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1. EINLEITUNG 1

1. Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

Das Pankreas ist eine exokrine und endokrine Drdie,zahlreiche hormonregulierte
Funktionen in der Protein- und Kohlenhydratverdauwmd der Glukose-Homdostase
besitzt.

Der endokrine Teil des Pankreas besteht aus dengetlaans-Inseln, die funf
unterschiedlichen hormonproduzierenden Zelltypediuigd, 2002) enthalt: A-Zelleno{
Zellen: Glucagon-produzierendeZellen), B-Zellen (Insulin-produzierendeZellen), D-
Zellen (Somatostatin-sezenierendeZellen:), PP-Zellen (pankreatisches Polypeptid-
produzierde Zellen) und die Ghrelin-Zellen (Ghredgzenierendg-Zellen) (Andralojcet
al., 2009). Der exokrine Anteil des Pankreas, demae8@% der Organmasse ausmacht, ist
aus einem verzweigten Netzwerk von Azinus- und Gealen aufgebaut, die fur die
Produktion und Sezernierung der Verdauungsenzymeden Gastrointestinaltrakt
verantwortlich sind. Die exokrine Funktion bestelairin, alkalisches Pankreassekret zu
produzieren. Die darin enthaltenen Verdauungsenzymeienen der
Nahrungsaufschlisselung.

Der Ursprungsort fur ein Pankreaskarzinom ist im deeisten Fallen das Epithel der
kleinen Pankreasgange unter Bildung eines dukt&égninoms und in 10 % der Falle das
Azinusepithel, was zur Entstehung eines azinarenzikams fuhrt. 98 % der
Pankreastumoren entstehen aus dem exokrinen Otgdnand hier vor allen Dingen aus
dem Epithel der Pankreasgange (Bardeesy und DeFi0ba).

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas gehort muadgressivsten menschlichen
Neoplasien (Haller, 2003). Mittlerweile steht esdar globalen Krebstodesstatistik an
vierter Stelle, nach Bronchial-, Prostata- bzw. #ruund Kolonkarzinom (American
Cancer Society, Inc., Surveillance and Health RoResearch, 2009). In Deutschland
werden zwischen 6300 und 6600 Neuerkrankungen akr&askarzinom pro Jahr und
genauso viele Sterbefalle registriert. Die gesdbalazidenz wie auch die Mortalitat an
Pankreaskarzinomen blieben in Deutschland bei Manseit Ende der 1980er Jahre
konstant. Bei Frauen steigt die Inzidenz gleicigartie die Mortalitat leicht an. Das
mittlere Erkrankungsalter liegt flr Frauen bei arén und fir Manner bei 69 (aus: Krebs

in Deutschland 2003-2004, Haufigkeiten und Treriflse gemeinsame Verdffentlichung



1. EINLEITUNG 2

des Robert Koch-Instituts und der Gesellschaft ef@demiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V.; 6. Uberarbeitete Auflage, 20@he Zunahme der Prévalenz des
Pankreaskarzinoms wird auf Ubergewicht (Michand@dezalest al, 2001; Percilet al,
2009), zunehmendes Lebensalter und Rauchen (Ghenelt, 2007) zurtickgefuhrt.
Muscat und seine Arbeitsgruppe konnten berits 1i89&iner epidemiologischen Studie
zeigen, dass 30% der Pankreaskarzinome auf dgalaigg Rauchen zurickzufuhren sind
(Muscatet al, 1997). Zum gleichen Ergebnis kamen auch lodiwe Mitarbeiter in einer
aktuellen Meta-Analyse, die den Zusammenhang zwisdRauchen und der Entstehung
eines Pankreaskarzinos untersucht (loditeal, 2008). Andere Risikofaktoren fir die
Entstehung eines Pankreaskarzinoms sind vor allereditare Pankreaserkrankungen
(Brand et al, 2000; Murphyet al, 2002; Hahnet al., 2003; Ghaneh et al., 2007),
chronische familiare Pankreatitis (Lowenfelsal,, 1993), familidres atypisches multiples
Melanom (Bartsclet al, 2002), Peutz-Jeghers Syndrom (Grubegal, 1998), Diabetes
mellitus (Everharet al, 1995), Gallensteine und Umwelt- und Erndhrurigsfan (Yeoet
al., 2002; Charet al, 2005).

Fir den exzessiven Alkoholkonsum als Risikofaktour z Entstehung eines
Pankreaskarzinom existieren verschiedene kontre\&tisdien. Genkinger und Mitarbeiter
haben all diese Ergebnisse analysiert und kamen Smhlussfolgerung dass, ein
Alkoholkonsum von 30 g oder mehr Gber mehrere Jatreinem minimalen Anstieg des
Risikos an Pankreaskarzinom zu erkranken fuhrt kGegeret al, 2009)

Da die spezifischen Frihsymptome fehlen und bisldegne Verfahren fir ein
routinemafiges Screening existieren, werden 90% PR@nkreaskarzinome erst im
metastasierten Stadium diagnostiziert (Haller, 2Q@8nalet al, 2007). Die Prognose des
Pankreaskarzinoms wird von einer sehr frihen Ilymgphen, neurogenen und
hamatogenen Karzinomzelldissemination bestimmt ritdeek, 1991; Takahaslet al,
1992; Jemalet al, 2007). Etwa 75% der Patienten sterben im erst@m hach
Diagnosestellung und nur 4-5% uberleben nach Sedakuch die im T1 und T2 NO MO
RO Stadium (Wittekinaet al, 2003) diagnostizierten und resezierten Tumoimein nur
zu einer 20%igen Fiinf-Jahres-Uberlebensrate (H2093; Jemadt al, 2007).

Hruban und Mitarbeiter haben fir die Entstehung &esmkreasadenokarzinoms ein
Progressionsmodel aufgestellt (Hrubaret al, 2000). Danach entstehen
Pankreasadenokarzinome aus normalen Pankreasghmegggien, aus denen schrittweise
Uber kleinste Vorlauferlasionen ein maligner Tureatsteht. Im Verlauf durchlauft das

normale muzinproduzierende Gangepithel vier higfiglthe Stadien, Gber dmancreatic
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intraepithelial neoplasias (PanINs) bis zum malignen, infiltrativen

Pankreasadenokarzinom.

1 1
Normal PanIN-1A" PanIiN-1B = PanIN-2 PanIN-3

Her-2/neu pl6 p53
K-ras DPC4
BRCA2

Abb. 1: Progressionsmodelldes Pankreaskarzinoms.Aus dem normalen Epithel der Pankreasgénge
entwickelt sich Uber verschiedene Stadien von Vdeid&sionen sogpancreatic intraepithelial neoplasias
(PanINs), die verschiedengradige zytologische uctiikturale Atypien aufweisen, ein Karzinom. lend
frihen Stadien sind Punktmutationen Karas-Protoonkogen nachweisbar, in spateren Stadien lkmm
Inaktivierungen von Tumorsupressorgenen, zunachetpd6 in spateren Stadien vgmb3 DPC4 und
BRCAZ2hinzu (nach Hrubaat al, 2000).

Bereits in den frihen Stadien (PanIN-1A und PanBY-die nur minimale Veranderungen
der Epithelstruktur aufweisen, konnten in 50% détlg-aktivierende Mutationen im
Kodon 12 desK-ras-Gens und eine Uberexpression des EGF-Rezeptors-2AfR
nachgewiesen werden (Dat al, 1996; Caldaset al, 1994). Frihe PanIN Lasionen
konnten auch bei Patienten mit normalen Pankreasgevaber mit einer chronischen
Pankreatitis, nachgewiesen werden (Hruégal.,, 2000; Adsay, 2005; Tanakaal, 2006;
Hezelet al; 2006). In den héheren PanIN Stadien konnte zliskiteine Inaktivierung des
Tumorsuppressorgensl 6 (Wilentz et al, 1998) beobachtet werden. Im fortgeschrittenen
Stadium PanIN-3, dentarcinoma in situ,weisen die L&asionen einen Verlust der
Tumorsuppressorgenb3, DPC4 und BRCA2auf (Pellegatat al, 1994; Goggin®t al,
2000; Wilentzet al, 2000). Da aktivierend&-ras-Mutationen bereits im frihen Stadium
der Zellveranderung im Pankreasgewebe auftreteretwa 90% der Adenokarzinome des
Pankreas diese Mutation aufweisen (Almoguerea al, 1998), wurden die
Pankreaskarzinomzelllinie PANC-1 als Modelsystemn kuntersuchung der speziellen

