalisation von Galektin-3 und

β1-Integrin im apikalen Bereich polarer Zellen beobachtet werden. Dabei ist zu beachten,

dass apikal lokalisierte Integrin-Untereinheiten nur einen geringen Anteil der exprimierten

Integrine darstellen, da sowohl α2- als auch β1-Integrin hauptsächlich an die basolaterale

Membran sortiert werden.
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Abbildung 3.10.: Potentielle Glykosylierungsstellen von β1-Integrin. Potentielle N-
und O-Glykosylierungsstellen für canines β1-Integrin wurden anhand der Aminosäur-
resequenz (UniprotKB: E2RT60) durch die Datenserver NetNGlyc (Version 1.0) und Ne-
tOGlyc (Version 4.0) ermittelt. Sequenzpositionen, die über einem Schwellenwert von
0.5 Potentialpunkten liegen (gestrichelte Linie), haben eine hohe Wahrscheinlichkeit,
eine Glykanmodofikation zu tragen.

3.4. Glykosylierung von β1-Integrin

Als nächstes sollte der Frage nachgegangen werden, ob und gegebenenfalls worin sich api-

kal und basolateral lokalisiertes β1-Integrin unterscheiden. Da es sich bei Galektin-3 um

ein Zucker-bindendes Protein handelt, und außerdem die Zucker-abhängige Assoziation der

beiden Proteine gezeigt werden konnte, lag es nahe, zunächst die Rolle der Glykosylierung

von β1-Integrin zu untersuchen. Um einen ersten Überblick über mögliche Glykanmodifi-

kationen des Proteins zu erhalten, können mit Hilfe von Datenbanken potentielle N- und

O-Glykosylierungsstellen ermittelt werden (NetNGlyc Version 1.0 (Gupta et al., 2004) und

NetOGlyc Version 4.0 (Steentoft et al., 2013)). Canines β1-Integrin besitzt demnach 12 po-

tentielle N- und 17 mögliche O-Glykosylierungsstellen (siehe Abbildung 3.10). Hierbei ist

zu beachten, dass es sich lediglich um theoretisch mögliche Glykosylierungsstellen handelt.

Welche und wieviele dieser so ermittelten Stellen tatsächlich glykosyliert sind, kann hieraus

nicht abgeleitet werden.
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3.4.1. Apikal und basolateral lokalisierte β1-Integrine tragen N-Glykane vom

komplexen Typ

In einem ersten Experiment sollte das Glykosylierungsmuster von apikal und basolateral lo-

kalisiertem β1-Integrin verglichen werden. Dazu wurden zunächst Membranproteine der

apikalen oder basolateralen Domäne mit Hilfe der Oberflächenbiotinylierung isoliert. An-

schließend wurden sie einer Behandlung mit verschiedenen Glykosidasen unterzogen. Von

den verwendeten Glykosidasen ist alleine die Peptid:N-Glykosidase F (PNGase F) in der La-

ge, die Kohlenhydratseitenketten von komplex glykosylierten Proteinen abzuspalten. En-

doglykosidase (Endo H) dagegen entfernt Glykosylierungen nur von Glykoproteinen vom

high mannose-Typ. Bestimmte O-Glykosylierungen können durch die O-Glykosidase gespal-

ten werden. Allerdings müssen hierfür terminale Sialinsäuren zunächst mit der Neuramini-

dase entfernt werden (Freeze, 2001). In Abbildung 3.11 sind die Ergebnisse der Glykosidase-

Behandlung dargestellt. Sowohl apikal, als auch basolateral isoliertes β1-Integrin zeigten

keine Sensitivität gegenüber einer Behandlung mit Endo H. Die Behandlung mit PNGase F

führt in beiden Fällen zu einer Bandenverschiebung von etwa 130 auf 100 kDa. Nach Behand-

lung mit Neuraminidase ist in Abbildung 3.11A eine kleine Veränderung im Laufverhalten zu

beobachten. Um diese Bandenverschiebung klarer darzustellen, wurden die Proben in einem

weiteren Versuch über eine 8 % SDS-PAGE aufgetrennt (3.11B). Gegenüber einer Behand-

lung mit O-Glykosidase konnte keine Sensitivität festgestellt werden. Daraus ergeben sich

keine Hinweise auf das Vorhandensein von O-Glykanen an β1-Integrin. Demnach tragen so-

wohl die apikal als auch die basolateral lokalisiertenβ1-Integrin-Spezies N-Glykosylierungen

des komplexen Typs. O-verknüpfte Kohlenhydratseitenketten konnten nicht detektiert wer-

den.
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Abbildung 3.11.: Glykosidasebehandlung von apikal und basolateral lokalisiertem

β1-Integrin. Apikal oder basolateral isolierte Membranproteine wurden mit Glykosi-
dasen behandelt, in einer A) 10 % SDS-PAGE oder B) 8 % SDS-PAGE aufgetrennt und
β1-Integrin mittels Westernblot nachgewiesen. n=3. B) Die β1-Integrin-Signale der
apikalen Fraktion sind zur besseren Sichtbarkeit der schwachen Banden mit erhöhtem
Kontrast und geringerer Helligkeit dargestellt. n=1. ap = apikal, bl = basolateral, Neur
= Neuraminidase (Sialidase), O-Glyk = O-Glykosidase, Endo H = Endoglykosidase H,
PNGase F = Peptide:N-Glycosidase F. Das Molekulargewicht ist in kDa angegeben.

3.4.2. Apikal exprimierte β1-Integrine sind α-(2,6)-sialyliert

Die recht grobe Analyse des Glykosylierungsstatus von β1-Integrin mit Hilfe der hier verwen-

deten Glykosidasen ergibt keinen Aufschluss über die genaue Zusammensetzung der Zucker-

modifikationen. Durch Neuraminidase-Behandlung werden α-(2,3)-, α-(2,6)- und α-(2,8)-

verknüpfte Sialinsäuren von Glykanen abgespalten. Zur detaillierteren Untersuchung der

glykosidischen Bindung der terminalen Sialinsäuren an β1-Integrin wurde das Lektin Sam-

bucus nigra Agglutinin (SNA) eingesetzt, welches präferenziell α-(2,6)-verknüpfte Sialin-

säuren bindet (Akimoto et al., 2009). In einem Vorexperiment sollte getestet werden, ob

β1-Integrin aus einem Gesamtzelllysat mit SNA präzipitiert werden kann. Biotinyliertes Ga-

lektin-3 oder SNA wurden zu MDCK-Zelllysaten gegeben und 1 h bei 4 ◦C auf dem Über-

kopfschüttler inkubiert und anschließend mit Hilfe von Neutravidin-beads isoliert. Als Nega-

tivkontrolle diente jeweils unkonjugiertes Lektin. Abbildung 3.12A zeigt, dass sowohl durch

Galektin-3 als auch durch SNA β1-Integrin aus dem Zelllysat präzipitiert werden konnte. Als
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nächstes wurden auf PET-Filter kultivierte MDCK-Zellen von der apikalen oder basolateralen

Domäne mit Alexa555-markiertem SNA inkubiert und mit dem KLSM betrachtet. Die Lokali-

sation von SNA-Alexa555 wurde mit der von Alexa-markiertem Galektin-3 verglichen (siehe

Abbildung 3.12B). Beide Lektine zeigten eine starke apikale Färbung, gekennzeichnet durch

das typische durch die Mikrovilli-bedingte Punktemuster (vergleiche hierzu auch Abschnitt

3.3.2). Basolateral konnte dagegen nur eine vergleichsweise schwache Färbung beobachtet

werden. Die Bindung der Lektine an die beiden Membrandomänen wurde auch biochemisch

untersucht (Abbildung 3.12C). SNA-Biotin konnte ebenso wie Galektin-3-Biotin von der api-

kalen, aber nicht von der basolateralen Plasmamembran isoliert werden. In beiden Fällen

konnte β1-Integrin co-präzipitiert werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass SNA, genauso wie

Galektin-3, β1-Integrin an der apikalen, aber nicht an der basolateralen Membran binden

kann. Da SNA präferenziell α-(2,6)-verknüpfte Sialinsäuren bindet, sind zumindest ein Teil

der apikal exprimierten β1-Integrine α-(2,6)-sialyliert.

3.4.3. Glyksoylierungsdefekte führen zu einer Fehlsortierung von β1-Integrin

In einem nächsten Experiment wurde die Bedeutung der Glykosylierung für die Sortierung

von β1-Integrin in MDCK-Zellen analysiert. Hierfür wurde eine MDCK Mutante mit gestör-

ter Glykosylierungsmaschinerie verwendet. MDCK RCAr-Zellen weisen einen Defekt im UDP-

Galaktose-Transporter im Golgi-Apparat auf. Dies führt zu einer starken Beeinträchtigung der

Abbildung 3.12. (nächste Seite): SNA-Bindung an β1-Integrin A) Gesamtzellly-
sate wurden mit 0.3µM unkonjugiertem oder biotinyliertem hGal3 beziehungswei-
se SNA versetzt. Die biotinylierten Lektine wurden durch Neutravidin-beads isoliert
und mittels Streptavidin-Peroxidase nachgewiesen. Co-präzipierendes β1-Integrin wur-
de per Immunoblot nachgewiesen. n=2. B) Die apikalen oder basolateralen Mem-
brandomänen polarer MDCK-Zellen wurden bei 4 ◦C mit 1.5µM Alexa555-markiertem
hGal3 oder SNA (rot) inkubiert. Kerne sind in blau dargestellt. Maßstab 25µm.
n=3. C) 0.3µM hGal3- oder SNA-Biotin wurden in die apikalen oder basolatera-
len Medien polarer MDCK-Zellen gegeben. Gebundenes Lektin-Biotin wurde mit Hil-
fe von Neutravidin-beads isoliert und mittels Streptavidin-Peroxidase detektiert. Co-
präzipierendes β1-Integrin wurde mittels Immunoblot nachgewiesen. n=3. IB = Im-
munoblot. Das Molekulargewicht ist in kDa angegeben.
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Galaktosylierung in dieser Zelllinie (Brändli et al., 1988; le Bivic et al., 1993). Zunächst sollte

untersucht werden, welchen Einfluss dieser Defekt auf die polare Verteilung von Galektin-3

in den Epithelzellen hat. Wie unter Abschnitt 3.1 bereits für MDCK WT-Zellen durchgeführt,

wurde die Sekretion, Membranassoziation und die Endozytose von Galektin-3 an der api-

kalen Plasmamebran untersucht. Abbildung 3.13A zeigt, dass die Sekretion von Galektin-3

in MDCK RCAr-Zellen wie in WT-Zellen hauptsächlich über die apikale Membrandomäne

erfolgt. Allerdings konnte nur eine schwache Bindung des Lektins an die apikale Membran

von MDCK RCAr-Zellen beobachtet werden (Abbildung 3.13B). Desweiteren konnte gezeigt

werden, dass Galektin-3 in MDCK RCAr-Zellen kaum endozytiert wird (Abbildung 3.13C). Es

bleibt festzuhalten, dass Galektin-3 in MDCK-RCAr- genau wie in WT-Zellen an der apikalen

Membran sekretiert wird, jedoch die Bindung an die apikale Membran und die Endozytose

von dieser Domäne stark eingeschränkt sind.

Als nächstes wurde die Sortierung von β1-Integrin in MDCK RCAr-Zellen unter-

sucht. Wie in Abbildung 3.14 dargestellt, ist zunächst eine Veränderung im Laufverhalten

von β1-Integrin in MDCK RCAr-Zellen zu beobachten. Hier konnte das Protein auf der Hö-

he von etwa 100 kDa detektiert werden, wohingegen Wildtyp-β1-Integrin bei etwa 130 kDa

erkannt wird. Desweiteren wurde eine verstärkte apikale Sortierung des Proteins beobach-

tet.

Zusammenfassend konnte durch diese Experimente gezeigt werden, dass Defekte in der Gly-

kosylierungsmaschinerie der Zelle zu einer verstärkten apikalen Lokalisierung von β1-Inte-

grin führen. Die Bindung von Galektin-3 an die Zelloberfläche der Glykosylierungsmutante

ist nicht effizient und das Lektin wird folglich nicht endozytiert. Außerdem konnte gezeigt

werden, dass apikal sowie basolateral exprimierte β1-Integrine N-Glykosylierungen vom

komplexen Typ aufweisen. Dabei trägt zumindest ein Teil der apikal lokalisiertenβ1-Integrin-

Spezies α-(2,6)-glykosidisch verknüpfte terminale Sialinsäuren.
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Abbildung 3.13.: Sekretion, Membranassoziation und Endozytose von Galektin-3

in MDCK RCAr-Zellen. A) Apikale und basolaterale Überstände von MDCK WT- und
RCAr-Zellen wurden nach 4 h Sekretion bei 37 ◦C gesammmelt und per Immunoblot
untersucht. Die Anteile von sekretiertem Galektin-3 in apikalen und basolteralen Me-
dien wurde auf die Menge im Lysat normalisiert. Mittelwert + SD, n=3. L = Lysat,
ap = apikal, bl = basolateral. B) Die Bindung von Galektin-3 an die apikale Plasma-
membran von MDCK WT- und RCAr-Zellen wurde durch Inkubation mit 1.5µM hGal3
bei 4 ◦C getestet. Nach Abwaschen von ungebundenem Galektin-3 mit PBS++ wurden
die Zellen lysiert und mittels Westernblot analysiert. Der Anteil von Galektin-3 an der
jeweiligen apikalen Membran wurde auf die α-Tubulinmenge des entsprechenden Ly-
sats normalisiert und ist als Vielfaches des Anteils in MDCK WT-Zellen dargestellt. Mit-
telwert + SD, n=4. C) Die Endozytose von 1.5µM hGal3 an der apikalen Membran
wurde für 0 oder 30 min bei 37 ◦C induziert. Anschließend wurde nicht internalisiertes
Galektin-3 mit 150 mM Laktose von der Zelloberfläche entfernt, die Zellen lysiert und
mittels Westernblot untersucht. Der Anteil von endozytiertem Galektin-3 wurde auf die
α-Tubulinmenge des entsprechenden Lysats normalisiert. Die Menge von nach 30 min
aufgenommenem hGal3 in MDCK WT-Zellen wurde gleich 1 gesetzt. Mittelwert + SD,
n=3.
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Abbildung 3.14.: Sortierung von β1-Integrin in MDCK RCAr-Zellen. A) Oberflächen-
biotinylierung polarer MDCK WT- und RCAr-Zellen und Detektion von β1-Integrin im
Immunoblot. B) Quantifizierung von A. Die von der Zelloberfläche präzipitierten Inte-
grinlevel an der jeweiligen Membrandomäne wurden auf die Integrinbanden im ent-
sprechenden Lysat normalisiert. Die Analyse auf statistische Signifikanz erfolgte mit ei-
nem ungepaarten t-Test. *** p < 0.005. Mittelwert + SD, n=3. L = Lysat, ap = apikal,
bl = basolateral. Das Molekulargewicht ist in kDa angegeben.
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3.5. Modulation der β1-Integrin-Verteilung an der

Plasmamembran durch Galektin-3

Im Folgenden sollte die Funktion der Interaktion zwischen Galektin-3 und β1-Integrin un-

tersucht und charakterisiert werden.