Funktion in der Umwandlung von normalen Epithekzelzur Karzinomzelle, ausgewahlt.
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Ein tieferes Verstandnis der molekularen und gsokeén Veranderungen vom normalen
Gangepithel zur malignen Umwandlung und Metastasgrdes Pankreasgewebes ist
notwendig, um neue und effektive Therapien fir dakenokarzinom des Pankreas

etablieren zu kdnnen.
1.2 Molekulare Grundlagen des Pankreasadenokarzinoms

Die im Pankreaskarzinom haufigsten beschriebenaptgehen Verdnderungen betreffen
das Protoonkogen Kas (Hrubanet al, 2000) und die Tumorsuppressorg@i® undp53
(DiGiuseppeet al, 1994; Huanget al, 1996; Khalid, 2009). Punktmutationen im Kodon
12, seltener auch im Kodon 13 oder 61, der Protogaeke K-, N,- und Has fihren zur
Bildung von konstitutiv aktiven Onkogenen (Bos, &P8 Diese Punktmutationen
beinhalten einen Basenaustausch von GGT zu GAT, @ddr CGT, der zu einem
Aminosaureaustausch von Glycin zu Asparaginsauaiin\oder Arginin fihrt (Laghi et
al., 2002). Aktiveras-Onkogene lassen sich in vielen maligne Tumoremwadsen:

Tabelle 1: Haufigkeit der aktivenras-Onkogene in Malignome:

_ Haufigkeit der aktiven ras- )
Maligner Tumor Literatur
Onkogene (%)
_ Bos, 1989; Caldas, 1994;
Adenokarzinom des Pankreas 80-93%r &)y
Almoguerraet al, 1988
Kolorektales Karzinom 50% (IKas) Forresteet al., 1987
Adenokarzinom der Lunge 33% (tas) Rodenhuist al,, 1988
Akute myeloische Leukamie 30% (fds) Janssemet al., 1987
Blasenkarzinom 10% (lras) VisVanatharet al,, 1988
Nierenkarzinom 10% (Has) Fujitaet al, 1988

Eine Mutation im Kras-Protoonkogen reicht jedoch nicht aus, um eine maqgisch und
genetisch intakte Pankreaszelle in einen maligne@iné&yp umzuwandeln (Bos, 1989;
Khalid, 2009). Etwa 70% der Pankreaskarzinome wezsesatzlich eine Inaktivierung des
Tumorsuppressorgeng53 auf, die durch eine Deletion oder Mutation einen
Funktionsverlust hervorruft. Andere Tumorsuppregseoe, wie SMAD4, ein Regulator
von TGFf (transforming growth factogs)-abhangigen Signalwegen, od&l6 und p53
konnen ebenfalls betroffen sein (Perugghal, 1998; Laghiet al, 2002). Mutationen des

p53 Tumorsuppressorgens kommen in mehr als 50% dendk@dezinome des Pankreas
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vor (Rozenblumet al, 1997) und fuhren im hochgradigen PanIN-3 zu Ahadie,
starken zellularen Atypien und Bildung einesrcinoma in situ (Hrubanet al, 2000;
Haradeet al, 2002)

1.3 Die Ras-Proteine

Ras-Proteine gehéren zur Gruppe der membranassori@uaninnukleotid-bindenden
Proteine. Ihre Funktion ist die Transduktion vogrialen membranstandiger Rezeptoren
an intrazellularen Signalkaskaden, indem sie aldekutare Schalter zwischen einer
inaktiven GDP-gebundenen und einer aktiven GTP-gébnen Konformation wechseln
(Giehl, 2005). Humane Zellen enthalten (ber hundestschiedene GTP-bindende
Proteine, die in 5 Superfamilien eingeteilt werd&as Rho, Rab, Sarl/Arf und Ran
Superfamilie (Takaet al, 2001; Giehl, 2005). Zu den klassischen Ras-Rrejelessen
Name sich vonrat sarcomaableitet, gehoren H (Harvey)-Ras, N (NeuroblasjeRes
und K (Kirsten)-Ras, mit den zwei Splei3-VarianteiRas4A und K-Ras4B (Wennerberg
et al, 2005). Ras wirkt als Bindungsglied zwischen menbtéandigen Rezeptoren wie
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs) oder G-Protein-ggiate Rezeptoren (GPCRs), und
nachgeschalteten zellularen Signalkaskaden (Gaehdl, 2000; Janssen, 2003; Giehl,
2005). Der Austausch der gebundenen Guaninnukksotiér sogenannte GDP/GTP-
Zyklus, wird durch 2 Klassen von Regulatorproteinéenguanine nucleotide exchange
factors (GEFs) und denGTPase-activating proteingGAPSs), reguliert und dadurch
tausendfach beschleunigt (siehe Abb. 2). GEFs ya&kn den Austausch von GDP
gegen GTP und aktivieren somit die Ras-Proteine(fdf u Chardin, 1999; Giehl, 2005).
GAPs erhdhen im GDP/GTP-Zyklus die intrinsische @Jé>Aktivitat und beschleunigen
die Hydrolyse zu GDP und somit die Uberfiihrung ndnaktiven Zustand deRas-

Proteine (Donovaset al., 2002).
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Ligand

Rezeptor @

!

Guaninnukleotid-
Austausch

GTP GEFs GDP

inaktiv m @ aktiv
GDP GTP
P GAPs l

GTP-Hydrolyse Effektoren

Abb. 2: Der Ras-GDP/GTP-Zyklus.Ras wird durch den Austausch von GDP gegen GTiRieitt Dieser
Schritt wird durch GEFsgluanine nucleotide exchange facjokatalysiert, welche rezeptorvermittelt durch
extrazellulare Signale aktiviert werden. Durch Hyfgse von GTP zu GDP wird aktives Ras wieder imsei
inaktive Form Uberfiihrt. Diese Reaktion wird du@APs GTPase-activating proteifikatalysiert (Giehl,
2005).

Im aktiven Zustand kénnen Ras-Proteine mit Effgktoteinen interagieren. Dieses sind
Proteine, die bevorzugt an die aktive, GTP-gebuaddform von Ras binden und das
Signal weiterleiten (Herrmanet al, 2003). Im inaktiven Zustand kann Ras nicht mit
Effektoren wechselwirken. Mehr als zehn solchereEffrproteine sind heute bekannt.
Einige der wichtigsten und meist untersuchten E&edn sind Raf-Kinasen (Dhilloet al.,
2002), PI3-Kinasen phosphatidylinositol 3-kinasegWymann et al, 2003), RalGEF
(Wolthuis et al, 1998; Gonzalez-Garciat al, 2005), AF-6 (Kuriyameaet al, 1996),
Norel/RASSF (Vavvaset al, 1998), MAPK/ERK fnitogen-activated protein
kinase/extracellular signal-regulated Kinas€),ange-Carter und Johnson, 1994), Rinl
(Han und Caolicelli, 1995), Phospholipase C eps{lBhCe) (Kelley et al, 2001) und die
Proteinkinase C zeta (PKL(Diaz-Mecoet al., 1994).
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</

Proliferation / \ .Apoptose

Transformation Zellzyklusarrest
Proliferation ?

Zytoskelett

Transformation
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Membran-Transport

ZeII Zell-Kontakte

Transformation Proliferation

Differenzierung Differenzierung
Migration
Apoptose

Abb. 3: Ubersicht der bisher bekannten Ras-Effektoproteine und deren biologische Rolle in humanen
Zellen (Ehrhardtet al, 2002)

Die Halbwertzeit eines von Raseitergeleiteten Signals wird durch die Bestehensda
der aktiven Form bestimmt. Wird diese, durch veedne Mechanismen, verlangert,
kann die nun unregulierte Antwort zu verschiedep&tmologischen Veranderungen in der
Zelle fuhren. Aktive, GTP-gebundene Ras-Proteinatridlieren zahlreiche biologische
Funktionen, wie das Zellwachstums und die Proltfera(Martin und Blenis, 2002; Giehl,
2005), die zellularen Differenzierung, die Apoptosend die Ausbildung der
Zellmorphologie (Downward, 1998). Eine weitere bgische Rolle der Ras-Proteine ist
die Regulation der Migration und der Zellmotili{&iehl, 2005). Die Aktivierung der Ras-
Proteine bewirkt eine Reorganisation des Aktin-Bigdetts mit begleitendem
Zelladhasionsverlust und erhohter Matrix-Metalldpesen-Aktivitat (Wells, 2000; Giehl,
2005).

1.4 Struktur der Ras-Proteine

Drei ras-Gene auf unterschiedlichen Genloci wurden im mieindeen Genom
identifiziert: Hras (Chromosom 11 — 11p15-p15.5),r&ls (Chromosom 1 — 1p22-p32)
und K+as (Chromosom 12 — 12pl2.1-pter) (Barbacid, 1987)zteees wird in zwei
alternative Varianten gespleif3t: K-Ras4A und K-HBsdie sich in den letzten, durch
Exon 4 kodierten, 25 Aminosduren unterscheiden &Bal 1987; Khosravi-Faet al,
1998). Dieras-Gene sind hoch konserviert und ubiquitar exprimi®a K-Ras4A in

humanen Zellen nur in sehr geringem Mal3e exprinngd (Shimizuet al, 1983), wird in
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dieser Arbeit der Begriff ,K-Ras" als Synonym furRas4Bverwendet. Die vielRas-
Proteine haben eine Molekularmasse von 21 kDa,eivesn Aminosaurengehalt von 189
Aminosauren fir H-Ras, K-Ras4A und N-Ras, und v88 Aminosduren fur K-Ras4B
entspricht. In ihrer Aminosédurensequenz weisen a&iler Ras-Proteine eine hohe
Homologie auf. Die ersten 85 Aminosauren sind laralier Ras-Proteine gleich und die
daran anschlieRenden 80 Aminosduren weisen eingeBegdentitat von 85% auf. Es
konnte gezeigt werden, dass die ersten 166 Amimesawn Ras fur dessen biochemische
Eigenschaften notwendig und hinreichend sind. Defe@ninale Anteil ist fur die
Lokalisierung der Ras-Proteine an der Plasmamemin@wendig. John und seine
Arbeitsgruppe gingen davon aus, dass die Ras-Reotéemzufolge nicht direkt mit
anderen Proteinen interagieren kénnen (Jethal, 1989). Diese Hypothese konnte von
Paz und Mitarbeiter und Elad-Sfadia und Mitarbeitezht bestatigt werden. Die zwei
Arbeitsgruppen identifizierten bereits 2001 und 20@ue Bindungspartnern fur die Ras-
Proteine. So bindet Galektin-1 bevorzugt an aktiteRas-GTP (Pazt al, 2001),
wahrend Galektin-3 selektiv mit K-Ras-GTP intera{&lad-Sfadieet al, 2004).

In ihrer Primarsequenz weisen dRas-Proteine sechs hochkonservierte Domanen aaif: dr
Phosphat- und Magnesium-bindende Sequenzelemevite3PAS 10, 17, 35, 57-61) und
drei Guaninbase-bindende Sequenzelemente (G1-32&S116-119, 145-147). Diese
Doménen vermitteln die Bindung der Guaninnukleot&i2P und GTP (Wittinghofer und
Waldmann, 2000). Die Anderung der raumlichen Strukton zwei weitere Regionen,
Switch I(As 30-36) undswitch 11 (As 60-67), bewirkt wahrend der Bindung von GTReei
Konformationsanderung d&asProteine (Wittinghofer und Waldmann, 2000). Diesét

hochkonservierten Regionen sind allen Reis-Proteine gemeinsam.
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Abb. 4: Schematische, lineare Darstellung der Prim&truktur von Ras-Proteinen. Die abgebildete
schematische Struktur der Ras-Proteine zeigt dieolmgen Regionen von AS 1-85 und 86-165 mit den
darin enthaltenen konservierten Bereichen G1-3 Rkd -3 (G = Guaninbase-bindendes Sequenzelement;
PM = Phosphat- und Magnesium-bindendes Sequenzefgndée fur die Bindung von Guaninnukleotiden
verantwortlich sind. Die C-terminale hypervariableméne von AS 166-188/189 ist fur die Lokalisatear
Ras-Proteine entscheidend, da hier eine posttteorsdde Prenylierung stattfindet, durch die eine
Verankerung der Ras-Proteine in der Plasmamembrambglicht wird (verandert nach Hancock,

2003).Abkirzungen: C: Cystein; A: aliphatische Aosaure; X: beliebige Aminosaure.

Die grof3ten Unterschiede in der Aminosauresequefinden sich auf der C-terminalen
Region (AS 166-188/189). Diese Region, die soget@ahypervariable Domane, umfasst
je nach Ras-Isoform 23 oder 24 Aminosauren untlirstlie subzellulare Lokalisation der
Ras-Proteine notwendig. Alle vier Ras-Proteine wardls |6sliche zytosolische Vorlaufer
synthetisiert. Diese erfahren eine posttransiteiaenylierung, die eine Verankerung der
Ras-Proteine in der Membran ermdéglicht (Hancock32@nd in drei Schritten erfolgt: (i)
Farnesylierung des Cystein-Rest am C-Terminalen AXGMotivs (C = Cystein, A =
aliphatische Aminosaure, X = beliebige Aminosaieiss et al., 1990); (ii) Proteolyse der
letzten drei Aminosaurenreste —AAX durch die Casip@ptidase Rce 1 (Ottet al,
1999); (iii) Methylierung der Carboxylgruppe desién farnesylierten Cysteins durch die
Isoprenyl-Carboxymethyltransferase lcmt (Winter-Wamd Casey, 2005). Chiu und seine

Arbeitsgruppe konnten auf’erdem zeigen, dass diealisekon von Ras nicht
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ausschlielRlich auf die Plasmamembran beschrénktsestdern Ras-Proteine auch an
Endomembranen lokalisiert sind (Clatial, 2002).

1.5 Isoform-spezifische Funktionen der Ras-Proteine

Obwohl die vier Ras-Proteine eine Aminosaureseqdenatat von 85% aufweisen
(Shieldset al, 2000; Giehl, 2005), werden mehr und mehr Unteeste zwischen den
Ras-Isoformen entdeckt, die auf spezifische Funkinodeuten.

Die besondere und einzigartige Rolle von K-Ras wutdrchknock-owtExperimente an
Mausen gezeigt. Die Deletion desr&s-Gens ist bereits embryonal letal. Die Tiere zeigen
schwere kardiale Stérungen und weisen neuronaleri@zgtionen auf (Koert al, 1997).
N-ras-knock-ouiMause und FRas-knock-ouMause dagegen weisen Kkeine
phanotypischen Veranderungen auf, werden lebendorgeb und zeigen Kkeine
Beeintrachtigung in der Entwicklung, dem Wachstumd aler Fertilitat (Umanoféet al,
1995; Estebamet al, 2001). Interessanterweise zeigen Doymelek-outMause (Genotyp
N-Ras/H-Ras") ebenfalls ein normales Wachstum und eine norntadwicklung
(Estebaret al, 2001).

Weitere Hinweise auf Isoform-spezifische Funktiordar Ras-Proteine ergaben Studien
zur Lokalisation in der Plasmamembran. Es konnieige werden, dass K-Ras4B in den
sogenannten non-raftDomanen nachweisbar ist, wahrend H-Ras sowohl in
cholesterolreichen Strukturen, dgpid-rafts-, als auch imon-raftDomanen lokalisiert ist
(Prior et al, 2001). Die unterschiedliche Verteilung vonRas in der Plasmamembran
stellt einen dynamischen Prozess dar, da die Erfgtdas aktiven H-Ras Anteils zu einer
vermehrten Lokalisation von H-Rasnon-raftDoméane fuhrt (Prioet al, 2001 und 2003;
Niv et al, 2002).

Als weiteren Unterschied zwischen den einzelnen-MRateinen wurden Isoform-
spezifische Ras-Effektorproteine identifiziert. dOS-7-Zellen kommt es nach transienter
Expression von konstitutiv aktivem H-Ras(G12V) \alem zur Aktivierung der PI3-K,
wahrend K-Ras4B hauptsachlich Raf-1 aktiviert (Mral, 1998). Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass die Expression von konstiakiwvem K-Ras4B in COS-7-Zellen zu
einer Steigerung der Migration fuhren kann, wahrdied Expression von aktivem H-Ras
und N-Ras nur minimalen bzw. keinen Einfluss aef Migration hat (Voiceet al, 1999).
AulRerdem wurde RasGRF als ein GEF identifiziert, geezifisch H-Ras aktiviert (Jones
et al, 1998). SmgGDS aktiviert dagegen bevorzugt K-Bafrita et al, 1993). Die
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Arbeitsgruppe von Vos konnte mittals vitro-Bindungsstudien zeigen, dass in humanen,
embryonalen Nierenzellen das Tumorsupressor-Pr&@@8SF2 mit K-Ras4B, nicht aber
mit H-Ras interagiert (Vost al, 2003).

In der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Klaudia Giehinkbe auRerdem gezeigt werden, dass
die Expression von EGFP-K-Ras(G12V) in den Pankaasmomzellen PANC-1 zu einer
Erh6hung der Migration und Invasion fuhrt.

In Anbetracht der in dieser Arbeit dargestelltenttieh erhéhten Migration und Invasion
EGFP-K-Ras(G12V)-exprimierender PANC-1-Zellen kagewon ausgegangen werden,
dass das aktive K-Ras nicht nur in der Tumoringraim Pankreas eine wichtige Rolle
spielt, sondern auch an der Progression des Pumérs mit Entwicklung eines invasiven
Phanotyps und an der Metastasierung maf3geblicHigpeitt (Dreissigackeet al, 2005).