3.5.1. Erhöhte Galektin-3-Level steigern die β1-Integrin-Expression

Dazu wurde zunächst der Einfluss der endogenen Galektin-3-Menge auf die Expression von

β1-Integrin untersucht. Hierfür wurden dieβ1-Integrin-Expressionslevel in MDCK WT-Zellen

und Galektin-3 überexprimierenden Zellen (MDCK Gal3-YFP) sowie Galektin-3 depletierten

Zellen (MDCK ∆Gal3) verglichen (Abbildung 3.15). In MDCK ∆Gal3-Zellen, die keine Ga-

lektin-3-Expression aufweisen, wurden im Vergleich zu WT-Zellen geringere Level von β1-In-

tegrin detektiert. Dahingegen konnte in MDCK Gal3-YFP-Zellen trotz einer moderaten Über-

expression des Lektins (Faktor 2) eine signifikante Verstärkung der β1-Integrin-Expression

festgestellt werden.

3.5.2. Galektin-3 verstärkt die apikale Lokalisation von β1-Integrin

Da bereits bekannt war, dass Galektin-3 als Sortierrezeptor im lipid raft-unabhängigen apika-

len Transport eine wichtige Rolle spielt (Delacour et al., 2006; Delacour, Greb et al., 2007),

sollte als nächstes ein möglicher Einfluss von Galektin-3 auf die Verteilung des Integrins

an den beiden Membrandomänen analysiert werden. Hierfür wurden MDCK WT-, Gal3-YFP-

und ∆Gal3-Zellen einer Oberflächenbiotinylierung unterzogen (siehe Abbildung 3.16). Im

Vergleich zu WT-Zellen zeigten MDCK Gal3-YFP-Zellen eine verstärkte apikale Verteilung von

β1-Integrin (Abbildung 3.16A und B). Umgekehrt konnten in MDCK∆Gal3-Zellen reduzier-

te Mengen von apikalem β1-Integrin beobachtet werden (Abbildung 3.16C und D). In einem

Rettungsexperiment wurden MDCK ∆Gal3-Zellen vor der Oberflächenbiotinylierung für 8 h
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Abbildung 3.15.: Modulation der β1-Integrin-Expression durch Galektin-3. A) Je
20µg Zelllysat von MDCK WT-, ∆Gal3- und Gal3-YFP-Zellen wurden per Westernblot
auf die Expression von Galektin-3 und β1-Integrin untersucht. B und C) Quantifizie-
rung von A. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Expressionslevel von Galektin-3
(B) und β1-Integrin (C) auf die jeweiligen WT-Level normalisiert. Die Analyse auf sta-
tistische Signifikanz erfolgte mit einem ungepaarten t-Test. * p < 0.05, ** p < 0.01.
Mittelwert + SD, n=3.
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mit Galektin-3 inkubiert. Die Zugabe von Galektin-3 erfolgte dabei stündlich, um eine poten-

zielle Degradation des rekombinanten Proteins zu berücksichtigen (Abbildung 3.16C und D,

rechts). Diese Rettungskondition war ausreichend, um die apikalen β1-Integrin-Level wie-

der herzustellen und sogar über die WT-Situation hinaus zu erhöhen.

Der Effekt der stündlichen Zugabe von rekombinantem Galektin-3 ins apikale Me-

dium von MDCK ∆Gal3-Zellen wurde auch mit Hilfe der Konfokalmikroskopie untersucht

(Abbildung 3.17). Die Gesamtintensität β1-Integrin-positiver Signale in der subapikalen Re-

gion der Zellen war nach 8 h signifikant erhöht (3.17B). Außerdem wurde die Anzahl der

punktförmigen Strukturen an oder nahe unterhalb der apikalen Membran bestimmt. Dabei

wurde darauf geachtet, die Signale der stark gefärbten Zellgrenzen auszuschließen. Auch

hierfür konnte ein signifikanter Anstieg festgestellt werden (3.17C).

Um zu überprüfen ob der Phänotyp von erhöhten apikalen β1-Integrin-Level nach

Zugabe von Galektin-3 auch wieder umkehrbar ist, wurde ein Auslassungsversuch durchge-

führt. Dazu wurden zunächst MDCK ∆Gal3-Zellen über 4 h mit rekombinantem Galektin-3

inkubiert. Anschließend wurden die Zellen für verschiedene Zeitintervalle in Abwesenheit

von Galektin-3 weiter kultiviert (Abbildung 3.18). Es konnte zunächst ein gradueller Antsieg

von Membran-gebundenem hGal3, mit einem Maximum nach vierstündiger Zugabe beob-

achtet werden. Anschließend sanken die detektierten Galektin-3-Level (3.18A, untere Rei-

he). Ein ähnliches dynamisches Verhalten wurde für β1-Integrin beobachtet. Der Anteil von

an der apikalen Membran isoliertem β1-Integrin stieg mit Zugabe von Galektin-3 und ging

nach der Absetzung der Galektin-3-Zugabe wieder zurück (3.18A, obere Reihe und B).

3.5.3. Die Galektin-3-Oligomerisierung ist notwendig für die apikale Sortierung von

β1-Integrin

Da viele Funktionen von Galektin-3 auf der Ausbildung von Clustern beruhen (Nabi et al.,

2015), sollte in einem nächsten Experiment getestet werden, ob dies auch für die Modulati-

on der Verteilung von β1-Integrin an der Zelloberfläche gilt. Der Galektin-3-Deletionsmutan-

te hGal3C-TRX fehlt die zur effizienten Oligomerisierung notwendige N-terminale Domäne
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Abbildung 3.16.: Modulation der Oberflächenverteilung von β1-Integrin durch

Galektin-3. A) Oberflächenbiotinylierung polarer MDCK WT- und Gal3-YFP-Zellen.
B) Quantifizierung von A. Die β1-Integrin-Level an der jeweiligen Membrandomäne
wurden auf die β1-Integrin-Mengen im entsprechenden Lysat normalisert. Mittelwert
+ SD, n=3. C) Oberflächenbiotinylierung polarer MDCK WT- und ∆Gal3-Zellen. In
der Rettungskondition (rechts) wurden ∆Gal3-Zellen vor der Oberflächenbiotinylie-
rung über 8 h stündlich mit 1.5µM hGal3 supplementiert. D) Quantifizierung von C.
Die β1-Integrin-Level an der jeweiligen Membrandomäne wurden auf die α-Tubulin-
Mengen (nicht gezeigt) im entsprechenden Lysat normalisert. Mittelwert + SD, n=3.
Die Analyse auf statistische Signifikanz erfolgte mit einem ungepaarten t-Test. * p <
0.05, ** p < 0.01. L = Lysat, ap = apikal, bl = basolateral.
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Abbildung 3.17.: Zugabe von Galektin-3 führt zu einer Anreicherung von

β1-Integrin an der apikalen Membran. MDCK∆Gal3-Zellen wurden über die angege-
benen Zeitspannen stündlich mit 1.5µM hGal3 supplementiert. A) β1-Integrin (weiß)
wurde mittels Immunfluoreszenz dargestellt. Maßstab 7.5µm. B und C) Quantifizie-
rung der totalen Fluoreszenzintensitäten der β1-Integrin-Signale (B) und der Anzahl
von β1-Integrin-positiven vesikulären Strukturen pro Zelle (C). Die Analyse auf statis-
tische Signifikanz erfolgte mit einer einfaktoriellen ANOVA und Bonferroni-Post-Test. *
p < 0.05, *** p < 0.005. Mittelwert + SEM, n=3.
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Abbildung 3.18.: Die Anreicherung von apikalem β1-Integrin durch Galektin-3 ist

reversibel. A) Polare MDCK ∆Gal3-Zellen wurden für bis zu 4 h stündlich mit 1.5µM
hGal3 supplementiert (links der gestrichelten Linie). Nach Galektin-3-Zugabe über 4 h
wurden die Zellen für die angegebenen Zeitinvervalle unter Abwesenheit des rekom-
ninanten Proteins weiter kultiviert (recht der gestrichelten Linie). Die apikalen Mem-
brandomänen wurden biotinyliert, isoliert und per Westernblot analysiert. B) Quantifi-
zierung von A. Die Menge von β1-Integrin an der apikalen Domäne zu einem Zeitpunkt
wurde auf die maximale Menge von β1-Integrin im jeweiligen Experiment normalisiert.
Mittelwert + SEM, n=3.
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(Lepur, Salomonsson et al., 2012), ist aber in der Lage mit der Plasmamembran zu asso-

ziieren (Nieminen et al., 2007; Lepur, Carlsson et al., 2012; Carlsson et al., 2013). MDCK

WT-Zellen wurden über 8 h mit hGal3 WT oder hGal3C-TRX inkubiert, bevor die Oberflä-

chenproteine biotinyliert und isoliert wurden. In Abbildung 3.19A und B ist dargestellt, dass

auch in WT-Zellen die Zugabe von Galektin-3 eine Umverteilung von β1-Integrin zur apika-

len Domäne hin zur Folge hatte. Jedoch konnte durch die Zugabe von hGal3C-TRX dieses

Phänomen nicht beobachtet werden (3.19C und D). Anders als für hGal3 WT (26 kDa) konn-

te bei dieser Versuchsdurchführung keine Membranassoziation von hGal3C-TRX (27 kDa) de-

tektiert werden (vergleiche untere Reihe in 3.19A und C). In Abbildung 3.19C sind Proben

aus den Zellkulturmedien gezeigt, um die erfolgte hGal3C-TRX-Zugabe zu demonstrieren.

Durch diese Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass Galektin-3 nicht nur die endogenen

Expressionslevel von β1-Integrin beeinflusst, sondern auch dessen Verteilung an den bei-

den Membrandomänen von MDCK-Zellen. So wurden in MDCK ∆Gal3-Zellen nur geringe

β1-Integrin-Mengen an der apikalen Membran detektiert. Umgekehrt führten die Überex-

pression sowie die exogene Zugabe von rekombinantem Galektin-3 zu einer verstärkten api-

kalen Lokalisation von β1-Integrin. Die Umverteilung von der basolateralen zur apikalen

Domäne unter dem Einfluss von Galektin-3 ist dabei von dessen Oligomerisierung, und da-

mit der Fähigkeit Cluster auszubilden, abhängig.

Abbildung 3.19. (nächste Seite): Modulation der Oberflächenverteilung von

β1-Integrin durch Galektin-3-vermittelte Clusterbildung. A und C) MDCK WT-Zellen
wurden über 8 h stündlich mit 1.5µM hGal3 WT (A) oder hGal3C-TRX (C) supplemen-
tiert. Anschließend wurden Oberflächenproteine der apikalen beziehungsweise basola-
teralen Membran biotinyliert und isoliert. Die Verteilung von β1-Integrin an der Zel-
loberfläche wurde mittels Immunoblot analysiert. In (C) sind zusätzlich Proben der
Kulturmedien gezeigt, um die erfolgte hGal3C-TRX-Zugabe zu demonstrieren. B und
D) Quantifizierungen von A und C. Die Menge von β1-Integrin an der jeweiligen Zel-
loberfläche wurde auf die β1-Integrin-Menge im entsprechenden Lysat normalisiert.
Mittelwert + SD, n=3. Die statistische Signifikanz wurde mit Hilfe eines ungepaarten
t-Tests ermittelt. ** p < 0.01, ns = nicht signifikant. L = Lysat, ap = apikal, bl = baso-
lateral. Das Molekulargewicht ist in kDa angegeben.
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3.5.4. Inhibition der Galektin-3-Endozytose depletiert β1-Integrin von der apikalen

Membran

Um der Frage weiter nachzugehen, wie Galektin-3 die Modulation von β1-Integrin an der

Zelloberfläche von MDCK-Zellen bewerkstelligt, wurde als nächstes untersucht, welchen Ef-

fekt die Depletion des Lektins aus dem endosomalen System zur Folge hat. Die Endozy-

tose von Galektin-3 erfolgt Clathrin-unabhängig und kann durch Filipin inhibiert werden

(Lakshminarayan et al., 2014; Straube et al., 2013). Um die Blockierung der Galektin-3-

Endozytose zu verifizieren, wurden MDCK-Zellen über Nacht mit Filipin inkubiert, und am

nächsten Tag die Internalisierung des Lektins von der apikalen Membran mittels Konfokalmi-

kroskopie und Westernblot getestet (Abbildung 3.20A und B). Beide Versuche zeigten keine

Aufnahme des Lektins in Filipin-behandelten Zellen während einer 30-minütigen Inkubation

bei 37 ◦C. Der Effekt der Endozytose-Inhibierung auf die Verteilung von β1-Integrin an der

Zelloberfläche erfolgte per Oberflächenbiotinylierung (3.20C und D). In Filipin-behandelten

MDCK-Zellen wurden stark reduzierte apikale β1-Integrin-Level beobachtet. Während in

Kontrollzellen der apikale Anteil von β1-Integrin etwa 23 % betrug, belief er sich nach Endo-

zytose-Inhibition auf nur 0.4 %. Der Test auf Internalisierung von rekombinantem Galektin-3

diente als interne Kontrolle und wurde vor der Oberflächenbiotinylierung durchgeführt, um

die Blockierung der Galektin-3-Endozytose durch Filipin zu verifizieren. Hierfür wurde die

Endozytose von 1.5µM Galektin-3 von der apikalen Membran für 30 min bei 37 ◦C erlaubt.

Dabei konnte keine Aufnahme in Filipin-behandelte Zellen detektiert werden.

3.5.5. Die Lokalisation von β1-Integrin ist in der Galektin-3 KO Mausniere nicht

beeinträchtigt

Um zu untersuchen, ob Galektin-3 auch die Sortierung von β1-Integrin in vivo beeinflusst,

wurden WT und Galektin-3 Knockout (KO) Mäusenieren immunfluoreszenzmikroskopisch

untersucht. Um eine Orientierung im Nierengewebe zu erleichtern, wurde neben β1-Integrin

auch Villin Immunfluoreszenz-markiert (siehe Abbildung 3.21). Villin wird im proximalen
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Tubulus stark exprimiert, wo es an der Ausblidung der Mikrovilli an der apikalen Membran

beteiligt ist. Proximale Tubuli sind vor allem in der Nierenrinde (Cortex renalis) zu finden.

Im Nierenmark (Medulla renalis) sind dagegen vorwiegend distale Tubuli und Sammelroh-

re zu finden, die keine Villin-Expression aufweisen. Dies wurde sowohl in WT als auch in

Gal3-/- Nieren beobachtet. Die Lokalisation von β1-Integrin war ebenfalls nicht verändert

in den Nieren der Gal3-/- Mäuse. Auch hier war β1-Integrin vorwiegend basal lokalisiert.

Allerdings war zu beobachten, dass β1-Integrin in der Gal3-/--Niere vermehrt in vesikulären

Strukturen innerhalb der Tubulizellen zu detektieren war. Diese Signale kamen nicht durch

eine unspezifische Reaktion des Sekundärantikörpers (hier AlexaFluor488) zustande, da die-

se Strukturen in der Negativkontrolle nicht zu sehen waren. Anhand der Negativkontrolle

konnte vor allem eine Autofluoreszenz des Gewebes bei Exzitation mit einer Wellenlänge

von 543 nm festgestellt werden.