Des Weiteren binden die vier Ras-Proteine unteesltich an verschiedenen
Bindungspartner. So bindet Galektin-1 bevorzugaldives H-Ras-GTP (P&t al, 2001),
wahrend Galektin-3 selektiv mit K-Ras-GTP interag{&lad-Sfadiaet al, 2004). Bei all
diesen Beobachtungen muss jedoch berlcksichtigiemerdass die Isoform-spezifische
Bindung von Ras-Proteinen sehr stark vom ZelltygmvOrgan und der Spezies abhangig
sind. Es konnte gezeigt werden, dass im humanertei8yder Ras-Ral-Signalweg ein
wichtiger Effektorsignalweg bei der Transformatigan Zellen, wogegen im murinen
Systemen der Ras-Raf-Signalweg starker transfoemiemwirkt (Ellis und Clark, 2000;
Hamad et al, 2002). Des Weiteren konnten Unterschiede im Wonken
unterschiedlicher Ras-Mutationen in bestimmten Tiemmachgewiesen werden. Es findet
sich keine gleichmalige Verteilung zwischen denieniéih Genen Has, K-ras und N-
ras, sondern es zeigt sich vielmehr, dass eine Koraglation Tumortyp und mutiertem
ras-Gen existiert (Boset al, 1989). Die unterschiedliche Verteilung der muée ras-
Gene und deren Haufigkeit in verschiedenen Tumertygeigt Tabelle 1. Diese Befunde

deuten auf eine besondere Rolle von K-Ras in darofgenese hin.

1.6 Die Galektine

Galektine gehoren zu der phylogenetisch konseendramilie der Lektine, die spezifisch
B-Galaktoside binden, in der Regel Glukokonjugate &N-Azetyl-Laktosamin-Reste
enthalten, (Cooper, 2002; Lahshal, 2004; Liu und Rabinovich, 2005). Die Lokalisatio
der Galektine wurde sowohl in verschiedenen Gewetben Sdugetiere als auch in

Schwammen, Nematoden, Insekten, Fischen und Vogatingewiesen. Da Galektine
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wahrend der Evolution erhalten blieben und einequibire Verbreitung im Tierreich

aufweisen, kann vermuten werden, dass diese urtehtbefir das Leben sind. Funfzehn
Mitglieder der Galektin-Familie wurden im Tierreiblis heute entdeckt. Einige von ihnen
sind ubiquitéar verbreitet, wahrend andere gewelzsfspeh, nur in bestimmte Organe

nachweisbar sind (Cooper, 2002).

Tabelle 2: Lokalisation der Galektine im menschlicen Organismus (Rabinovichet
al., 2002)

Abkirzungen: BHL fovine heart lectiy CBP 35 ¢arbohydrate-binding proteiB5kDa), GRIFIN @alectin-
related interfiber proteijy PP-13 placental tissue protein 3L (lectin).

Galektin | Synonymbezeichnung Lokalisation

-1 L-14, BHL, Galaptin | Ubiquitdr, haufig in Lymphknoten, Milz, Thymus, Pénta,
Prostata, Makrophagen, B- und T-Lymphozyten, Tumore

-2 - Gastrointestinaltrakt, Tumoren

-3 Mac-2, L-29, CBP-35 haufig in Tumorzellen, Mahagen, Epithelzellen,
Fibroblasten, aktivierte T-Lymphozyten

-4 - Gastrointestinaltrakt

-5 - Erythrozyten

-6 - Gastrointestinaltrakt

-7 - Hautzellen, Tumoren mit epidermaler Herkunft

-8 - Leber, Prostata, Nieren, Herzmuskel, LungdyiBe Tumoren

-9 Ecalektin Thymus, T-Lymphozyten, Nieren, Hodgkymphom

-10 Charcot-Leydenrystal | Eosinophile und Basophile

protein

-11 GRIFIN Augenlinse

-12 - Adipozyten

-13 PP-13 Plazenta

-14 - Eosinophile

-15 - Uterus

1.6.1 Struktur der Galektine

Galektine enthalten eine oder zwei identische Dametwa 130 Aminoséauren), die fur
die Kohlehydratbindung verantwortlich sind und @&Ds ¢arbohydrate recognition
domaing genannt werden. Abhangig von der Anzahl dieseDE€®Rerden die Galektine in

drei Gruppen eingeteilt: (i) Galektin-Prototypent miner CRD, die auch als Homodimer
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existieren kbnnen: Galektin-1, -2, -5, -7, -10,,-1113, -14 und -15; (ii) Galektine mit zwei
CRDs (andem repeaiyp), die durch eine 5-70 Aminoséauren lange Poltigkptte
verbunden sind: Galektin-4, -6, -8, -9 und-12 unij Galektin-3, das zur Gruppe der
chimaren Galektine gehort und nur eine an eineirproblyzin-, und tyrosinreiche
Polypeptidkette (=120 Aminosauren) gebundenen CRDa& (Liu und Rabinovich,
2005).

Prototypical Chimeric Tandem repeat
Galectin-1 Galectin-3 Galectin-4
Galectin-2 Galectin-8
Galectin-7 Galectin-9
Galectin-10 Galectin-12
Galectin-13
Galectin-14

Abb. 5: Schematische Darstellung der drei untersckdlichen Gruppen der Galektine Galektine werden
abhangig von der Anzahl der enthaltenen CRDs in@reppen eingeteilt: (i) Galektin-Prototypen miter
CRD (Galektin-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 wid); (ii) Galektine mit zwei CRD&ndem repeatlyp
(Galektin-4, -6, -8, -9 und-12) und (iii) Galektt-das zur Gruppe der chiméaren Galektine gehdrtaimel
CRD an einer 120 Aminoséauren langen Kette ent@&ltr(ming und Liu, 2009).

Die 15 Gene, die fur die Galektine kodieren, weraés LGALS (ectin, Galactoside-
binding, solublg bezeichnet (Barondest al, 1994; Farmeret al, 2008). Durch
unterschiedliches SpleiRen wahrend der Transkriptentstehen weitere Galektin-
Isoformen. So konnte gezeigt werden, dass es nigmesechs verschiedene mRNAs fir
das humane Galektin-8 gibt. Diese Isoformen kdonwerschiedene Lokalisationen und
isoformspezifische Funktionen im Organismus haldmlich zu Galektin-8 weisen auch
Galektin-4 und -9 mehrere Isoformen auf (Baronetes., 1994, Leffleret al,, 2001).

Des weiteren konnte gezeigt werden, dass jedeglamtalektin spezifisch die Bindung
zu bestimmten Kohlenhydrate bevorzugt (Brewer, 2002 CRDs der Galektine sind aus
funf oder sechs antiparallelep-Faltblattern aufgebaut und die CRDs der dimeren
Galektine sind durch eine zweifache axiale Rotatg@nkrecht zur planaren Seite fer
Faltblatter gebunden (Barondetsal, 1994, Leffleret al, 2001).
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a
b
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Galektin-1 -NLCLHENNPRFNAHGD----- ANTIVCNSKD-GGAWGTEQRE

Abb. 6: Schematische Darstellung der Struktur der @lektine am Beispiel des Galektin-1 (a)
Kristallographische Struktur von Galektin-1 wéhreder Bindung an Laktose. Galektin-1 ist als Dimétr m
den Farben blau und gelb aus zwei verschiedenespé&ldgiven dargestellt (links: seitliche Darstellung
rechts: 90° gedrehte Darstellund)) Interaktion zwischen Laktose und den Aminosaursteredes CRDs
des Galektin-1. Im linken Bild ist die CRD an Lag#o gebunden und im rechten Bild ungebunden
dargestellt;(c) Primare Struktur des humanen Galektin-1. Die an Riedung des Zuckers beteiligten

Aminoséauren sind hervorgehoben (Cumming und Li®920

1.6.2 Biosynthese und Sekretion der Galektine

Galektine kdnnen im Nukleus, im Zytoplasma, an Bessmamembran und extrazellular
nachgewiesen werden. Alle Galektine werden im Zgmipa der Zellen synthetisiert,
interagieren dort mit verschiedenen intrazellularelganden und koénnen somit
verschiedene Signaltransduktionswege beeinflussBme wichtigsten intra- und
extrazellularen Liganden der Galektine, am Beispérl am meist untersuchten Galektine,
Galektin-1, -3 und -8, sind in Tabelle 3 aufgeflihrt
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Tabelle 3: Intra- und extrazellulare Liganden von Galektin-1, -3 und -8 (Okaet al.,
2004):

Abkirzungen: Lamp-1 und -2y6osome-associated membrane proteins 1 3pB@-2 B-cell lymphoma 2

Extrazellulare Liganden Literatur

Galektin-1

Karzinoembryonéres Antigen (CEA) und

Lamp-1 und -2 Ohannesiaet al, 1994

Laminin und Fibronectin Zhou und Cummings, 1993

Thy-1 Antigen und CD 45 Symonset al,, 2000

a7B1 Integrin Guetal, 1994

Complement Rezeptor 3 (CR3) Avni et al, 1998
Galektin-3

Karzinoembryonéres Antigen (CEA) Ohannesiaet al, 1995

Laminin und Fibronectin Sato und Hughes, 1992

Tenascin, neuronale adhéasive Glykoproteimhd

Myelin-bindendes Protein Probstmeieet al, 1995

Mac-2-bindendes Protein Rosenbergt al, 1991

Bl Integrin Ochienget al, 2001
Galektin-8

a3p1 Integrin Hadariet al., 2000

Intrazellulare Liganden Literatur

Galektin-1

Gemin-4 Parket al, 2001

H-Ras Parket al, 2001
Galektin-3

Bcl-2 Yanget al, 1996

Zytokeratin Karsten, 1997

Gemin-4 Parket al, 2001

Synexin Yu et al, 2002

N-Ras Elad-Sfadieet al, 2004

K-Ras Elad-Sfadieet al, 2004,

Asheryet al,, 2006

Durch einen nichtklassischen, noch nicht entsckltms Sekretionsweg, der das
endoplasmatischen Retikulum und den Golgi Appamageht, passieren die Galektine die

Plasmamembran und kdénnen extrazellular an die Matder an die Plasmamembran
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binden. Es scheint allerdings, dass jedes einz8alektin auf unterschiedliche Weise
sekretiert wird und sich der Sekretionsmechanisuwmus Zelltyp zu Zelltyp unterscheidet
(Hughes, 1999, Breweet al, 2002). Am Beispiel des Galektin-1 wurden zwei
Sekretionshypothesen aufgestellt. Zum einen kon@@ektin-1 durch spezifische
transmembranar€arrier aus der Zelle exportiert werden (Clevets al, 1996). Zum
anderen  konnte  Galektin-1  durch einen noch unbekann apokrinen
Sekretionsmechanismus nach Ansammlung in kleinestfilmingen der Plasmamembran
und durch extrazellulare Vesikel externalisiert desr (Cooper, 1997). Extrazellular
lokalisierte Galektine binden an ihren CRDs spseifip-Galaktoside (Cooper, 2002;
Lahm et al, 2004; Liu und Rabinovich, 2005). Eine Bindungnvatrazellularen
Galektinen arp-Galaktoside ist nicht nachweisbar, was zu der lthgse fihrt, dass die
Galektine andere, noch nicht naher charakterisieuektionen im Zytoplasma austiben
(Breweret al, 2002).

Binding,
cross-linking, and
stabilization

Galectin
receptor

[ 1 g _> V » 4—»
_ Folding?
- Chaperones? )

P

Exported
folding

intermediate? .
Monomer Dimer
Out \% 4&‘
R R T e R T A R L
In \ "
Stimulated secretion/
export? unfolding?
\ / ™,
)

Galectin monomer Galectin dimer

Folding?
Chaperones?

Free ribosome

Abb.7: Der vermutete Biosyntheseweg von humanem Galltin in der Zelle: Die mRNA des Proteins
wird an freien Polysomen im Zytoplsam gebildet. Das entstandene Protein kann mit Kohlenhydraten un
andere zytoplasmatischen Proteinen interagierere Bekretion aus der Zelle erfolgt durch einen
nichtklassischen Weg, der das endoplasmatischektR@ti und das Golgi Apparat umgeht. Das nun

extrazellulare Protein kann mit Liganden an dersP@membran und in der extrazellularen Matrix

interagieren (Cumming und Liu, 200! O (Galaktose),. (N-Azetyl-Glukosamin)
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1.6.3 Funktion der Galektine

Galektine Uben eine duale Funktion im menschlicBeganismus aus. Als intrazellulare
Proteine kdnnen diese mit zytosolischen und nukle&roteinen interagieren und somit
verschiedene Signaltransduktionswege und Genexpnsssrgange beeinflussen.
Extrazellulare Galektine hingegen interagieren aer dPlasmamembran und der
extrazellularen Matrix mit verschiedenen Glykopnoém, die die entsprechenden
Oligosaccharid enthalten missen (Rabinovich, 200Ret al, 2002; Ochiengt al, 2004;
Elola et al, 2007). Diese verschiedenen intra- und extralZe#n Bindungspartner
verleinen den Galektinen multiple Funktionen. Hiergehdren die Regulierung des
Zellwachstums, der Differenzierung, der Apoptosar, mhalignen Transformation und die
Stimulierung der Zelladh&sion (Gabies al, 1997; Perilloet al, 1998; Kaltneret al,
1998; Hugheset al, 2001). Verschiedene Studien konnten die wichtiy@le der
Galektine in der Tumorgenese zeigen. Galektindyesgndere Galektin-3 begunstigen die
Zelltransformation zum metastatischen Phanotyp daslZellwachstum von Tumorzellen
indem sie diese vor immunologischen Angriffen sgbiit(Barondest al, 1994; Perilloet

al., 1998). AuRerdem kbnnen Galektine die Immunmdoiuiaund die Inflamation (Levy
et al, 1983; Offneret al, 1990; Yamaoka&t al, 1995), sowie die Embryogenese und die
Reproduktion (Poirieet al, 1992; Iglesiagt a.| 1998a und 1998b) beeinflussen.

1631 Die Funktion der Galektine in der Tumorgenge und Metastasierung

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werders déiglieder der Galektin-Familie
haufig in Tumorzellen Uberexprimiert werden undsodas Ausmald der Expression mit der
Tumorprogression und der Metastasierung korreligéinige Galektine und deren
Expression in den Tumorzellen kdnnen als Progn&smfaund zur Therapiekontrolle
genutzt werden. Interessanterweise konnte gezeigiem, dass sich die Lokalisation der
Galektine wéhrend der Transformation zur Tumorzedgandert, zum Beispiel vom
Nukleus ins Zytosol (van den Brugt al, 2004).

Die neoplastische Transformation der Zelle ist émmulative Reihe von Ereignissen, die
die Dysregulation der Zellwachstumsmechanismen, Aleoptose und des Zellzyklus
beinhaltet. FUr Galektin-1 und Galektin-3 konntezejgt werden, dass diese die
Transformation zum Tumorphéanotyp in multiplen Ze#a initialisieren konnen.

AulRerdem zeigen Untersuchungen, dass die Inhibitam Galektin-3 in Brustkarzinom-
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und Schilddriisenkarzinomzellem vitro eine Inhibierung der typischen malignen
Transformation verursacht (Abb.8 (a))(Yamaadtaal, 2000; Yoshiet al, 2001). Die
Mechanismen, durch die Galektine die Transformatiomm malignen Phéanotyp
beeinflussen sind nur im Ansatz entschlisselt. @mte gezeigt werden, dass Galektin-1
und Galektin-3 mit Ras-Proteinen interagieren (&%aal, 2001; Elad-Sfadiat al, 2004).
Kloog und seine Arbeitsgruppe konnten zeigen, das8indung von Ras-Proteinen an die
Plasmamembran nur in Anwesenheit von Galektinettfistden kann (Kloog und Cox,
2004). Galektin-1 bindet hauptsachlich an H-Rasz (Baal, 2001), hingegen bindet
Galektin-3 hauptsachlich an K-Ras und induziert Aigivierung von Rafl und PI3K
(Elad-Sfadieet al., 2004).