Zusammenfassend zeigen diese Experimente deutlich eine Rolle von Galektin-3 bei der Ver-

teilung vonβ1-Integrin an der apikalen und basolateralen Membrandomäne in MDCK-Zellen.

Dabei scheinen größere Galektin-3-Mengen die apikale Lokalisation des Integrins zu fördern,

wohingegen das Fehlen von Galektin-3 mit geringen apikalen β1-Integrin-Leveln assoziiert

ist.

Abbildung 3.20. (nächste Seite): Oberflächenverteilung von β1-Integrin bei Inhibi-

tion der Galektin-3-Endozytose. MDCK-Zellen wurden über Nacht mit 3µM Filipin be-
handelt, bevor am darauffolgenden Tag die Endozytose von Galektin-3 und die Oberflä-
chenverteilung von β1-Integrin untersucht wurden. A und B) Nach Filipin-Behandlung
wurde die Endozytose von 1.5µM hGal3-Alexa555 (A) oder hGal3 (B) von der apika-
len Membran für 30 min bei 37 ◦C induziert und mittels Konfokalmikroskopie (A) oder
Westernblot (B) analysiert. Nicht-internalisiertes Galektin-3 wurde in A) nach 30 min,
in B) nach 0 min und 30 min mit 150 mM Laktose entfernt. Maßstab 25µm. Jeweils
n=1. C) Die Oberflächenverteilung von β1-Integrin bei Endozytose-Inhibition durch
Filipin wurde in polaren, auf PET-Filter kultivierten MDCK-Zellen untersucht. Als in-
terne Kontrolle wurde vor der Biotinylierung die Internalisierung von 1.5µM hGal3
von der apikalen Membrandomäne für 30 min bei 37 ◦C getestet. D) Quantifizierung
von C. Die β1-Integrin-Level an der Membran wurden auf die β1-Integrin-Mengen im
entsprechenden Lysat normalisert. Mittelwert + SD, n=3. Die statistische Signifikanz
wurde mit Hilfe eines ungepaarten t-Tests ermittelt. * p < 0.05. L = Lysat, ap = apikal,
bl = basolateral.
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Abbildung 3.21.: Lokalisation von β1-Integrin in der Galektin-3-Knockout Maus-

niere. Immunhistologische Färbung von β1-Integrin mit AlexaFluor488 (gelb) und Vil-
lin mit AlexaFluor546 (rot) im Nierengewebe von WT und Gal3-/- Mäusen. Es sind
Aufnahmen aus dem Bereich der Nierenrinde (Cortex) und des Nierenmarks (Medulla)
von jeweils drei Tieren dargestellt. Maßstab 25µm.
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3.6. Modulation des Transport von neu synthetisiertem

β1-Integrin durch Galektin-3

Es konnte hinreichend demonstriert werden, dass Galektin-3 einen Einfluss auf die Vertei-

lung von β1-Integrin hat. Im nächsten Schritt sollte untersucht werden, ob es sich hierbei

um eine Umverteilung der vorhandenen β1-Integrin-Population handelt, oder ob etwa neu

synthetisiertes β1-Integrin im sekretorischen Weg durch Galektin-3 an die apikale Mem-

bran sortiert wird. Zunächst sollte die Transportkinetik von β1-Integrin an die apikale und

basolaterale Membran von MDCK WT-Zellen bestimmt werden. Neu synthetisierte Protei-

ne wurden hierfür durch den Einbau der radioaktiven Aminosäure 35S-Methionin markiert.

Es folgte eine Inkubation mit unmarkiertem Methionin (chase) für verschiedene Zeiten, um

den Transport an die Plasmamembran zu erlauben. β1-Integrin an der Zelloberfläche wurde

durch Biotinylierung und Immunpräzipitation isoliert und mittels Radiographie analysiert.

Neu synthetisiertes β1-Integrin konnte bereits 1 h nach chase an der apikalen und basola-

teralen Plasmamembran detektiert werden (Abbildung 3.22). Innerhalb der folgenden 5 h

konnte ein stetiger Anstieg der β1-Integrin-Mengen an der jeweiligen Domäne beobachtet

werden.

In einem nächsten Versuch wurde der Effekt von Galektin-3 auf den gerichteten

β1-Integrin-Transport beleuchtet. Dazu wurden die Transportkinetiken in MDCK WT-, MDCK

∆Gal3- und in MDCK ∆Gal3-Zellen die mit Galektin-3 während der chase-Periode inkubiert

wurden, verglichen (siehe Abbildung 3.23A). Es konnten keine Unterschiede in den Trans-

portraten zur basolateralen Membran in den verschiedenen Zelllinien und Bedingungen be-

obachtet werden. Jedoch war die Menge an apikal transportiertem β1-Integrin nach 6 h

signifikant erhöht in den mit Galektin-3 inkubierten MDCK ∆Gal3-Zellen im Vergleich zu

unbehandelten ∆Gal3-Zellen (Abbildung 3.23B).
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Abbildung 3.22.: Transportkinetik von β1-Integrin. A) MDCK WT-Zellen wurden
mit 35S-Methionin metabolisch markiert und für verschiedene Zeitintervalle mit un-
markiertem Methionin weiter inkubiert (chase). β1-Integrin wurde von der jeweiligen
Membrandomäne durch Oberflächenbiotinyierung und Immunpräzipitation isoliert.
Die Menge von neu synthetisiertem β1-Integrin an der Zelloberfläche wurde mittels
Radiographie analysiert. B) Quantifizierung von A. Relative Änderung der β1-Integrin-
Menge an der apikalen oder basolateralen Membrandomäne (bezogen auf den jeweili-
gen 0 h-Wert). Mittelwert + SD, n=3. Das Molekulargewicht ist in kDa angegeben.
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Abbildung 3.23.: Transportkinetik von β1-Integrin in Abhängigkeit von Galektin-3.

A) MDCK WT- und ∆Gal3-Zellen wurden wie in 3.22 metabolisch markiert und analy-
siert. Rechts: MDCK ∆Gal3-Zellen wurden während der pulse- und chase-Perioden mit
1.5µM hGal3 inkubiert. B) Quantifizierung von A. Relative Änderung der β1-Integrin-
Menge an der apikalen (links) oder basolateralen (rechts) Membrandomäne (bezogen
auf den jeweiligen 0 h-Wert). Mittelwert + SD, n=3. Die statistische Signifikanz wurde
für die 6 h-Werte mittels einer einfaktoriellen ANOVA und Bonferroni-Post-Test ermit-
telt. * p < 0.05, ns = nicht signifikant.
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Diese Daten lassen vermuten, dass β1-Integrin nach Neusynthese direkt an beide Membran-

domänen transportiert wird und nicht etwa über Transzytose an eine der beiden Domänen

gelangt. Dabei kann exogenes Galektin-3 den apikalen Transport von β1-Integrin verstärken

und scheint für dessen apikale Sortierung verantwortlich zu sein.
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3.7. Endozytose von Galektin-3 und β1-Integrin

Nachdem durch die vorausgegangen Experimente gezeigt werden konnte, dass Galektin-3

die Oberflächenverteilung sowie den apikalen Transport von neu synthetisiertemβ1-Integrin

beeinflusst, sollte nun untersucht werden, ob das Lektin auch einen Einfluss auf die Endozy-

tose von β1-Integrin hat.

3.7.1. Die Endozytose von Galektin-3 erfolgt über die apikale Domäne

Zuerst sollte untersucht werden, ob neben der Sekretion und der Membranbindung, auch die

Endozytose von Galektin-3 polar ist. Dazu wurden die apikalen oder basolateralen Domänen

von auf PET-Filtern kultivierten MDCK-Zellen mit Alexa-markiertem Galektin-3 versetzt und

die Endozytose für insgesamt 30 min erlaubt. Hierbei ist anzumerken, dass nicht internali-

sierte Proteine bereits nach 10 min mit 0.2 % Essigsäure entfernt wurden. Die Zellen wurden

anschließend fixiert und mit Hilfe des KLSM analysiert (Abbildung 3.24A). In Zellen deren

apikale Membran mit Galektin-3 inkubiert wurde, konnte das Lektin in zahlreichen intrazel-

lulären, vesikulären Strukturen beobachtet werden. Wurde Galektin-3 von der basolateralen

Seite zugegeben, konnten nur unspezifische Signale detektiert werden. Um sicherzustellen,

dass in diesem Versuchsaufbau die Endozytose von der basolateralen Domäne nicht beein-

trächtig ist, wurde zur Kontrolle die Aufnahme von Transferrin-Alexa555 (Tf-Alexa555) un-

tersucht. Dieses Protein wurde im Gegensatz zu Galektin-3 ausschließlich von der basola-

teralen Plasmamembran internalisiert. Um die apikale Endozytose von Galektin-3 mit einer

weiteren Methode zu demonstrieren, wurde die Aufnahme des Lektins mittels Westernblot

untersucht (Abbildung 3.24B). Die apikalen beziehungsweise basolateralen Überstände po-

larer MDCK-Zellen wurden mit rekombinantem Galektin-3 versetzt und die Internalisierung

für die angegebenen Zeitspannen induziert. In diesem Versuch wurde nicht aufgenomme-
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nes Lektin direkt vor der Zelllyse durch Waschen mit 150 mM Laktose entfernt. Bereits nach

10 min konnte apikal appliziertes Galektin-3 intrazellulär nachgewiesen werden. Zellen de-

ren basolaterale Domäne mit dem Lektin inkubiert wurden zeigten zu keinem der untersuch-

ten Zeitpunkte eine Aufnahme des Proteins.

3.7.2. Galektin 3 und β1-Integrin werden gemeinsam endozytiert

In polaren MDCK-Zellen wurde untersucht, ob die Endozytose von Galektin-3 und β1-Inte-

grin an der apikalen Membran gemeinsam stattfindet. Hierfür wurde biotinyliertes Galektin-3,

unter Anwesenheit des Crosslinkers DSP zur Stabilisation potentieller Protein-Protein-In-

teraktionen zu polaren MDCK-Zellen gegeben und die Endozytose bei 37 ◦C erlaubt. Nach

10 min wurden die Zellen auf Eis gehalten, nicht-internalisiertes Galektin-3 mit Laktose ent-

fernt und anschließend bei 37 ◦C weiter kultiviert, um die Endozytose fortzusetzen. Bioti-

nyliertes Galektin-3 wurde nach Lyse der Zellen mit Hilfe von Neutravidin-beads isoliert.

In der Westernblot-Analyse konnte eine gemeinsame Internalisierung von hGal3-Biotin und

β1-Integrin aufgezeigt werden (Abbildung 3.25A). Die Menge von hGal3-Biotin-assoziiertem

β1-Integrin zeigte ein Minimum zwischen 20 und 40 min nach Endozytoseinduktion und

stieg zu späteren Zeitpunkten wieder an.

3.7.3. Die β1-Integrin-Endozytose ist nicht durch Laktose inhibierbar

Im folgenden Experiment sollte untersucht werden, ob die Co-Endozytose von Galektin-3

und β1-Integrin von der Glykan-Bindefunktion des Lektins abhängig ist. Daher wurde die

Endozytose von β1-Integrin an der apikalen Membran unter Anwesenheit von Laktose un-

tersucht. Die Endozytose von Membran-assoziierten Proteinen kann mit Hilfe von redu-

zierbarem Biotin untersucht werden. Dazu werden zunächst die Oberflächenproteine mit

membranimpermeablem NHS-SS-Biotin markiert. Internalisierte Proteine liegen nach der

Endozytose im Zellinneren vor. Damit sind die Disulfidbrücken der mit NHS-SS-Biotin mar-
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Abbildung 3.24.: Endozytose von Galektin-3 in MDCK-Zellen. A) Die apikalen und
basolateralen Domänen von auf PET-Filtern kultivierten MDCK-Zellen wurden mit
Alexa-markiertem Galektin-3 oder Transferrin (rot) für 30 min bei 37 ◦C inkubiert.
10 min nach Induktion der Endozytose wurden die Zellen mit 0.2 % Essigsäure gewa-
schen, um nicht internalisierte Proteine von den Zelloberflächen zu entfernen. Zellkerne
sind in blau dargestellt. n=1. Maßstab 7.5µm. B) Das apikale oder basolaterale Medi-
um polarer MDCK-Zellen wurde mit 5µM rekombinantem hGal3 versetzt. Die Zellen
wurden für die angegebenen Zeitspannen bei 37 ◦C inkubiert, um die Endozytose zu
erlauben. Nicht aufgenommenes hGal3 wurde mit 150 mM Laktose abgewaschen. Die
Zellen wurden lysiert und per Westerblot analysiert. n=4.
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Abbildung 3.25.: Co-Endozytose von Galektin-3 und β1-Integrin. A) Biotinyliertes
Galektin-3 wurde ins apikale Medium polarer MDCK-Zellen gegeben und die Endozyto-
se unter Anwesenheit von DSP für 10 min induziert (Ktr). Nach Abwaschen von nicht-
internalisiertem Lektin mit Laktose, wurde die Endozytose für die angegebenen Zeitin-
tervalle fortgesetzt. Aufgenommenes hGal3-Biotin wurde isoliert und co-präzipierende
Proteine wurden per Westernblot analysiert. B) Quantifizierung von A. Detektierte
β1-Integrin-Mengen wurden auf die isolierten hGal3-Biotin-Level normalisiert. Mittel-
wert und SEM, n=4. Ktr = Kontrolle.
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kierten Proteine vor einer nachfolgenden Reduktion mit Glutathion geschützt, wohingegen

die Markierung von nicht aufgenommenen Proteinen so entfernt wird. Für die Durchfüh-

rung dieses Versuches wurden MDCK Gal3-YFP-Zellen herangezogen, da diese höhere api-

kale β1-Integrin-Mengen aufweisen. Die Endozytose wurde unter An- und Abwesenheit von

50 mM Laktose für 30 min bei 37 ◦C erlaubt. In Abbildung 3.26A ist zu sehen, dass unter

beiden Bedingungen β1-Integrin nach 30 min zu größeren Mengen als zu Versuchsbeginn

(nach 0 min) aus dem Lysat isoliert werden konnte. Es ist zu beachten, dass auch beim

Nullwert β1-Integrin detektiert werden konnte, obwohl hier keine Endozytose initiiert wur-

de. Dies wurde bei der Quantifizierung berücksichtigt, indem die beim Nullwert detektierte

β1-Integrin-Menge vom 30 min-Wert subtrahiert wurde (Abbildung 3.26B). Es konnte bei

diesem Versuch kein wesentlicher Einfluss von Laktose auf die Effizienz der β1-Integrin-

Endozytose an der apikalen Membran festgestellt werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Galektin-3 und β1-Integrin gemeinsam an der apikalen Mem-

bran aufgenommen werden und nach Internalisierung zusammen co-präzipiteren. Jedoch

ist die Endozytose von β1-Integrin nicht durch Laktose inhibierbar und scheint daher nicht

von der Zucker-Bindefunktion von Galektin-3 abhängig zu sein.
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Abbildung 3.26.: Endozytose von β1-Integrin unter Anwesenheit von Laktose. A)

Die Internalisierung von β1-Integrin an der apikalen Membrandomäne wurde in pola-
ren MDCK Gal3-YFP-Zellen unter An- und Abwesenheit von Laktose mit Hilfe von redu-
zierbarem Biotin untersucht. Die Endozytose wurde für 30 min erlaubt und aufgenom-
mene, biotiniylierte Proteine mit Neutravidin-beads isoliert und mittels Immunoblot
analysiert. B) Quantifizierung von A. Detektierte β1-Integrin-Mengen wurden auf die
entsprechenden Level im Lysat normalisiert. Dargestellt sind die Nullwert-bereinigten
β1-Integrin-Mengen nach 30 min Endozytose, normalisiert auf die Kontrollbedingung.
Mittelwert und SD, n=3.
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4.1. Polare Verteilung von Galektin-3 und Interaktion mit

β1-Integrin in Epithelzellen

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten MDCK-Zellen, polare Epithelzellen der Niere,

sekretieren das Galaktose-bindende Protein Galektin-3 vornehmlich an der apikalen Plasma-

membran (siehe Abbildung 3.1). Durch diese Beobachtung können Erkentnisse aus früheren

Studien von Lindstedt et al. (1993) bestätigt werden und es ergibt sich die interessante Fra-

gestellung, warum das Lektin in MDCK-Monolayern bevorzugt an dieser Membrandomäne

sekretiert wird.