Der Einfluss der Galektine auf die Apoptose wurdgvahl in vivo als auchin vitro
untersucht und bestéatigt. So konnte gezeigt werddsss exogen hinzugefugtes
rekombinantes Galektin, insbesondere Galektin-1Agieptosein vitro sowohl in Zellen
mit normalem Phé&notyp als auch in denen die einatignen Phanotyp aufweisen,
induziert (Abb.8 (c)). Galektin-3 dagegen Ubt esr#i-apoptotische Wirkung aus und
beeinflusst auch die Empfindlichkeit der Tumorzelgegeniber Chemotherapeutika (Liu
et al, 2002). Interessanterweise ist die Wirkung vore@a-3 auf die Apoptose abhangig
von dessen Lokalisation. Ist Galektin-3 im Zytopias lokalisiert Ubt es eine anti-
apoptotische Wirkung aus. Ist es hingegen im Nuklkalisiert, so hat es eine pro-
apoptotische Funktion (van den Brugé al, 2004). Abbildung 8 zeigt schematisch die

Funktion einzelner Galektine in der Tumorgenese.
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Abb. 8: Die Funktion einzelner Galektine in der Tunorgenese Galektine regulieren wichtige Funktionen
in der Tumorgenese, wie die Zelltransformation, Biegulation des Zellzyklus und die Apoptoge)
Transformation: Galektin-1 und -3 kénnen die maligne Transforpratdurch Interaktion mit onkogenen
Ras-Proteinen (H-Ras und K-Ras) und Ras-abhandigmaltransduktionsproteinen (Rafl, ERK 1 und 2,
PI3K und AKT) beeinflussen(b) Regulation des Zellzyklus Galektin-3 beeinflusst die Expression
verschiedener Zellzyklusregulatoren (Cyclin A, B,ubd Zellzyklusinhibitoren (p21/WAF1 und p27/KIP1)
Galektin-1 und -12 beeinflussen den Zellzyklus agiBn der S-Phase und in der G1-Phé&seApoptose
der Tumorzellen: Wéahrend Galektin-1 und-9 eine pro-apoptotischekWig in den Tumorzellen haben, Ubt
Galektin-3 eine anti-apoptotische Wirkung aus. Bi®¢irkung kann durch eine Translokation des Pretein
an die Mitochondrienmembran und durch Interaktiolh imtrazellularen Regulatoren der Apoptose, wie
Bcl2, erklart werden. Der Effekt von Galektin-3 alié Apoptose hangt von dessen Lokalisation abinBef
sich Galektin-3 im Zytoplasma bt es eine anti-dptigche Wirkung aus, befindet es sich im Nukleakds
eine pro-apoptotische Funktion. (Liu und Rabinoy2005).

Abkirzungen: Gal (Galektin); GTP (Guanosintriphasph PI3K (Phosphatidylinositol-3-Kinase); AKT
(protein kinase B ERK1 und 2 éxtracellular signal-regulated kinageM, G1, S, G2 (Phasen des
Zellzyklus); Bcl2 B-cell lymphoma 2.)

Neuere Studien haben eine Rolle der Galektine fnfTdenormetastasierung bestétigt. Die
Metastasierung setzt den Verlust der interzellumlddhasion, die Migration der einzelnen

Tumorzellen und die Bindung an Endothelzellen adeMembranproteine anderer Zellen
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voraus. Da Galektine an membranstandigen Glykopprentebinden kénnen, wird vermutet,
dass diese die Adhasion der Tumorzellen an andeltenZund die extrazellulare Matrix
modulieren.In vitro konnte gezeigt werden, dass durch Hinzufiigen etombinantem
Galektin-1 und -3 die Adhasion von Tumorzellen & ektrazellulare Matrix verhindert
werden kann (Hughest al, 2001; Ochiengt al, 2004; Kuwabarat al, 2004). Losliches
Galektin-8 kann die Adhasion von Tumorzellen anlkZddurplatten inhibieren (Levyet

al., 2001). AuRerdem konnte gezeigt werden, dassk@adedie Motilitdt der Tumorzellen

und die Tumorinvasion beeinflussen (Hittedetl, 2003).

Tabelle 4: Korrelation zwischen der Expression von Galektinen und
Tumorprogression (Okaet al., 2004):
Tumorgewebe Literatur
positive Korrelation
Galektin-1
Schilddriisenkarzinom Xu et al, 1995

Uterussarkom
Kolonkarziom

Gliom

Schwarzet al, 1999
Bresalieret al., 1998
Yamaokaet al, 2001

Galektin-3
Magenkarzinom
Leberkarzinom
Schilddrisenkarzinom

Astrozytom

Lotanet al, 1994
Hsuet al, 1999

Xu et al, 1995
Bresalieret al, 1997

negative Korrelation

Galektin-1

Karzinom in der Hals- und Kopfregion

Choufaniet al, 1999

Galektin-3
Karzinom in der Hals- und Kopfregion
Uterussarkom
Brustkrebs

Pankreaskarzinom

Choufaniet al, 1999
Schwarzet al, 1999
Castronoveet al, 1996
Shimamureet al, 2002

Galektin-8

Kolonkarzinom

Nagyet al, 2002

kontroverse Ergebnisse

Galektin-3

Kolonkarzinom

Lotz et al, 1993; Schoeppnet al, 1995; Ma
und Geng, 2002
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1.6.3.2 Spezifische Funktionen von Galektin-1, -3 -8

Als Mitglied der Prototypgruppe der Galektine etith&alektin-1 zwei antiparallel
gebundeng-Faltblatter und kann in loslicher Form als Homoelirexistieren (Liact al,
1994). Sowohl intra- als auch extrazellular weisalgBtin-1 multiple biologische
Funktionen auf. Die wichtigste Rolle Ubt Galektinkd der Tumorgenese und der
Immunantwort aus. Verschiedene Studien konnterUthierexpression von Galektin-1 in
Tumorzellen bestéatigen. Quantitativ korreliert @alektin-1 Expression in verschiedenen
Tumoren mit einer schlechten Prognose und einenefriiMetastasierung (Liu und
Rabinovich, 2005; Cambgt al, 2006). Diese Beobachtungen sind Folge einerghdur
Galektin-1 vermittelten Steigerung der Zellmigratid\dhasion und Angiogenese (Liu und
Rabinovich, 2005).

Galektin-3 gehort zur Gruppe der chimaren Galektind enthalt in seiner Struktur eine
CRD, die an einer prolin-, glyzin-, und tyrosinteen Polypeptidkette (~120
Aminosauren) gebundenen ist (Liu und Rabinovicl§53)0Die dreidimensionale Struktur
von Galektin-3 weist zwep-Faltblatter, gebildet aus funf bzw. sechs Ketteuf, die
ahnlich wie Galektin-1 und -2 eifleSandwich-Struktur bilden (Seetharaneiral, 1998).
Galektin-3 kann oligomerisieren und membranstandigigkane binden und somit
transmembranare Signalwege initiieren und vietjéltzellulare Funktionen beeinflussen
(Ochienget al, 2004; Liu und Rabinovich, 2005).

In der Tumorgenese hat Galektin-3 eine entschea&naktion. Multiple Studien konnten
zeigen, dass die Expression von Galektin-3 fiurTd@nsformation der Zellen zu einem
malignen Phanotyp und fir das Tumorwachstum unefettzar ist (Liu und Rabinovich,
2005). Die zugrunde liegenden molekularen Mechasiskonnten bislang nicht komplett
entschlusselt werden. Es wird vermutet, dass derdhktion mit onkogenem K-Ras und der
damit verbundenen Signaliibetragung zu Raf und R8¢ Rolle spielen kdnnte (Elad-
Sfadiaet al, 2004; Asheryet al, 2006). Galektin-3 kann die Tumorgenese aufRerdem
durch Regulierung des Zellzyklus und die BindungdaDatenin steuern (Shimura et al.,
2004 und 2005).

Durch alternatives SpleiRen des Galektin-8-Traps&nund durch das Vorhandensein von
drei einzigartigen Polyadenylierungsstellen wurdeshrere Galektin-8 mRNAs entdeckt

(Bidon et al, 2001). Diese kodieren fir mindestens sechs @ai8kisoformen: drei
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Formen, die zwei CRDs und drei Formen, die nur &RD enthalten (Bidon-Wagnet

al., 2004). Galektin-8 ist ein wichtiger Bindungspet fir die Gruppe der Integrine, durch
die die Interaktion mit der extrazellularen Matvermittelt wird und die Zelladhasion und
die Apoptose reguliert wird (Zickt al, 2004).

Untersuchungen zur Funktion von Galektin-8 in dembrgenese und Metastasierung des
Kolonkarzinoms zeigen eine verminderte Galektin-&préssion im Vergleich zu
Kolonzellen mit normalen Phanotyp (Naglyal, 2002). Da exogen zugefuhrtes Galektin-8
in vitro zu einer Suppression der Tumorzellmigration fikann man davon ausgehen,
dass Galektin-8 eine wichtige Rolle im Tumorwachstwnd Metastasierung des
Kolonkarzinoms spielt (Naggt al, 2002).