Extrazelluläres Galektin-3 reguliert vielfältige zelluläre Prozesse durch die Aus-

bildung von Galektin-Glykoprotein-Netzwerken („Galektin-3-Cluster“). So entstehen durch

Quervernetzung von Glykoliganden Membranmikrodomänen, die beispielsweise die Rekru-

tierung von Membranrezeptoren erleichtern und nachfolgend intrazelluläre Signalkaskaden

in Gang setzen (Nabi et al., 2015). Die Quervernetzung von Glykoproteinliganden in der

Membran durch Galektin-3 stellt dabei eine Phasentrennung von löslichen Komplexen in

ein gelartiges Polymer dar (Ahmad et al., 2004; Li et al., 2012). Die Grundvoraussetzung

für die Ausbildung dieser Galektin-3-Cluster ist die Bindung des Lektins an die Plasmamem-

bran. Daher wurde zunächst untersucht, ob die Bindung von Galektin-3 an beiden Mem-

brandomänen stattfindet oder ebenfalls bevorzugt an der apikalen Domäne erfolgt. Mittels

Biotinylierung von Oberflächenproteinen konnte gezeigt werden, dass endogenes Galektin-3
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Membran-assoziiert ist und außerdem per se in der Lage ist, gleichermaßen an die apikale

wie an die basolaterale Plasmamembran zu binden (Abbildung 3.2A). Größere Cluster von

exogen zugegebenem rekombinanten Galektin-3-Biotin wurden jedoch ausschließlich an der

apikalen Membran detektiert (Abbildung 3.2B). Auch wenn die im Experiment eingesetz-

ten Galektin-3-Mengen die physiologischen Konzentrationen um ein Vielfaches übersteigen

(vergleiche A.1.1), war die Ausbildung dieser Galektin-3-Cluster nicht alleine der vergleichs-

weise hohen Konzentration des rekombinanten Lektins geschuldet. Durch die Untersuchung

der Bindung von größeren Mengen rekombinantem Galektin-3 an die Proteinkomponente

der Plasmamembran konnte eine Assoziation des Lektins mit Proteinen der apikalen sowie

der basolateralen Membran beobachtet werden (Abbildung 3.2C). Vielmehr zeigen diese

Ergebnisse, dass die Ausbildung der Galektin-3-Cluster an der apikalen Membran nicht al-

lein durch Glykoproteine vermittelt wird, sondern dass auch andere Membrankomponenten,

wie Glykolipide beteiligt sind. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um Glykosphingolipide

(GSL), da Galektin-3 an GSLs bindet (Collins et al., 2014) und das äußere Blatt der apikalen

Plasmamembran in Epithelzellen mit GSLs angereichert ist (van Meer et al., 1987). Des-

weiteren wurde gezeigt, dass eine Depletion von GSLs eine Verminderung der Galektin-3-

Clusterbildung an der Membran zur Folge hat (Lakshminarayan et al., 2014).

Als proteinogene Interaktionspartner für Galektin-3 an der apikalen Membran wur-

den Vertreter der Integrin-Familie (α2- und β1-Integrin) identifiziert (siehe Abbildungen 3.3

und 3.5). Dabei ist anzumerken, dass die hier gezeigte Interaktion nicht zwangsläufig direkt

stattfindet. Sowohl die Co-Immunopräzipitationsexperimente, als auch die Versuche mit bio-

tinyliertem Galektin-3 schließen die Beteiligung weiterer Komponenten für die Galektin-3-

Integrin-Assoziation nicht aus. Desweiteren werden Integrine in der Zelle stets als Hetero-

dimere, bestehend aus einer α- und einer β-Untereinheit, exprimiert. Vertreter beider Un-

tereinheiten wurden per Co-Immunopräzipitation (α2- und β1-Integrin) und massenspek-

trometrisch (α2- und α3-Integrin) als Interaktionspartner für Galektin-3 ermittelt. Anhand

dieser Daten lässt sich nicht ableiten, mit welcher der beiden Untereinheiten Galektin-3 inter-

agiert. Jedoch konnten mit Antikörpern, die gegen die extrazelluläre Domäne von β1-Inte-

grin gerichtet sind, einige durch extrazelluläres Galektin-3-vermittelte Effekte wie die Induk-
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tion der Apoptose (Zhuo et al., 2008) und die Adhäsion an die Extrazelluläre Matrix (EZM)

(Friedrichs et al., 2008) inhibiert werden. Diese Erkenntnisse deuten auf eine direkte Inter-

aktion der beiden Proteine hin.

Integrine sind in MDCK-Zellen sowie in den Nierentubuli der Maus vorwiegend

basolateral lokalisiert (siehe Abbildungen 3.7 und 3.9). Da sie als Bestandteil von Fokalen

Adhäsionen Zell-Matrix-Kontakte herstellen, entspricht diese Beobachtung dem in der Lite-

ratur verbreiteten Bild (Lee & Streuli, 2014). Dennoch sind in MDCK Monolayern etwa 30 %

des gesamten β1-Integrin an der Zelloberfläche an der apikalen Domäne lokalisiert und co-

lokalisieren dort mit endogenem und exogen zugegebenem Galektin-3 (siehe 3.7 und 3.8).

Während von Schoenenberger et al. (1994) β1-Integrin nur an der basalen und lateralen

Membran in MDCK-Zellen detektiert werden konnte, zeigten auch Zuk und Matlin (1996)

eine apikale Lokalisation von α2β1- und α3β1-Integrin und deckten ihre Rolle bei der Tubu-

logenese der Zellen bei Kultivierung in Kollagengelen auf. Auch Akhtar und Streuli (2013)

beschrieben eine Funktion von β1-Integrin bei der Bestimmung der Lokalisation der apika-

len Lumenausbildung in einer Brustzelllinie. Hierbei wird β1-Integrin an die neobasolaterale

(ehemals apikale) Membran mobilisiert und rekrutiert wiederum mit Hilfe der ILK (integrin

linked kinase) Mikrotubuli-Plusenden und bestimmt so die neue Ausrichtung der Zelle. Apikal

lokalisierte Integrine wurden auch in einer Reihe anderer Epithelzellen beschrieben und füh-

ren dort verschiedene Aufgaben aus. Beispielsweise ist apikales αvβ5-Integrin in RPE-Zellen

an der Erneuerung der Außensegmente von Photorezeptoren und damit für den Erhalt der

Sehkraft verantwortlich (Finnemann et al., 1997; Finnemann & Silverstein, 2001; Nandrot

et al., 2012). In Endothelzellen aktiviert apikal exprimiertes β1-Integrin bei akut erhöhten

Scherkräften eine Signalkasakade, die über die Aktivierung der NO-Synthase zur Vasodilata-

tion führt (Yang & Rizzo, 2013). Apikal lokalisierte Integrine können also je nach Zelltyp und

Gewebe verschiedenen Funktionen wie zum Beispiel dem Aufbau der epithelialen Polarität,

der Homöostase durch Phagozytose oder der Mechanotransduktion dienen.

Bezüglich der polaren Sekretion von Galektin-3 ist anzumerken, dass in polaren

MDCK-Monolayern die Sekretion fast ausschließlich an der apikalen Membran stattfindet

(Abbildung 3.1 und Lindstedt et al., 1993). Werden jedoch MDCK-Zellen in Kollagengelen
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kultiviert, bilden sie Zysten aus und Galektin-3 wird dann vornehmlich an der basolatera-

len Membran sekretiert Bao und Hughes (1995). Demnach ist die Polarität der Sekretion

von Galektin-3 in MDCK-Zellen stark von deren Morphologie abhängig und kann durch die

Funktion von extrazellulärem Galektin-3 erklärt werden, die Zell-Zell- und die Zell-Matrix-

Adhäsion zu modulieren (Hughes, 1999). Dabei wird das Lektin in Monolayern und Zysten

mit unterschiedlichen Anforderungen konfrontiert. Während des Zystenwachstums findet

eine starke Zellproliferation statt und so müssen die Zellkontakte ständig ab- und wieder

aufgebaut werden, um die Mitose und die Trennung der Tochterzellen zu ermöglichen. Da-

gegen sind die Zellen in konfluenten Monolayern quieszent und die Zellpolarität ist etabliert.

Basolaterales Galektin-3 wird für den Auf- und Abbau der Zellkontakte hier möglicherweise

nicht mehr benötigt (Hughes, 1999).

Außerdem wurde Galektin-3 auch im Zusammenhang mit Integrinen häufig als

Regulator der Zelladhäsion beschrieben. Während die Abwesenheit des Lektins oder geringe

Konzentrationen die Zelladhäsion erhöhen, haben hohe Galektin-3-Konzentrationen den ge-

genteiligen Effekt und inhibieren die Zelladhäsion an die EZM (Ochieng et al., 1998; Furtak

et al., 2001; Friedrichs et al., 2008; Priglinger et al., 2013). Dabei bindet Galektin-3 präfe-

rentiell stark verzweigte, Mgat5-modifizierte N-Glykane (Dennis & Brewer, 2013). Mgat5 ist

an der Verzweigung von N-Glykanen beteiligt (ein sogenanntes branching-Enzym) und führt

durch Erweiterung von N-Glykan-Intermediaten im Golgi-Apparat zur Ausbildung von tri-

und tetraantennären Zuckerketten. Durch die Interaktion mit solchen Mgat5-modifizierten

N-Glykanen fördert Galektin-3 über eine β1-Integrin-Signalkaskade die Ausbildung Fokaler

Adhäsionen und die Zellmigration (Lagana et al., 2006; Boscher & Nabi, 2013). Dabei ist

anzumerken, dass diese Erkenntnisse zur Modulation der Zelladhäsion durch Galektin-3 mit

Hilfe von Tumorzelllinien, dedifferenzierten Zellen oder unpolaren MDCK-Zellen gewonnen

wurden. Interessanterweise wird Galektin-3, das die Zelladhäsion vermindert, in einigen Tu-

moren überexprimiert (Nabi et al., 2015). Desweiteren ist eine Mgat5-Überexpression mit

der Epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) und einem invasiven Phänotyp assoziiert

(Partridge et al., 2004). Demnach scheint eine hohe Mgat5-Aktivität zusammen mit erhöhten

Galektin-3-Leveln zu einer Verringerung der Zelladhäsion zu führen und damit die Zellmi-
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gration zu fördern. Die Funktion der Galektin-3-β1-Integrin-Interaktion ist also vorwiegend

in nicht-epithelialen Zellen beschrieben. Die Rolle dieser Interaktion an der apikalen Mem-

brandomäne in polaren MDCK-Zellen ist bisher nicht charakterisiert.

4.2. Glykosylierung von β1-Integrin

Aufgrund der Beobachtung, dass Galektin-3 hauptsächlich an apikal lokalisierte Integrine

bindet, obwohl diese vorwiegend basolateral lokalisiert sind, stellte sich die Frage, worin

sich diese beiden Integrin-Populationen unterscheiden. Die Bindung des Lektins an die Plas-

mamembran sowie die Co-Präzipitation von β1-Integrin scheint über Glykanmodifikationen

vermittelt zu sein, da sie durch Laktose inhibiert werden konnten (Abbildung 3.6). Daher

war es nahe liegend, das Glykosylierungsmuster von β1-Integrin zu analysieren und zu un-

tersuchen, ob es dabei Unterschiede zwischen den apikal und basolateral exprimierten Po-

pulationen gibt.

Zunächst soll die N-Glykosylierung von β1-Integrin näher betrachtet werden. Erste Hinweise

auf die Rolle der N-Glykane bei der Vermittlung der Galektin-3-β1-Integrin-Bindung liefer-

ten Studien mit Mgat5-depletierten Mäusen und Zelllinen. Das Fehlen von tri- und tetraan-

tennären N-Glykan-Modifikationen durch eine Depletion von Mgat5 hat eine verminderte

Galektin-3-Bindung zur Folge (Dennis et al., 2002; Lagana et al., 2006; Saravanan et al.,

2009).

Zur Untersuchung der N-Glykosylierung von apikal und basolateral exprimierten

β1-Integrinen wurden hier Membranproteine von der jeweiligen Domäne durch Oberflä-

chenbiotinylierung isoliert, mit Glykosidasen behandelt und anschließend in einer SDS-PAGE

aufgetrennt. Eine Glykosidase-Sensitivität zeigt sich aufgrund der Abspaltung der Zuckerket-

ten durch eine erhöhte Migration im Gel und kann per Westernblot analysiert werden. Kom-

plex N-glykosylierte Kohlenhydratseitenketten können von Peptid:N-Glykosidase F (PNGase F)
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und mannosereiche N-Glykosylierungen von Endoglykosidase H (Endo H) gespalten werden

(Freeze, 2001). Apikale sowie basolaterale β1-Integrine zeigten keine Sensitivität gegenüber

Endo H, wohingegen die Behandlung mit PNGase F eine Reduktion des Molekulargewichts

von 130 kDa auf etwa 100 kDa zur Folge hatte (Abbildung 3.11). Demzufolge tragen apikal

und basolateral lokalisierte β1-Integrine komplex glykosylierte N-Glykane. Die stark beein-

trächtigte Galektin-3-Bindung an basolaterales β1-Integrin kann also nicht etwa durch N-

Glykosylierungen des high mannose-Typ erklärt werden.

Komplex glykosylierte N-Glykane werden typischerweise von einer N-Acetylneura-

minsäure (im Folgenden „Sialinsäure“ genannt) terminiert (Freeze, 2001). In dieser Arbeit

konnte festgestellt werden, dass sowohl apikal als auch basolateral exprimierte β1-Integrine

Neuraminidase-sensitiv sind und folglich terminale Sialinsäuren tragen (siehe 3.11). Nun

scheint die Art und Weise der Verknüpfung der Sialinsäure an die darunter liegende N-

Acetyllaktosamin (LacNAc)-Einheit eine entscheidende Rolle bei der Erkennung durch Ga-

lektin-3 zu spielen. Dies lässt sich dadurch erklären, dass verschiedene Zuckerkonfiguratio-

nen einen lokalen Effekt auf die Proteinstruktur haben und die Zugänglichkeit zur Galektin-

Bindestelle verändern können (Holíková et al., 2002). Dabei beeinträchtigt eine α2,6-gly-

kosidische Verknüpfung die Bindung von Galektin-3, wohingegen α2,3-verknüpfte Sialin-

säuren eine Bindung des Lektins erlauben (Elola et al., 2015). Das Lektin SNA erkennt

α2,6- aber nicht α2,3-glykosidisch verknüpfte Sialinsäuren, und kann daher zur Untersu-

chung herangezogen werden, ob die basolaterale Spezies, die nicht von Galektin-3 gebunden

wird, vermehrt α2,6-verknüpften Sialinsäuren trägt. Die Assoziation von SNA mit apikalem

β1-Integrin in MDCK-Zellen wurde bereits von Praetorius et al. (2001) gezeigt. Allerdings

wurde in dieser Studie nicht die basolaterale β1-Integrin-Population untersucht. Dieser Ver-

gleich sollte daher in dieser Arbeit vorgenommen werden. Wie Galektin-3, präzipitierte auch

SNA β1-Integrin von der apikalen, aber nicht von der basolateralen Membran (Abbildung

3.12). Die verminderte Bindung von Galektin-3 an basolaterales β1-Integrin kann also auch

nicht durch eine verstärke α2,6-Sialylierung erklärt werden. Vielmehr stellt sich die Fra-

ge, wie Galektin-3 apikales, α2,6-sialyliertes β1-Integrin bindet. Möglicherweise sind nicht

alle LacNAc-Reste mit Sialinsäuren dekoriert, oder aber sie sind in anderer Weise (α2,3-
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glykosidisch) verknüpft. Dies soll in weiter führenden Studien mit Hilfe eines weiteren Lek-

tins ermittelt werden. Dafür soll Maackia amurensis Leukoagglutinin (MAL) eingesetzt wer-

den, welches α2,3-glykosidisch verknüpfte Sialinsäuren an N-Glykanen erkennt (Geisler &

Jarvis, 2011).

Eine weitere Erklärungsmöglichkeit ist die Beteiligung von O-Glykanen auf β1-Integrin bei

der Bindung von Galektin-3. Ein Zusammenhang von O-Glykosylierungen und Galektin-3-

vermittelter Sortierung wurde für den apikalen Transport von p75NTR beobachtet. So sind

sowohl die O-Glykanmodifikation als auch das Vorhandensein des Lektins unabdingbar für

den korrekten Transport des Proteins (Yeaman et al., 1997; Delacour, Greb et al., 2007).

In einer glykoproteomischen Studie wurden kürzlich mehrere O-Glykosylierungsstellen an

β1-Integrin identifiziert. Davon ist mindestens eine (T394) für humanes β1-Integrin veri-

fiziert (Steentoft et al., 2013). Die Behandlung mit O-Glykosidase zeigte jedoch weder für

apikales noch für basolaterales β1-Integrin eine Veränderung im Migrationsverhalten bei der

SDS-PAGE (Abbildung 3.11). Hierbei ist allerdings zu bedenken, dass O-Glykane je nach Gly-

kosylierung (Art und Anzahl der Zuckerreste) nur etwa 400 bis 800 Da groß sind. So kann

die Veränderung im Migrationsverhalten nach Behandlung mit O-Glykosidase nur schwer

detektiert werden und wurde somit möglicherweise in diesem Experiment nicht erfasst.

Eine weitere Methode um das Vorhandensein von O-Glykosylierungen auf β1-In-

tegrin zu untersuchen beinhaltet die Verwendung von Peanut agglutinin (PNA), welches O-

Galβ1,3GalNAc erkennt. Eine Co-Präzipitation von β1-Integrin mit PNA nach vorheriger

Neuraminidase-Behandlung zur Entfernung von terminalen Sialinsäuren würde für das Vor-

handensein von O-Glykanen sprechen. In einer humanen Leberzellkarzinom-Zelllinie (HCC36)

konnte eine solche Interaktion bereits gezeigt werden (Liu et al., 2014). Um dann anschlie-

ßend zu testen, ob die terminale Sialinsäure an O-glykosyliertem β1-Integrin über eine

α2,3-glykosidische Bindung vermittelt wird, kann in weiteren Versuchen das Lektin Maa-

ckia amurensis Hämagglutinin (MAH) eingesetzt werden, das α2,3-verknüpfte Sialinsäuren

an O-Glykanen erkennt (Geisler & Jarvis, 2011).
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Um die Frage abschließend zu klären, ob die Galektin-3-Bindung an β1-Integrin über N-

oder O-Glykane vermittelt wird, kann die Bindung des Lektins nach PNGase F-Behandlung

getestet werden. Da PNGase F nur N-Glykane von Glykoproteinen abspaltet, würde eine fort-

bestehende Assoziation mit Galektin-3 für eine O-Glykan-vermittelte Bindung sprechen. Dies

soll in weiter führenden Studien untersucht werden. Einen genaueren Aufschluss über die

an der Galektin-3-Bindung beteiligten Glykane würde eine gezielte Depletion der einzelnen

Glykosyltransferasen mittels CRISPR/Cas9 liefern. Desweiteren kann mit Hilfe von Glykan-

Massenspektrometrie die genaue Zusammensetzung der Kohlenhydratmodifikationen von

apikal und basolateral exprimiertem β1-Integrin analysiert werden. Solche weiterführen-

de Studien werden helfen, die spezifische Bindung von Galektin-3 an apikal lokalisiertes

β1-Integrin besser zu verstehen.

Auch wenn die Frage, welche Art von Glykanmodifikationen auf β1-Integrin von Galektin-3

erkannt werden, nicht abschließend geklärt werden konnte, wurde in einer weiteren Ver-

suchsreihe untersucht, welche Auswirkungen ein Glykosylierungsdefekt auf die Sortierung

von β1-Integrin hat. In MDCK RCAr-Zellen führt ein Defekt im UDP-Galaktose-Transporter

im Golgi-Apparat zu Galaktose-armen und GlcNAc-reichen Zuckermodifikationen (Brändli

et al., 1988).

Während die Sekretion von Galektin-3 in MDCK RCAr-Zellen wie in MDCK WT-

Zellen vorwiegend apikal stattfindet, konnte eine stark beeinträchtigte Bindung des Lektins

an die apikale Membran festgestellt werden (Abbildung 3.13). Dies kann durch das Fehlen

von Galaktose in den Glykanmodifikationen von Membranproteinen und -lipiden erklärt wer-

den. In der Konsequenz wird Galektin-3 in MDCK RCAr-Zellen nicht endozytiert (siehe 3.13).

Im Vergleich zu MDCK WT-Zellen konnte in MDCK RCAr-Zellen aufgrund der beeinträchtig-

ten Glykosylierung eine Reduktion des Molekulargewichts vonβ1-Integrin und eine verstärk-

te apikale Lokalisation von β1-Integrin beobachtet werden (Abbildung 3.14). Auf andere po-

lar sortierte Proteine hat der Glykosylierungsdefekt in MDCK RCAr-Zellen unterschiedlichen

Einfluss. In WT-Zellen apikal lokalisiertes Ceacam-1/gp114 wurde in MDCK RCAr-Zellen an

die basolaterale Membran fehlsortiert (le Bivic et al., 1993). Dieser Sortierdefekt scheint der

beeinträchtigten Galaktosylierung und der somit unterbundenen Interaktion mit Galektin-3
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geschuldet zu sein, da eine Depletion von Galektin-3 in MDCK WT-Zellen denselben Effekt

zeigt (Delacour et al., 2006) und keine Interaktion von Galektin-3 und Ceacam-1/gp114 in

MDCK RCAr-Zellen stattfindet (Delacour, Greb et al., 2007). Dahingegen wurden für andere

Glykoproteine keine Sortierdefekte in MDCK RCAr-Zellen beobachtet. So hat die beeinträch-

tigte Galaktosylierung keinen Einfluss auf die apikale beziehungsweise basolaterale Sortie-

rung der viralen Influenza- und Vesicular stomatitis Virus (VSV)-Hüllenproteine (Green et

al., 1981). Auch auf die Sekretion des vorwiegend apikal sekretierte Clusterin/gp80 konn-

te kein Effekt der beeinträchtigten Glykosylierung in MDCK RCAr-Zellen festgestellt wer-

den (Parczyk & Koch-Brandt, 1991). Clusterin/gp80 ist wie Ceacam-1/gp114 komplex N-

glykosyliert und trägt terminale Sialinsäuren (siehe Abbildung A.4 auf Seite xvii). Es konn-

te eine Interaktion des Glykoproteins mit Galektin-3 sowohl im Gesamtzelllysat, als auch

im apikalen Zellkulturüberstand gezeigt werden (Abbildung A.5A). Außerdem konnte Clus-

terin/gp80 mit Galektin-3 von der apikalen Membrandomäne präzipitiert werden (Abbil-

dungen A.5B und 3.3). Obwohl diese Daten eine Rolle des Lektins bei der Sortierung von

Clusterin/gp80 vermuten lassen, scheint dies hier nicht der Fall zu sein. Die Sekretion von

Clusterin/gp80 findet in Galektin-3 depletierten Zellen (MDCK ∆Gal3) ebenso wie in WT-

Zellen vorwiegend an der apikalen Membran statt (Abbildung A.6). Auch wenn komplex

glykosylierte N-Glykane, die von Galektin-3 mit hoher Affinität gebunden werden, als Sor-

tiersignal fehlen, hat dies also nicht zwingend eine Konsequenz für die richtige Sortierung

des betreffenden Glykoproteins. Bei diesen Überlegungen ist zu beachten, dass es sich bei

Clusterin/gp80 im Gegensatz zu Ceacam-1/gp114 um ein lösliches Protein handelt und eine

Rolle von Galektin-3 bisher nur beim Transport von apikalen Membranproteinen beobachtet

werden konnte. Während für membranständiges Ceacam-1/gp114 eine defekte Galaktosy-

lierung eine basolaterale Fehlsortierung zur Folge hat, spielt dies für die polare Sekretion

des löslichen Glykoproteins Clusterin/gp80 keine Rolle.

Für β1-Integrin wurde eine verstärkte Sortierung an die apikale Membran beob-

achtet, wenn die komplexen N-Glykanmodifikationen fehlen. Demnach scheint zumindest

in MDCK RCAr-Zellen die Erkennung dieser Glykosylierung durch Galektin-3 nicht für den

apikalen Transport des Integrins notwendig zu sein. Auch in Ricin-resistenten Babyhamster-
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Nierenzellen, in welchen die GlcNAc-Transferase I nicht exprimiert wird, scheint die beein-

trächtigte Glykosylierung nicht die Funktion von β1-Integrin zu beeinflussen. Zwar zeigen

diese Zellen eine geringere Adhäsion, jedoch ist weder die Dimerisierung von α5β1-Integrin,

noch dessen Oberflächenexpression oder die Bindung an Fibronektin beeinträchtigt (Koyama

& Hughes, 1992).

Durch das Fehlen komplexer N-Glykosylierungen ist auch eine verbesserte Zugäng-

lichkeit für weitere endogene Lektine zu anderen Zuckermodifikationen wie GlcNAc eine Er-

klärungsmöglichkeit für den verstärkten apikalen Transport. MDCK RCAr-Zellen weisen auf-

grund des Galaktosemangels im Golgi-Apparat eine Anreicherung von GlcNAc-modifizierten

Zuckerketten auf (Brändli et al., 1988) und es gibt eine Reihe endogener Proteine, die ter-

minale GlcNAc-Reste erkennen. So wurden beispielsweise Vertreter der Hsp-70-Familie als

O-GlcNAc-bindende Lektine identifiziert. Aufgrund ihrer Lokalisation wird allerdings eine

Funktion dieser Lektine beim Transport von O-GlcNAc-modifizierten Proteinen zwischen Zy-

tosol und Kern postuliert (Lefebvre et al., 2001) und nicht im klassischen sekretorischen Weg.

Die löslichen Lektine Ficolin und Mannose-bindendes Lektin dagegen werden klassisch ins

Serum sekretiert und erkennen dort GlcNAc-Reste auf der Oberfläche von Pathogenen und

können über den Lektin-Weg das Komplement aktivieren (Endo et al., 2011). Es ist denkbar,

dass diese Lektine bereits im Golgi GlcNAc-modifizierte Glykoproteine erkennen und diese

co-transportiert werden. Ficoline und Mannose-bindende Lektine werden jedoch aufgrund

ihrer Rolle bei der Immunabwehr vor allem von Leukozyten und Makrophagen beziehungs-

weise von der Leber exprimiert. Dennoch sind möglicherweise auch im sekretorischen Weg

von MDCK-Zellen Lektine mit GlcNAc-Spezifität zu finden, welche die vermehrte apikale Sor-

tierung in MDCK RCAr-Zellen bewerkstelligen könnten.

Desweiteren besteht die Möglichkeit, dass β1-Integrin in MDCK RCAr-Zellen über

einen anderen Transportweg die apikale Membran erreicht. Neben einer verstärkten apikalen

Sortierung von neu synthetisiertem β1-Integrin im klassischen sekretorischen Weg, könnte
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außerdem eine verminderte Endozytose des Integrins von der Plasmamembran die apika-

len Expressionslevel beeinflussen. Ob in MDCK RCAr-Zellen also der anterograde Transport

oder das Recycling von β1-Integrin für die vermehrte apikale Lokalisation verantwortlich ist,

kann anhand dieser Daten nicht beantwortet werden.

4.3. Modulation der Integrin-Lokalisation durch Galektin-3

Die Interaktion von Galektin-3 mit β1-Integrin an der apikalen Plasmamembran von Epi-

thelzellen ist höchst interessant und aufgrund der bekannten Funktion von endosomalem

Galektin-3 als Sortierfaktor im apikalen Proteintransport drängt sich die Frage auf, ob Ga-

lektin-3 auch bei der Oberflächenverteilung von β1-Integrin beteiligt ist. Dazu wurde die

Sortierung des Integrins in Zelllinien mit verschiedener Galektin-3-Expression untersucht.

Zunächst konnte beobachtet werden, dass die Galektin-3-Expression die Proteinmenge von

β1-Integrin beeinflusst. Während in Galektin-3 depletierten Zellen eine geringere β1-Inte-

grin-Expression beobachtet wurde, konnte in Galektin-3 überexprimierenden Zellen eine er-

höhte β1-Integrin-Expression festgestellt werden (Abbildung 3.15). Ein Zusammenhang der

Expressionslevel dieser beiden Proteine wurde bereits von (Margadant et al., 2012) gezeigt.