1.7 Ziel der Arbeit

Die Bedeutung der Galektine fur die Tumorprograssimd die Metastasierung ist bis
heute nur in Ansatzen geklart. Wahrend Galektinelzallmigration und die Tumorgenese
in verschiedenen Organen vermittelt, hat Galekfiatthangig von der Zellart in dem es
produziert wird pro- oder antiapoptotische Eigea$ten. Galektin-8 dagegen wurde eine
wichtige Rolle in der Tumorentstehung und Metastasig im Kolon zugeschrieben. Ein
Ziel dieser Arbeit war die subzellulare Expressison Galektin-1, -3 und -8 in

ausgewahlten Karzinomzelllinien zu untersuchen aodquantifizieren. Des Weiteren

sollte die Expression von Galektin-8 Isoformen @rschiedenen Zelllinien untersucht und
die cDNA der Galektin-8 Isoformen mittels Polymerd&etten-Reaktion (PCR) analysiert.
Zur weiteren Charakterisierung sollten die Gale®ilsoformen transient in der humanen
Pankreaskarzinomzelllinie PANC-1 und die embryomalBlierenzellen HEK 293

exprimiert werden und ihre Interaktion mit Ras-tgafien untersucht werden.
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2. Material und Methoden
2.1 Material
211 Chemikalien

Acrylamidlésung 30 % (m/V)

Agar Agarhigh gel strength
Agarosemolecular biology grade
Ammoniumpersulfat (APS)

Ampizillin, Natriumsalz

Aprotinin (Trasylol® 0,5)

Bacto™ Trypton

BCA™ Protein Assay ReageAt
Bisacrylamidlésung 2 % (m/V)
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat-
Bromphenolblau

Coomassie® Brilliant Blu&® 250
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Dimethylformamid (DMF)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

DMRIE-C Reagent

Dulbeccos’s Modified Eagle Mediu(PMEM)
ECL Advance Blocking Reagent

ECL Advance Western Blotting Detection Kit
ECL Western Blotting Detection Reagent
Essigsaure

Ethanol, p.a.

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure-Dinatriumsalz
(EDTA)
Ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-
N,N,N’,N’-Tetraessigsaure (EGTA)

Roth, Karlsruhe
Serva-Bioproducts, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen

Serva-Bioproducts, Hdiee)

Sigma, Taufkirchen
Bayer, Leverkusen

Becton-Dickinson, Heidelberg
Pierce, St. Augustin

Roth, Karlsruhe

AppliChem, Dartianst

Serva-Bioproducts, Heidelberg
Serva-Bioproducts, Heidelberg

Sigma, Tautkée
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
Serva-Bioproducts, Heidellger
Invitrogen, Groningen, Niederlande
Invitrogen, Groningen, Niederlande
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg

Fluka, Neu-Ulm

Fluka, Neu-Ulm

Genaxis Biotechnology, Spechbach

VWRrstadt

Sigma, Tautken
AppliChem, Darandt
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fotales Kalberserum (FCS)
Geniticin(G-418-Sulfat)

Glukose

L-Glutamin

Glyzerin

Glyzin
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-
ethansulfonsaure (HEPES)
Isobutanol

Isopropanol
Isopropylf3-D-thiogalaktopyranosid (IPTG)
Kalziumchlorid

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamyzin

Kupfer(ll)-sulfat

Leupeptin

L-Glutamin (200 mM)
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Methanol

Natriumazetat

Natriumkarbonat

Natriumchlorid
Natrium-Deoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid
4-Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)
non essential amino acids
OptiMEM |
Penicillin/Streptomycin-Ldsung (10 mg/ml)
Pepstatin A
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Invitrogen, Groningerederlande
PAA Laboratories, Linz, Osterreich
Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
VWR, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Serva-Bioproducts, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Serva-Bioproducts, Heidelberg
PAA Laboratories, Linz, OstEbch
Fluka, Neu-Ulm
Roth, Karlsruhe
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
VWR, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Serva-Bioproducts, Heidelberg
Serva-Bioproducts,dédherg
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Dastadt
Gibco BRL, Paisley, Scotland
Invitrogen, Groningen, Niederlande
PAA Labtories, Linz, Osterreich
Serva-Bioproducts, Heidelberg

Sigma, Tauflien
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Ponceau S

Protein A-Agarose
Rinderserumalbumin (BSA, Fraktion V)
RTU 60 Entwickler/Fixierer
Saccharose

Salzsaure 37% (m/V)
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat-
Toluidinsalz (BCIP)

Transfast Transfection Reagen)

Trichloressigséaure (TCA)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Triton X-100
Trypsin/EDTA-L6sung (0,25 %)
Trypsin-Inhibitor (aus Sojabohnen)
X-Gal

Xylene Cyanol FF

Yeast extracBervabacter (Hefe-Extrakt)

Sigma, Taufkirchen

Roche Diagnostics, Mannheim
Serva-Bioprot, Heidelberg

Adefo-Chemie, Dietzexah
Roth, Karlsruhe

Fluka, Neu-Ulm

AppliChem, bastadt

AppliChem, Dartandt

Promega, Mannheim

Serva-Bioproducts, Hiidegg
USB, Cleare, Ohio, USA

Sigma, Taufkirchen

PAA Laboratories, Ljrsterreich
Fluka, Neu-Ulm

Roche Diagnistics, Mannheim

Sigma, Taufkirchen

Serva-Bioproducts, Eikbierg

Alle weiteren verwendeten und hier nicht angefiihr@hemikalien und Losungsmittel

wurden in p.a.-Qualitat von den Firmen VWR, Darrdst&oth, Karlsruhe, oder Sigma,

Taufkirchen, bezogen.

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Agfa Cronex 5medical x-ray film
Biosphere-Qualitatsspitzen, steril
Kanilen Gr. 18 (0,45 x 25 mm)
Mikro-Schraubrdhrchen (1,5 ml)
Millex-GS Sterilfilter (0,22 pum)
Millex-GS Sterilfilter (0,45 pum)
pu-Saulen

Agfa-Gevaert, Mortsel, Belgien

Sarstedt, Nigoir

Braun, Melsungen

Sarstedt, Numbtech
Millipore Corporain, Bedford, USA
Millipore Corporain, Bedford, USA

Miltenyi-Biotech, Bergisch-Gladbach

Protran® BA85Nitrocellulose Transfer Membran Schleicher & Schuell, Dassel

Pasteurpipetten

Brand, Wertheim
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Petrischalen (& 100 mm)
Pipettenspitzen

Reaktionsgefalle (1,5 ml)
ReaktionsgefalRe (0,5 ml/ 1,5 ml/ 2 ml)
Polypropylenréhrchen

(3,5 ml/ 13 ml/ 15 ml/ 50 ml)
Skalpelle

Tuberkulin-Spritzen (1 ml)
Ultrazentrifugationsgefal3e (1,5 ml)
Whatman® Papier (3 mm CHR)
Zellkulturflaschen (150 cf
Zellkulturschalen (& 100 mm)
Zellkulturschalen (@ 60 mm)
Zellschaber (30 cm)

2.1.3 Rekombinante Proteine

Rekombinantes, humanes Galektin-1

Rekombinantes, humanes Galektin-3

Rekombinantes, humanes Galektin-8

Sarstedt, Numbrecht

Greiner bio-one, Frickenhausen
Sarstedt, Numbrecht
Eppenddgmburg

Sarstedt, Numbrecht

Aesculap, Tuttlingen
Becton-Dickinson, Heiberg
Beckman, Miarch
Schleicher & Schuedisgel
Renner, Dannstadt
Renner, Dannstadt
Becton-Dickinson, Halukrg
Renner, Dannstadt

R&D Systems, hslesn-
Nordenstadt,
Best.-Nr. 1152-GA

R&D Systems, Weleken-
Nordenstadt,
Best.-Nr. 1154-GA

R&D Systems, Weleken-
Nordenstadt,
Best.-Nr. 1305-GA

2.1.4 Prokaryontische und eukaryontische Zellen

2141 Escherichia coli Stamme

One Shdt Chemically Competerscherichia coliTOP 10 (Zero Blurit TOPG® PCR

Cloning Kit, Invitrogen, Karlsruhe)
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Eukaryontische Zelllinien

Tabelle 5: Eukaryontische Zelllinien

ATCC: American Type Culture Collection, ManassaSAU

Zelllinie

Beschreibung

ATCC Nr./
Herkunft

PANC-1

Humane, Pankreaskarzinomzelllinie epitheli
Morphologie (Lieber et al., 1975), bei der eine md
allelische Punktmutation im Kodon 12 dé&sras-Gens
(GGT—GAT) =zum Austausch von Glyzin geg
Asparaginsaure und damit zu einem konstitutiv-aktiiK-
Ras-Protein fuhrt (Giehdt al,, 2000).

aler

n

CRL-1469
en

AsPc-1

Humane duktale Pankreaskarzinomzelllinie, bei dae
Punktmutation im Kodon 12 in beiden Allelen desas
Gens (GGTHGAT) zu einem Austausch von Glyzin geg
Asparaginsaure und damit zu einem konstitutiv &ktii-
Ras-Protein fuhrt (Aoket al, 1997).