So hat die Expression von β1-Integrin in β1-Integrin defizienten Zellen die Expression von

Galektin-3 zur Folge. Umgekehrt scheint wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, Galektin-3

die Expression vonβ1-Integrin zwar zu fördern, aber keine Bedingung zu sein. So istβ1-Inte-

grin als häufigster Verteter der Integrin-β1-Untereinheit in der Niere (Kreidberg & Symons,

2000) in allen Bereichen des Nierentubulus zu finden (Abbildung 3.21), auch in Epithel-

zellen des proximalen Tubulus, in welchen Galektin-3 nicht exprimiert wird (Straube et al.,

2011). Ebenso ist die β1-Integrin-Expression in Galektin-3 depletierten Zellen zwar um etwa

40 % vermindert (Abbildung 3.15), aber dennoch vorhanden.
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Die Verteilung vonβ1-Integrin in Zelllinien mit unterschiedlicher Galektin-3-Expression wur-

de durch Oberflächenbiotinylierung untersucht. In MDCK Gal3-YFP-Zellen konnte eine ver-

stärkte apikale Lokalisation des Integrins festgestellt werden, während in MDCK ∆Gal3-

Zellen verminderte apikale β1-Integrin-Level beobachtet wurden (Abbildung 3.16). Die Zu-

gabe von rekombinantem Galektin-3 ins apikale Kulturmedium von MDCK WT und ∆Gal3-

Zellen über einen Zeitraum von 8 h hatte entsprechend eine erhöhte apikale Sortierung von

β1-Integrin zur Folge (Abbildungen 3.16 und 3.19). Der Effekt der verstärkten apikalen Sor-

tierung von β1-Integrin in MDCK ∆Gal3-Zellen ist reversibel. So geht der Anteil an apikal

lokalisiertem Integrin zurück, wenn die Zellen nach Zugabe von exogenem Galektin-3 ohne

weitere Zufuhr des Lektins inkubiert werden (Abbildung 3.18). Die Rolle von Galektin-3 im

apikalen Transport von lipid raft-unabhängigen Glykoproteinen ist bekannt und gut charak-

terisiert (Delacour et al., 2006; Delacour, Greb et al., 2007). Galektin-3 kann durch Quer-

vernetzung der Glykane apikaler Cargoproteinen Cluster bilden und diese so in einem post-

Golgi-Kompartiment in lipid raft-unabhängige apikale Transportvesikel sortieren. Eine De-

pletion von Galektin-3 hat beispielsweise die Fehlsortierung des apikalen Markers p75NTR

an die basolaterale Membran zur Folge. Durch Zugabe von rekombinantem Galektin-3 kann

auch dieser Transportdefekt korrigiert werden (Straube et al., 2013). Dabei beruht die Fähig-

keit von Galektin-3 den apikalen Transport von β1-Integrin zu fördern auf der Ausbildung

von Galektin-3-Oligomeren. Die Mutante hGal3C-TRX besitzt keine N-terminale Domäne

und ist daher nicht in der Lage, effizient zu oligomerisieren (Lepur, Salomonsson et al.,

2012). Wurden MDCK-Zellen mit hGal3C-TRX über einen Zeitraum von 8 h inkubiert, zeigte

sich keine Veränderung in der Oberflächenverteilung von β1-Integrin (Abbildung 3.19). Es

ist anzumerken, dass bei den in dieser Arbeit durchgeführten Experimenten keine Membra-

nassoziation von hGal3C-TRX mit der Plasmamembran von MDCK-Zellen beobachtet werden

konnte. Vermutlich interagierten nicht genug hGal3C-TRX-Moleküle mit der Membran, um

nach der Oberflächenbiotinylierung effizient isoliert zu werden. Dass die Mutante in der Lage

ist, an Membranen zu binden, wenn auch nicht so effizient wie WT Galektin-3, wurde be-

reits gezeigt (Nieminen et al., 2007; Lepur, Carlsson et al., 2012; Carlsson et al., 2013). Zwar

kann auch die Mutante durch C-typ-Oligomerisierung Oligomere ausbilden, jedoch weniger
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effizient als das intakte Protein. Außerdem kann hGal3C-TRX Liganden nicht quervernetzen

und damit keine Galektin-3-Cluster an der Plasmamembran ausbilden (Lepur, Salomonsson

et al., 2012). So kann die in diesem Experiment nicht beobachtete Membranassoziaton der

Galektin-3-Mutante erklärt werden. Die Quervernetzung von Glykoliganden und die damit

verbundene Ausbildung von Galektin-3-Clustern ist nicht nur für die Membranbindung des

Lektins von Bedeutung, sondern auch für dessen Funktion im apikalen Proteintransport. Die

Ausbildung sogenennanter high-molecular-weight cluster (HMWC) ist essentiell für die Sor-

tierung apikaler Cargoproteine im lipid raft-unabhängigen Transportweg (Delacour, Greb

et al., 2007). Da Galektin-3 im lipid raft-unabhängigen apikalen Transport von Epithelzel-

len beteiligt ist, stellt sich die Frage nach der lipid raft-Assoziation von Integrinen. Einige

Studien postulieren, dass inaktive Integrin-Formen nicht mit lipid rafts assoziiert sind, bei

Aktivierung aber in diese rekrutiert werden und auch dort clustern (Leitinger & Hogg, 2002;

Mitchell et al., 2009; Sun et al., 2016).

Während die Rolle von Galektin-3 im anterograden Transport lipid raft-unabhängig

stattfindet, ist die Endozytose des Lektins in MDCK-Zellen raft-abhängig. Galektin-3 koloka-

lisiert mit Caveolin-1 und Flotillin-1 an der apikalen Plasmamembran und die Galektin-3-

Endozytose ist bei Inhibierung der Caveolae-vermittelten Endozytose durch Filipin beein-

trächtig, wohingegen eine Inhibition der Chlatrin-abhängigen Endozytose durch Chlorpro-

mazin keinen Effekt zeigt (Straube et al., 2013). Eine Inhibierung der Galektin-3-Endozytose

durch Filipin reduziert die apikalen β1-Integrin-Level drastisch (Abbildung 3.20). Wird se-

kretiertes Galektin-3 nicht endozytiert, so gelangt es nicht ins endosomale System und kann

folglich seine Funktion als apikaler Sortierrezeptor im klassischen sekretorischen Weg nicht

erfüllen. Eine andere Möglichkeit für Galektin-3, Zugang zum endosomalen System zu er-

halten, stellt die direkte Überquerung von Membranen dar. Lukyanoc et al. (2005) konnten

in einem in vitro-Modell zeigen, dass das Lektin per se in der Lage ist, Lipiddoppelmembra-

nen zu überqueren. Allerings gibt es keine Hinweise darauf, dass dies auch innerhalb der

Zelle stattfindet. Bei diesem Experiment (Abbildung 3.20) bleibt anzumerken, dass Filipin

durch Bindung an Cholesterol die Struktur der Lipiddoppelmembran stört (Maxfield & Wüst-

ner, 2012) und damit eventuell auch auf den anterograden Transport Einfluss nehmen kann.
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Diese Ergebnisse legen nahe, dass zytosolisches Galektin-3 im Gegensatz zu endosomalem

Galektin-3 keinen Einfluss auf die Sortierung von β1-Integrin nimmt. Galektin-3 ist im Lysat

von Filipin-behandelte Zellen nach wie vor zu detektieren und dennoch zeigen diese Zellen

ebenso wie MDCK ∆Gal3-Zellen reduzierte apikale β1-Integrin-Level. Außerdem genügt in

MDCK ∆Gal3-Zellen die Zugabe von rekombinantem Lektin, welches über Endozytose in

das endosomale System eintritt, um die apikale Sortierung zu erhöhen.

In der Galektin-3 KO-Maus ist die Verteilung von β1-Integrin nicht beeinträchtigt.

Auch hier ist β1-Integrin vorwiegend basal lokalisiert (Abbildung 3.21). Da Galektin-3 die

Sortierung des Integrins an die apikale Membran begünstigt, β1-Integrin aber basal lokali-

siert ist, hat ein Fehlen des Lektins keine Auswirkungen auf die Sortierung. Während in den

WT Mausnieren die β1-Integrin-Färbung vorwiegend auf die Zellmembran beschränkt ist,

können in Gal3-/--Nieren auch vesikulären Strukturen innerhalb der Tubulizellen detektiert

werden. Ein ähnlicher Effekt wurde in Enterozyten der Gal3-/--Maus beobachtet. Hier werden

LPH und Villin nicht mehr effizient an die apikale Membran transportiert und akkumulie-

ren intrazellulär (Delacour, Koch et al., 2007). Galektin-3 wird im adulten Nierengewebe in

distalen Tubuli und in Typ-A-Schaltzellen des Sammelrohrs exprimiert. Interessanterweise

ist die Galektin-3-Expression in der adulten Niere gegenüber dem fetalen Gewebe erniedrigt

(Winyard et al., 1997). Daraus lässt sich eine Rolle des Lektins bei der Differenzierung des

Gewebes ableiten. Dabei wird Galektin-3 nicht während der frühen Metanephrogenese, al-

so während die Verzweigung der Ureterknospe stattfindet, in der Niere exprimiert. Wird zu

diesem Zeitpunkt Galektin-3 exogen zugegeben, wird diese Verzweigung inhibiert (Bullock

et al., 2001). Auch Bao und Hughes (1995) beobachteten einen inhibierenden Effekt von

Galektin-3 auf die Zystenexpansion und Tubulogenese von MDCK-Zellen im Matrigel. Es ist

anzumerken, dass etwas später in der Metanephrogenese Galektin-3 exprimiert wird und

eine Inhibierung des Lektins während dieser Entwicklungsphase zu fehlgebildeten Struktu-

ren führt (Bullock et al., 2001). Diese Erkentnisse zeigen eine Rolle von Galektin-3 bei der

Nierenentwicklung auf. Dabei sind sowohl zu hohe als auch zu niedrige Mengen des Lektins

mit Fehlbildungen assoziiert. Auch β1-Integrin ist bei der Lumenbildung und Tubulogenese

beteiligt (Akhtar & Streuli, 2013; Bao & Hughes, 1995). Dabei fördert β1-Integrin die Ausbil-
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dung von Tubuli. Galektin-3 ist mit einer Verringerung der Zelladhäsion assoziiert (Ochieng

et al., 1998; Friedrichs et al., 2008; Priglinger et al., 2013), welche möglicherweise dadurch

zu erklären ist, dass die Bindung von Galektin-3 an β1-Integrin die Assoziation mit Matrix-

komponenten wie Laminin oder Fibronektin verringert. Ebenso ist denkbar, dass Galektin-3

die Zelladhäsion durch die Modulation der Oberflächenexpression von β1-Integrin beeiflus-

sen kann.

Der Effekt von Galektin-3 auf die Verteilung von β1-Integrin an der Plasmamembran von

MDCK-Zellen kann auf verschiedene Weise vermittelt werden. So könnte Galektin-3 durch

Umverteilung von β1-Integrin an den beiden Membrandomänen und/oder durch die Sor-

tierung von neu synthetisiertem β1-Integrin im sekretorischen Weg Einfluss auf dessen Ver-

teilung nehmen. In der vorliegenden Arbeit konnte mittels Pulsmarkierung von neu synthe-

tisierten Proteinen β1-Integrin bereits 1 h nach chase an beiden Membrankompartimenten

detektiert werden (Abbildung 3.22). Auch wenn eine Umverteilung von neu synthetisier-

tem β1-Integrin durch Transzytose zu früheren Zeitpunkten hier nicht ausgeschlossen wer-

den kann, sprechen diese Daten für einen direkten Transport an die jeweilige Membran.

Kürzere Zeitpunkte konnten mit Hilfe dieses Experiments aufgrund der geringen apikalen

β1-Integrin-Mengen nicht untersucht werden. Die apikal isolierten β1-Integrin-Level lagen

auch nach 1 h nur knapp über der Detektionsgrenze. Während in zahlreichen Arbeiten die

Endozytose und das Recycling von Integrinen untersucht wurde, liegen kaum Studien zur

Biosynthese und zum Transport von neu synthetisierten Integrinen vor. Die meisten Zellen

exprimieren verschiedene αβ1-Integrin-Heterodimere. Die β1-Untereinheit wird im Über-

schuss hergestellt und kann im ER mit verschiedenen α-Untereinheiten assoziieren, bevor

das Heterodimer weiter zum Golgi transportiert wird (Heino et al., 1989). Dabei wird die

β1-Untereinheit solange im ER von Calnexin zurückgehalten, bis eine Assemblierung mit

einer α-Untereinheit erfolgt (Lenter & Vestweber, 1994; Hotchin et al., 1995). In humanen

Fibroblasten beträgt die Halbwertszeit der Überführung der β1-Integrin-Vorläuferform in

das reife Glykoprotein 10 h, nach Stimulation mit TGF-β1 3 h (Heino et al., 1989). Die As-

semblierung der α4-Untereinheit mit β4-Integrin benötigt 30 min in Adenokarzinomezellen

(Rigot et al., 1999). Aus diesen Daten kann abgeleitet werden, dass eine vollständige Reifung
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von neu synthetisiertem β1-Integrin, inklusive der Assemblierung mit einer α-Untereinheit

im ER, der Glykosylierung im Golgi und dem Transport an die Plasmamembran in weniger

als 1.5 h (30 min Pulsmarkierung und 1 h chase) unwahrscheinlich ist.

Die Zugabe von exogenem Galektin-3 konnte die apikale Transportrate von neu

synthetisiertem β1-Integrin in MDCK ∆Gal3-Zellen steigern, wohingegen der basolatera-

le Transport unverändert blieb (Abbildung 3.23). Hinweise, dass endozytiertes Galektin-3

beim de novo-Transport apikaler Membranproteine beteiligt ist, lieferten bereits Daten von

Straube et al. (2013). So kolokalisierten internalisiertes Galektin-3 und neu synthetisier-

tes p75NTR in einem endosomalen Kompartiment, bevor p75NTR an der apikalen Plasma-

membran detektiert werden konnte. Außerdem konnte exogenes Galektin-3 die basolate-

rale Fehlsortierung von p75NTR in Galektin-3 depletierten Zellen korrigieren. Auch andere

rekombinante Galektine können Transportdefekte, die durch das Fehlen des entsprechen-

den Lektins zustande kommen, beheben. So kann ein Transportdefekt von Influenza HA in

Galektin-9 Knockdown (KD)- und DPPIV in Galektin-4 KD-MDCK-Zellen durch die Zugabe

von Galektin-9 beziehungsweise Galektin-4 beseitigt werden (Mishra et al., 2010; Stechly

et al., 2009). Demnach sind Galektine in der Lage, den anterograden Transport neu syn-

thetisierter apikaler Glykoproteine zu modulieren, auch wenn sie nur exogen zugegeben

werden.

Extrazelluläres Galektin-3 wird in MDCK-Zellen ausschließlich an der apikalen Membran-

domäne endozytiert. Basolateral konnte keine Aufnahme festgestellt werden (Abbildung

3.24). Dies wurde für exogen zugegebenes, rekombinates Galektin-3 beobachtet, welches

hauptsächlich an die apikale Membran bindet. Die Endozytose von endogenem, Membran-

assoziierten Galektin-3, welches sowohl an der apikalen als auch an der basolateralen Mem-

bran detektiert werden konnte, wurde aufgrund der geringen Membran-gebundenen Men-

gen nicht analysiert.

β1-Integrin und Galektin-3 werden in MDCK-Zellen gemeinsam internalisiert. So

konnte β1-Integrin mit endozytiertem hGal3-Biotin co-präzipitiert werden und umgekehrt

war endogenes Galektin-3 mit internalisiertem β1-Integrin assoziiert (Abbildungen 3.25 und

3.26). Die Co-Internalisierung von β1-Integrin und Galektin-3 konnte auch in anderen Zell-
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linien beobachtet werden. So induziert die Inkubation von humanen Brustkrebszellen mit

rekombinantem Galektin-3 die Endozytose von β1-Integrin, welches daraufhin nur noch in-

trazellulär und nicht mehr an der Plasmamembran zu detektieren ist (Furtak et al., 2001).

Die Endozytose des Integrins konnte in diesen Zellen durch Filipin, aber nicht durch Chlor-

promazin inhibiert werden. In einer Fibroblastenzellline dagegen war die β1-Integrin-En-

dozytose durch den Knockdown von Galektin-3 eingeschränkt, und konnte bei einem zu-

sätzlichen Knockdown von Clathrin noch stärker inhibiert werden (Lakshminarayan et al.,

2014). In diesen Zellen scheint daher neben der Caveolae-vermittelten Endozytose auch ein

Clathrin-abhängiger Weg bei der Internalisierung von β1-Integrin eine Rolle zu spielen.

Bei der gemeinsamen Aufnahme von Galektin-3 und β1-Integrin nahm der Grad

der Assoziation der beiden Proteine im zeitlichen Verlauf der Endozytose zunächst ab und

stieg im weiteren Verlauf wieder an (Abbildung 3.25). Diese Beobachtung spiegelt vermut-

lich die Passage durch verschiedene endosomale Kompartimente wieder. Nach der Endozy-

tose von Galektin-3, erfolgt die Dissassemblierung von Galektin-3-Clustern in angesäuerten,

frühen Endosomen. Freies Galektin-3 kann dann in einem Sortierkompartiment mit höhe-

rem pH, durch die Ausbildung von HMWC, apikales Cargo in lipid raft-unabhängige Trans-

portvesikel rekrutieren (Hönig et al., 2015). Diese Hypothese wird durch Erkenntnisse von

Schneider et al. (2010) und von Mach et al. (2013) gestützt, die zeigen konnten, dass in-

ternalisiertes Galektin-3 in einem sauren Kompartiment akkumuliert und die Clusterbildung

von p75NTR durch Galektin-3 nicht bei einem saurem pH stattfinden kann.

Während für die Endozytose von Galektin-3 in Makrophagen ein Zucker-abhängiger

sowie ein Zucker-unabhängiger Weg beschrieben wurde (Lepur, Carlsson et al., 2012), kann

diese in MDCK-Zellen durch Laktose vollständig inhibiert werden (Schneider et al., 2010).

Eine Laktose-Inkubation beeinträchtigte die Internalisierung von β1-Integrin an der apikalen

Membran jedoch nicht (Abbildung 3.26). Dies kann einerseits auf eine Zucker-unabhängige

Interaktion von Galektin-3 und β1-Integrin während der Endozytose hindeuten, oder an-

dererseits auf verschiedene Endozytoserouten von β1-Integrin schließen lassen. So konnte

zwar endogenes Galektin-3 nach einer 30-minütigen Endozytose mit β1-Integrin präzipi-

tiert werden, jedoch muss diese Interaktion nicht zwangsläufig schon an der Plasmamem-
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bran bestanden haben. Denkbar ist eine Assoziation der beiden Proteine nach erfolgter Inter-

nalisierung, mutmaßlich in einem Sortierkompartiment, in welchem Galektin-3 uninhibiert

vorliegt. Dafür spricht die Beobachtung, dass die bekannten Funktionen von extrazellulä-

rem beziehungsweise luminalem Galektin-3 durch Glykan-Interaktionen vermittelt werden,

wohingegen Protein-Protein-Interaktionen vornehmlich auf das Zytosol beschränkt sind, da

hier keine Galektin-Glykanliganden zu finden sind (Akimoto et al., 2009). In Zellen bei de-

nen die β1-Integrin-Endozytose nur Clathrin-unabhängig stattfindet, kann diese durch Lak-

tose inhibiert werden (Furtak et al., 2001). Lakshminarayan et al. (2014) konnten zeigen,

dass die Endozytose von β1-Integrin über CLICs von Galektin-3 abhängig ist. Bei diesem

Endozytoseweg ist Galektin-3 bei der Membraninvagination beteiligt und somit unabding-

bar für diesen Prozess. Da in den hier untersuchten MDCK-Zellen keine Inhibierung durch

Laktose erfolgte, sind folgende Schlussfolgerungen möglich: Galektin-3 ist hier nicht bei

der β1-Integrin-Endozytose beteiligt, oder es besteht in MDCK-Zellen neben der Galektin-3-

vermittelten Integrin-Internalisierung einen zweiten, Galektin-3-unabhängigen und vermut-

lich Clathrin-abhängigen Endozytoseweg für β1-Integrin. Hierbei ist eine Beteiligung von

Galektin-3 zur Induktion der Endozytose nicht notwendig. Eine Assoziation der beiden Pro-

teine kann im weiteren intrazellulären Transport aber durchaus stattfinden.

Galektin-3 kann die Oberflächenexpression von Glykoproteinen nicht nur über de-

ren Internalisierung durch Endozytose regulieren, sondern auch über deren Retention durch

Quervernetzung an der Membran (Nabi et al., 2015). Da die Inhibierung von Galektin-3

durch Laktose die Endozytose von β1-Integrin aber auch nicht fördert, kann aus diesem Ex-

periment außerdem abgeleitet werden, dass Galektin-3 nicht zur Retention des Rezeptors an

der apikalen Membran beiträgt.

Internalisierte Integrine werden ins frühe Endosom transportiert und für die Degra-

dation oder das Recycling zurück an die Plasmamembran sortiert (Bridgewater et al., 2012).

Dabei wird der Großteil der endozytierten Integrine recycelt (Bretscher, 1989, 1992). Für

das Recycling von Integrinen an die Plasmamembran sind zwei verschiedene Mechanismen

beschrieben, die als short loop- und long loop-Recyclingweg bezeichnet werden. Das Recy-

cling durch den short loop-Weg ist Rab4-abhängig und fördert den schnellen Rücktransport
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an die Plasmamembran. Inaktives β1-Integrin wird beispielsweise über diesen Weg recy-

celt. Integrine, die über den long loop-Weg recycelt werden, passieren dagegen ein Rab11-

positives perinukleäres Recycling Kompartiment. Dieser Weg ist im Recycling von aktivem

β1-Integrin beteiligt (Arjonen et al., 2012; Franceschi et al., 2015). Da Galektin-3 in MDCK-

Zellen in Rab4-, Rab8- und Rab11-positiven Kompartimenten vorzufinden ist (Schneider et

al., 2010), ist eine Beteiligung des Lektins bei beiden Integrin-Recycling-Wegen denkbar. Ob

es sich bei dem in dieser Arbeit untersuchten β1-Integrin um eine aktive oder inaktive Form

des Integrins handelt, ist nicht bekannt. Weiter führende Studien mit Hilfe von Antikörpern,

die die Konformation und damit den Aktivierungszustand des Integrins erkennen können,

sowie die Analyse der während des Recyclings passierten endosomalen Kompartimente wer-

den Aufschluss darüber geben, bei welchem der Wege Galektin-3 eine Rolle spielt.

4.4. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine Rolle des Lektins Galektin-3 bei der Ober-

flächenverteilung eines Vertreters der Integrin-Familie, β1-Integrin aufgezeigt werden. Ga-

lektin-3, dessen Rolle im lipid raft-unabhängigen apikalen Proteintransport bereits gut ver-

standen ist, fördert auch die apikale Membranlokalisation von β1-Integrin. So ist ein Fehlen

des Lektins durch Gen-Knockout mit einer verminderten apikalen β1-Integrin-Expression

assoziiert. Auch die Entfernung von Galektin-3 aus dem endosomalen System durch Inhi-

bierung der Caveolae-vermittelten Endozytose depletiert β1-Integrin von der apikalen Do-

mäne. Eine Überexpression von Galektin-3 sowie die Supplementierung mit rekombinantem

Protein verstärkt die Sortierung an die apikale Membran. Diese Modulation der Verteilung

von β1-Integrin an der Plasmamembran wird zumindest teilweise durch die Galektin-3-

vermittelte Sortierung von neu synthetisiertem β1-Integrin in den apikalen Transportweg

bewerkstelligt. Darüber hinaus ist durch die Ausbildung von Lektin-Netzwerken zwischen

Galektin-3, β1-Integrin und möglicherweise weiteren Proteinen eine Retention des Rezep-

tors an der apikalen Membran vorstellbar. Es ist bereits bekannt, dass die apikale Protein-
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sortierung durch Galektin-3 lipid raft-unabhängig stattfindet. Desweiteren ist bekannt, dass

β1-Integrin erst nach Aktivierung lipid raft-assoziiert ist und neu synthetisierte Integrin-

Heterodimere während ihres intrazellulären Transports normalerweise inaktiv vorliegen.

Diese Beobachtungen legen eine Rolle von Galektin-3 beim de novo-Transport von inakti-

vem β1-Integrin an die apikale Plasmamembran von Epithelzellen nahe. Weiterführende

Untersuchungen mit Hilfe Konformations-sensitiver Antikörper werden helfen, den Aktivie-

rungsstatus des Integrins während des intrazellulären Transports zu bestimmen.

Die Endozytose von Galektin-3 und damit seine Präsenz im endosomalen Sys-

tem ist unabdingbar für die apikale Lokalisation von β1-Integrin. Während endozytiertes

Galektin-3 die Expression von β1-Integrin an der apikalen Membran fördert, kann zytosoli-

sches Galektin-3 in Zellen mit inhibierter Galektin-3-Endozytose die apikale Sortierung nicht

bewerkstelligen. In dieser Arbeit konnte einerseits gezeigt werden, dass die Endozytose von

β1-Integrin in MDCK-Zellen Zucker-unabhängig stattfinden kann und andererseits konnte

eine Co-Internalisierung von Galektin-3 und β1-Integrin an der apikalen Membran demons-

triert werden. Diese Erkenntnisse können entweder dahingehend interpretiert werden, dass

Galektin-3 keine Rolle für die Induktion der Endozytose von β1-Integrin spielt, oder sie deu-

ten auf die Möglichkeit von zwei verschiedenen Endozytosewege für β1-Integrin in MDCK-

Zellen hin. Da die Galektin-3-Endozytose lipid raft-abhängig stattfindet spricht die beobach-

tete Co-Internalisierung von β1-Integrin für einen Clathrin-unabhängigen Weg, wie er be-

reits in anderen Zelllinien beschrieben wurde. Bemerkenswert ist, dass dieβ1-Integrin-Endo-

zytose auch unter Anwesenheit von Laktose und demnach Galektin-3-unabhängig stattfindet.

Daraus kann auf einen weiteren, wahrscheinlich Clathrin-abhängigen Weg geschlossen wer-

den. Die genaue Untersuchung der Beteiligung der verschiedenen Endozytosewege bei der

Internalisierung von β1-Integrin, sowie die Bestimmung der assoziierten α-Untereinheit, des

Aktivierungszustandes und der endosomalen Transportroute werden in zukünftigen Studien

Aufschluss über die Rolle dieser Mechanismen bei der Regulation der Integrin-Homöostase

geben.

Die Bedeutung der Galektin-3-vermittelten Sortierung von β1-Integrin in Epithel-

zellen wird sich mit Hilfe von Erkenntnissen zur Funktion von apikal lokalisierten Integrinen
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erschließen lassen. Denkbar ist die Transduktion von Umwelteinflüssen durch outside-in si-

gnaling, wie es beispielsweise in Endothelzellen für die Regulation des Blutdrucks beschrie-

ben wurde (Yang & Rizzo, 2013). In der Niere werden Integrine normalerweise basal expri-

miert. Jedoch ist β1-Integrin während der Entwicklung des Metanephrons an allen Ober-

flächen zu finden (Korhonen et al., 1990a, 1990b) und auch nach einem ischämischen Nie-

reninfarkt wird β1-Integrin an der apikale Membran detektiert (Zuk & Matlin, 2002). Hier

wird eine Rolle des Integrins bei der epithelialen Wundheilung postuliert. Ein genaues Ver-

ständnis darüber, welche Heterodimere hierbei beteiligt sind und wie genau die Modulation

der Oberflächenverteilung durch Galektin-3 von statten geht, kann die Entwicklung neuer

Therapieansätze ermöglichen. Die Regulierung der Integrin-vermittelten Zelladhäsion durch

Galektin-3 stellt außerdem weitere Forschungsanätze dar. Die Dynamik der Zellkontakte zur

Extrazellulären Matrix sind nicht nur bei der Zellmigration sondern auch bei der Zellteilung

und der Epithelial-mesenchymalen Transition (Epithelial-mesenchymale Transition (EMT)),

einem Prozess der epithelialen Dedifferenzierung, von großer Bedeutung. Ob eine oftmals

erhöhte Galektin-3-Expression in Tumorgeweben eine Rolle bei der manipulierten Zelladhä-

sion von Tumorzellen durch eine veränderte Integrin-Sortierung spielt, werden zukünftige

Studien untersuchen.
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Abbildung 4.1. (nächste Seite): Modell apikaler Transportprozesse von Galektin-3

und β1-Integrin. 1) Die Biosynthese von Galektin-3 erfolgt an freien Ribosomen im
Zytosol. 2) Galektin-3 wird über einen unkonventionellen Mechanismus an der apika-
len Membran sekretiert. Dazu wird es vermutlich in Multivesikuläre Körperchen (MVB)
rekrutiert und verlässt die Zelle via Exosomen. 3) Im Extrazellularraum sind zahlreiche
Liganden für das Lektin vorhanden, da Glykanmodifikationen von Glykolipiden- und
Proteinen nach außen gerichtet sind. 4) Galektin-3 bindet unter anderen Glykoliganden
auchβ1-Integrin an der apikalen Zelloberfläche. Eine denkbare Funktion dieser Interak-
tion ist die Ausbildung von aktiven Integrin-Heterodimer-Clustern. 5) β1-Integrin wird
an der apikalen Oberfläche endozytiert. 5a) Galektin-3 und β1-Integrin können ge-
meinsam internalisiert werden. Dies erfolgt vermutlich über einen lipid raft-abhängigen
Weg. Galektin-3 ist für diesen Prozess nicht unbedingt notwendig, oder es besteht ein
zweiter, Galektin-3-unabhängiger und vermutlich Clathrin vermittelter Endozytoseme-
chanismus für β1-Integrin (5b). Endozytiertes Galektin-3 erhält somit Zugang zum en-
dosomalen System und internalisierte Integrine werden vermutlich zurück an die apika-
le Membran recycelt. 6) Galektin-3 dient als Sortierrezeptor im lipid raft-unabhängigen
klassischen sekretorischen Weg. In einem post-Golgi Kompartiment (RE/SE) können
sowohl recycelnde als auch neu synthetisierte Integrine (7) mit Hilfe von Galektin-3 in
diesen apikalen Transportweg sortiert werden (8). ER= Endoplasmatisches Retikulum,
MVK = Multivesikuläres Körperchen, RE = Recyclingendosom, SE = Sortierendosom,
TGN = trans-Golgi-Netzwerk, TJ = tight junction.
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A.1. Herleitungen und weitere Ergebnisse

A.1.1. Einordnung der im Experiment verwendeten Galektin-3-Konzentration

Im Folgenden soll das Mengenverhältnis von endogenem Galektin-3 und im Experiment

verwendeten rekombinanten Galektin-3 abgeschätzt und eingeordnet werden. Lindstedt et

al. (1993) ermittelten eine Menge von 5µg/10 cm2 Galektin-3 in konfluente MDCK-Zellen.

Werden diese in 1 mL Lysepuffer aufgenommen, ergibt sich entsprechend eine Galektin-3-

Konzentration von 5µg/mL. In den in dieser Arbeit durchgeführten Experimenten wur-

den meist 1.5µM (oder 40µg/mL) rekombinantes, humanes Galektin-3 eingesetzt. Die ein-

gesetzte Galektin-3-Menge war also achtmal größer, als die in MDCK-Zellen endogenen

Galektin-3-Level. Humane Serum-Galektin-3-Level wurden im Zusammenhang der Erfor-

schung zahlreicher Krankheitsbilder erhoben. Hier ist Galektin-3 im unteren Nanogramm-

Bereich (ng/mL) zu detektieren. In Tabelle A.1 sind einige Messwerte verschiedener Studien

aufgelistet.

Gruppe Galektin-3 Literatur

Kontrolle
Blasenkarzinom
Zystitis

100 pg/mL
840 pg/mL
380 pg/mL

Gendy et al., 2014

Kontrolle
Epilepsie

5.40±0.34 ng/mL
6.67±0.34 ng/mL

Tian et al, 2016
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Kontrolle
Koronare Herzkrankheit

5.52±1.9 ng/mL
12.96±4.92 ng/mL

Askan et al., 2016

Kontrolle
Kolorektalkarzinom

0.79±0.01 ng/mL
5.9±0.69 ng/mL

Korkmaz et al., 2016

Kontrolle
Chronische Hepatitis B
Inaktive Träger

0.7±0.5 ng/mL
16.5±3.6 ng/mL
1.1±0.3 ng/mL

Uluca et al., 2015

Kontrolle
Osteosarkom

0.86±0.20 ng/mL
2.35±0.91 ng/mL

Zhou et al., 2014

Kontrolle
Leberzirrhose
Hepatozelluläres Karzinom

8.9±0.28 ng/mL
10.11±0.46 ng/mL
11.2±0.43 ng/mL

Eisa et al., 2015

Kontrolle
Polyzystisches Ovar-Syndrom

2491.3±812.0 ng/dL
3588.7±1566.9 ng/dL

Yilmaz et al., 2014

Kontrolle
Systemische Sklerose
Systemischer Lupus erythematodes

1.3±1.1 ng/mL
4.6±5.8 ng/mL
14.0±11.6 ng/mL

Koca et al., 2014

Kontrolle
Pankreaskarziom, keine Metastasen
Pankreaskarziom, mit Metastasen

119±16 ng/mL
197±28 ng/mL
279±29 ng/mL

Senapati et al., 2011

Kontrolle 1.1 ng/mL Sakaki et al., 2008

Kontrolle
Blasenkarzinom

584 pg/mL
1068 pg/mL

Sakaki et al., 2008

Kontrolle
Melanom

6.9 ng/mL
12 ng/mL

Vereecken et al., 2006

Tabelle A.1.: Humane Serum-Galektin-3-Level.
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A.1.2. Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse von Galektin-3

Co-Präzipitaten

Zur Identifizierung von Galektin-3-Bindepartnern an der apikalen Plasmamembran wur-

den hGal3-Biotin-Präzipitate mit Hilfe der Massenspektrometrie analysiert (siehe 2.8.7 und

3.2.1). Im folgenden sind die vollständigen Trefferlisten der massenspektrometrischen Aus-

wertungen aufgelistet.

Bande Ergebnis

1 PREDICTED: lymphocyte antigen 75 isoform X1 and X2
[Canis lupus familiaris]

2 PREDICTED: thrombospondin-1 [Canis lupus familiaris]

3 PREDICTED: integrin alpha-2 [Canis lupus familiaris]

4 keratin, type I cytoskeletal 19 [Canis lupus familiaris]

5 Galectin-3 [Canis lupus familiaris]

6 PREDICTED: keratin, type I cytoskeletal 18 isoform 1
[Canis lupus familiaris]

7 keratin, type I cytoskeletal 19 [Canis lupus familiaris]

8 Clusterin/gp80 [Canis lupus familiaris]

9 annexin A2 [Canis lupus familiaris]

10 beta-galactosides-binding lectin, partial [Canis lupus familiaris]

11 Galectin-3 [Homo sapiens]

Tabelle A.2.: Trefferliste Massenspektrometrie Nr.1.
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Treffer Ergebnis

1 galectin 3 [Nomascus leucogenys] LGAL3S3

2 prostaglandin F2 receptor inhibitor [Canis lupus familiaris] PTGFRN

3 galectin-3 binding protein [Canis lupus familiaris] LGAL3S3BP

4 intracellular adhesion molecule 1 [Canis lupus familiaris] ICAM1

5 solute carrier familiy 3 (amino acid transporter heavy chain) member 2
[Canis lupus familiaris] SLC3A2

6 integrin alpha-2 [Canis lupus familiaris] ITGA2

7 integrin alpha-3 [Canis lupus familiaris] ITGA3

8 lymphocyte antigen 75 [Canis lupus familiaris] LY75

9 low density lipoprotein receptor related protein 1
[Canis lupus familiaris] LRP1

Tabelle A.3.: Trefferliste Massenspektrometrie Nr.2.

A.2. Kontrollen

A.2.1. Galektin-3 kann den PET-Filter überqueren

Für einge der in der vorliegenden Arbeit aufgeführten Experimente wurden MDCK-Zellen auf

PET-Filter kultiviert und rekombinantes Galektin-3 dem apikalen oder basolateralen Kom-

partiment zugesetzt. Um mit der basolateralen Membran zu interagieren, muss Galektin-3

zunächst den Filter überqueren. Um in vitro zu überprüfen, ob Galektin-3 dazu in der Lage

ist, wurde ein Filtereinsatz mit 1.5µM Galektin-3-Alexa555 in PBS in der basolateralen Kam-

mer bei Raumtemperatur inkubiert. In der apikalen Kammer befand sich zu Versuchsbeginn

nur PBS. Vom apikalen Überstand wurden in regelmäßigen Abständen 50µL abgenommen

und die Alexa555-Intensität im Tecan Mikroplattenleser gemessen. Im Laufe der Zeit wurde

ein Anstieg der Alexa555-Intensität im apikalen Überstand gemessen (siehe Abbildung A.1).

Aufgrund dieser Beobachtung kann davon ausgegangen werden, dass rekombinantes Galek-

tin-3 per se in der Lage ist, den PET-Filter zu überqueren.
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Abbildung A.1.: Galektin-3 kann den Filter überqueren. Die basolaterale Kammer
einer 6-Lochplatte mit PET-Filtereinsatz wurde zu Versuchbeginn mit 1.5µM hGal3-
Alexa555 versetzt. Die Alexa555-Intensität wurde im apikalen Überstand im Tecan Mi-
kroplattenleser bei einer Anregung von 535 nm und einer Emission von 590 nm gemes-
sen.

A.2.2. Funktionstest von aufgereinigtem Galektin-3

Um die Funktionalität von rekombinantem Galektin-3 zu überprüfen, wurde nach der Auf-

reinigung dessen Fähigkeit getestet, große Komplexe mit Glykoliganden auszubilden. Als

Ligand wurde hier das Glykoprotein Asialofetuin (ASF) eingesetzt. Wie in Abbildung A.2A

dargestellt, wurde bei gleichbleibender ASF-Konzentration ein Anstieg der Turbidität mit

zunehmender Galektin-3-Konzentration beobachtet. Es stellte sich hierbei kein Maximum

ein. Bei gleichbleibender Galektin-3-Konzentration und verschiedenen ASF-Konzentrationen

dagegen, konnte zunächst eine Zunahme der Turbidität gemessen werden. Nach Erreichen

eines Absorptionsmaximums wurde ein Rückgang der Komplexbildung bei höheren ASF-

Konzentrationen beobachtet (A.2B).

Dieses Verhalten wurde auch von Lepur, Salomonsson et al. (2012) beschrieben, sodass

bei übereinstimmenden Beobachtungen von der Funktionalität des aufgereinigten Galektin-3

auszugehen war, und es für weitere Versuche eingesetzt wurde.
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Abbildung A.2.: Oligomerisierung von Galektin-3. Turbiditätsbestimmung durch
Messung der Absorption bei 350 nm von A) 0 bis 200 µM Galektin-3 und 10µM ASF
und B) 0 bis 100 µM ASF und 20µM Galektin-3.

A.2.3. Funktionstest von Eisen-beladenem und Floureszenz-markierten Transferrin

Canines Transferrin wurde als Kontrolle für die Endozytose an der basolateralen Membran

von auf PET-Filtern kultivierten MDCK-Zellen verwendet (siehe Abschnitt 3.7.1). Bevor die-

ses nach dem gleichen Verfahren wie rekombinantes Galektin-3 mit einem Alexa-Fluorophor

gekoppelt wurde, wurden zunächst dessen Bindungsstellen für Eisen beladen (siehe Ab-

schnitt 2.9.2). Anschließend erfolgte ein Funktionstest von Alexa-markiertem Holo-Trans-

ferrin. Dazu wurden sowohl eine Eisenüberschuss- als auch eine Eisenmangelsiutation si-

muliert. Hierfür wurden polare MDCK-Zellen über Nacht mit 100µM Eisenammoniumcitrat

(FAC), beziehungsweise 100µM Deferoxamin (DFO) inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte ei-

ne 30-minütige Endozytose von Holo-Transferrin-Alexa555 (Tf-Alexa555). Wie in Abbildung

A.3 dargestellt, war die Alexa555-Fluoreszenzintensität in FAC-behandelten Zellen geringer

im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Höhere Intensitäten von Tf-Alexa555 konnten dage-

gen bei DFO-behandelten MDCK-Zellen mit Eisenmangel registriert werden.

Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Zellen die Aufnahme des rekombinanten

Holo-Transferrins je nach Eisenbedarf regulieren. Demnach wurde angenommen, dass das

vorliegende rekombinante Protein funktionell war und für weitere Experimente verwendet

werden kann.
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Abbildung A.3.: Validierung von Fluoreszenz-markiertem Holo-Transferrin. A) Po-
lare MDCK-Zellen wurden zunächst über Nacht mit jeweils 100µM FAC oder DFO be-
handelt bevor die Endozytose von1.5µM Transferrin-Alexa555 (rot) für 30 min bei
37 ◦C induziert wurde. Maßstab 7.5µm. B) Quantifizierung von A. Es wurden die
Alexa555-Intensitäten von drei Bilder pro Bedingung mit ImageJ gemessen. Mittelwert
+ SD. n=1.
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A.3. Daten die durch Betreuung von Studenten entstanden sind

A.3.1. Glykosylierung von Clusterin/gp80

Die Glykanmodifikationen von apikal und basolateral sekretiertem Clusterin/gp80 wurden

mit Hilfe von Glykosidasen untersucht. Aufgrund der beobachteten PNGase F- und Neura-

minidase-Sensitivität konnte gezeigt werden, dass Clusterin/gp80 komplexe N-Glykane mit

terminalen Sialinsäuren trägt (Abbildung A.4).

A.3.2. Interaktion von Galektin-3 und Clusterin/gp80

Für Galektin-3 und Clusterin/gp80 konnte eine Interaktion im Gesamtzelllysat sowie im api-

kalen Überstand von MDCK-Zellen durch Co-Immunopräzipitation gezeigt werden (Abbil-

dung A.5A). Desweiteren präzipitierte Clusterin/gp80 mit Membran-gebundenem rekombi-

nantem Galektin-3 an der apikalen Domäne (siehe A.5B).

A.3.3. Sekretion von Clusterin/gp80 in MDCK ∆Gal3-Zellen

Die Sekretion von Clusterin/gp80 findet in MDCK ∆Gal3-Zellen wie in WT-Zellen vorwie-

gend an der apikalen Plasmamembran statt (Abbildung A.6).
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Abbildung A.4.: Clusterin/gp80 besitzt komplex glykosylierte N-Glykane. Apika-
le und basolaterale Zellkulturüberstände wurden nach 4 h Sekretion mit Glykosidasen
behandelt, über eine SDS-PAGE aufgetrennt und Clusterin/gp80 im Westernblot de-
tektiert. n=3. Durchgeführt von Karla Janssen (2014), Bachelorarbeit: „Polare Sekre-
tion von Clusterin in Epithelzellen der Niere und des Darms“. Neur = Neuraminidase
(Sialidase), Endo H = Endoglykosidase H, PNGase F = Peptide:N-Glycosidase F. Das
Molekulargewicht ist in kDa angegeben.
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Abbildung A.5.: Clusterin/gp80 interagiert mit Galektin-3. A) Galektin-3 wur-
de in Gesamztelllysaten und im apikalen Zellkulturüberstand nach 4 h Sekretion
durch Co-Immunpräzipitation (mit anti Galektin-3 M3/38 Antikörper) isoliert und co-
präzipitierendes Clusterin/gp80 im Westernblot nachgewiesen. n=3. Durchgeführt von
Theresa Rink und Rebecca Schilewa, Praktikum (2015). B) Die apikale Membrandomä-
ne polarer MDCK-Zellen wurde mit 1.5µM hGal3-Biotin für 30 min bei 4 ◦C inkubiert.
Membran-gebundenes Galektin 3 wurde mit Hilfe von Neutravidin-beads isoloiert und
co-präzipitierende Proteine per Immunoblot analysiert. n=3. Durchgeführt von Theresa
Rink und Rebecca Schilewa, Praktikum (2015). PGS = Protein G Sepharose-beads, IN
= Input (Lysat), PRE = Preclearing, NK = Negativkontrolle, IP = Immunpräzipitation,
L = Lysat, ap = apikal, bl = basolateral, glyk. = glykosyliert, unglyk. = unglykosyliert.
Das Molekulargewicht ist in kDa angegeben.
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Abbildung A.6.: Galektin-3 ist nicht für die apikale Sekretion von Clusterin/gp80

notwendig. Apikale und basolaterale Zellkulturüberstände von auf PET-Filtern kulti-
vierten MDCK WT- und ∆Gal3-Zellen wurden nach 4 h Sekretion gesammelt und Clus-
terin/gp80 mittels Westernblot detektiert. n=3. Durchgeführt von Hannah Tian, Prak-
tikum (2016). L = Lysat, ap = apikal, bl = basolateral, glyk. = glykosyliert. Das Mole-
kulargewicht ist in kDa angegeben.
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