&RL-1682

MiaPaCa-2

Humane Pankreaskarzinomzelllinie epithelia
Ursprunges, die sowohl eine Mutation ip53-Gen
(Position 248, CGG TGG), als auch eine Punktmutati
in beiden Allelen de&-ras-Gens enthalt. Letztere fuhrt
einem Austausch von Glyzin gegen Cystein und ha
Folge, dass die Zellen ein konstitutiv aktives KsH

Protein exprimieren (Berrozpst al, 1994).

llen

on
rGRL-1420
zu

a

BxPC-3

Humane Pankreaskarzinomzelllinie, bei der eine kg
im Kodon 220 dep53Gens (TAT>TGT) zum Austausc
von Tyrosin gegen Glyzin fuhrt, die aber keiKeras-
Mutationen aufweist (Gieldt al, 2000; Taret al, 1986).

!

h
CRL-1687

Capan-1

Humane Pankreaskarzinomzelllinie aus e
Lebermetastase eines Adenokarzinoms des Pankred
den CFTR Regulator (cystic fibrosis transmemb
conductance  regulator) exprimieren und ei
magensaureartigen Muzin sekretieren (HollandeEal,
1998).

ner
1S, d
ane

HTB-79
nen

Capan-2

Humane Pankreaskarzinomzelllinie aus einem duk

Pankreasadenokarzinom riitras-Mutation im Kodon 12

alen
HTB-80

27
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(GGT- GTT), die durch den Austausch von Glyzin ge

Valin zu einem konstitutiv aktiven K-Ras-Proteinhftj

(Kalthoff et al, 1993).

gen

PaTu 8902

Humane Pankreaskarzinomzelllinie duktalen Urspriings

(Elsasseet al.,1993b) mit einer monoallelischen Mutatiddr. H.

(GGT-GTT) im Kodon 12

(Niedergethmanet al, 2001).

des K-ras-Geng Marburg

F.

Kern

Sw480

Humane Kolonkarzinomzelllinie aus einem kolorektale

Adenokarzinom im Stadium Dukes B (Leibowt al

1976), die sowohl eine Mutation im Gberexprimien&s-

Gen (Position 273, GA), mit einem Austausch vgn

Arginin gegen Histidin, als auch eine Mutation ir693 CCL-228

Kodon (C-T) mit einem Austausch von Prolin gegen

Serin (Rodrigueset al,. 1990, Weisset al, 1993). Die

Zellen exprimieren c-myc, K-Ras, H-Ras und N-
(Traineret al.,1988).

Ras

PaTu 8988 t

Humane Pankreaskarzinomzelllinie aus e

ner
Dr. H.

Lebermetastase eines Adenokarzinoms des Pankréas mi

K-ras-Mutation (Elsasseet al. 1993).

Marburg

F.

Kern

PaTu 8988 s

Humane Pankreaskarzinomzelllinie aus e

ner
Dr. H.

Lebermetastase eines Adenokarzinoms des Pankréas mi

K-ras-Mutation (Elsasseet al. 1993).

Marburg

F.

Kern

MCF7

Humane Brustkarzinomzelllinie epithelialen Urspreng

aus einer Pleurametastase, eines Adenokarzinom
Brustdrise, die die Fahigkeit haben Estradiol am
zytoplasmatischen Estrogenrezeptor zu binden (Brat

1993). Die Zellen exprimieren onkogenes WNT7B umnd

5 der
de
HTB-22
.

4 (Huguet et al 1994). Das Wachstum der Zellen kann

durch TNFe inhibiert werden (Sugarmaet al. 1985)

HEK-293

Humane, embryonale Nierenzelllinie mit epithelid
Morphologie, die durch Adenovirus 5 (Ad 5) transfoert

wurde (Grahanet al.,1977).

aler
CRL-1573

28
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2.15 Plasmide

Fur die in dieser Arbeit durchgefihrten Versuchedea unterschiedliche Plasmide in
HEK 293- und PANC-1-Zellen transient transfiziédte verwendeten Plasmide sind unten
aufgefiuhrt:

Tabelle 6: Plasmide

Plasmid Herkunft
pcDNA 3.1 (+)/Galektin-8 long diese Arbeit
pcDNA 3.1 (+)/Galektin-8 short diese Arbeit
pcDNA 3/ Kozak-Galektin-8 long diese Arbeit
pcDNA 3/ Kozak-Galektin-8 short diese Arbeit
pPEGFP-C3/K-Ras(G12V) Prof. Dr. Klaudia Giehl, Ulm
pPEGFP-C2/K-Ras(S17N) Prof. Dr. Klaudia Giehl, Ulm
pPEGFP-C2/HA-N-Ras(G12V) Prof. Dr. Klaudia Giehlnul
pPEGFP-C1/H-Ras (Wildtyp) Prof. Dr. Klaudia Giehlny
2.1.6 Enzyme, Transfektionsreagenzien und molekulaiologische
Kits
Alkalische Phosphatase Roche Diagnostics, Mannheim
NucleoSpiff Extraction Kit Macherey-Nagel, Diiren
NucleoSpiff Plasmid Kit Macherey-Nagel, Diiren
REDTaq® ReadyMiX" PCR Reaction Mix Sigma, Taufkirchen
with MgCl,
Restriktionsenzyme Fermentas, St. Leon-Rot
Roche-Diagnostics, Mannheim,
Restriktionspuffer Fermentas, St. Leon-Rot
Roche-Diagnostics, Mannheim
RNeasy Midi Kit Qiagen, Hilden
StrataPrep EF Plasmid Midiprep Kit Stratagene, Heidelberg
T4-DNA-Ligase New England Biolabs,
Frankfurt/Main

TA Cloning Kit Invitrogen, Karlsruhe
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TOPO TA 2.1Cloning Kit

Transfast Transfection Reagent)

DMRIE-C Reagent
2.1.7 Antikorper

2.1.7.1

Tabelle 7: Priméare Antikorper

Primare Antikorper

Invitrogen, Karlsruhe
Promega, Mannheim

Invitrogen, Groningen, Niederlande

Abkirzungen: HRPhorse-radish peroxidasgl1): 0,5 % (m/V) Magermilchpulver in TBS, (2):9% (m/V)
BlockingReagenz (Amersham Biosciences, Freiburg) in TBB1(% BSA in 0,1 % Tween 20 + 1 x TBS
fir SNAP i.d™ (Protein Detection SysterMillipore Corporation, Billerica, MA).

Primare Antikorper Isotyp Herkunft
anti-B-Aktin monoklonal, | Sigma, Taufkirchen
Verdiinnung 1:6000 in (2) Maus Best.-Nr. A 1978
anti-GFP monoklonal, |BioMol (Rockland), Hamburg
fur Immunprazipitation in (3) Maus Best.-Nr. 600-301-215
anti-GFP-HRP monoklonal, | Miltenyi-Biotec, Bergisch-Gladbach Best.-N
Verdinnung 1:2000 in (2), (3) Maus 130-091-833
anti-ERK2 (C-14) polyklonal, |Santa Cruz Biotech. Inc., Heidelberg Best.-
Verdiinnung 1:2000 in (1), (2) Kaninchen |SC-154
anti-human Galektin-1 polyklonal, |R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt Be
Verdiinnung 1:1000 in (2) Ziege Nr. AF 1152
anti-human Galektin-3 monoklonal, | R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt Be
Verdinnung 1:1000 in (2) Maus Nr. MAB1154
anti-human Galektin-8 polyklonal, |[R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt B€
Verdinnung 1:1000 in (2), 1:500 (Ziege Nr.: AF1305
(3)
anti-human Galektin-8 Verdinnungnonoklonal, |R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt Be
1:1000 in (2), 1:500 in (3) Maus Nr.: MAB 1305
Ras Pan (AB-3), monoklonal, | Calbiochem, Nottingham, UK
Verdinnung 1:500 in (1), (2) Maus Best.-Nr.: Ca#OP40
anti-GFP polyklonal, |[Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
fur Coimmunprazipitation Kaninchen |Best-Nr.: sc-8334

=

30

Nr.

St-

St-
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2.1.7.2

21721

Sekundare Antikorper

Peroxidase (HRP)-gebundene Antikorper

Tabelle 8: Peroxidase (HRP)-gekoppelte Antikorper
Abkirzungen: IgG: Immunglobulin G; HRRorse-radish peroxidase.

sekundare Antikdrper

Isotyp

Herkunft

anti-Kaninchen-1gG
Verdinnung 1:5000

affinitatsgereinigt aus

Ziegen-Antiserum

Sigma, Taufkirchen
Best.-Nr. A-6154

anti-Maus-lgG IgG-Fraktion aus Sigma, Taufkirchen
Verdiinnung 1:2000 Ziegen-Antiserum Best.-Nr. A-5278
Anti-Maus-IgG affinitatsgereinigt aus Pferd-| Cell Signaling Technology, USA,
Verdiinnung 1:8000 Antiserum Best. Nr. 7076
anti-Maus-lgG affinitatsgereinigt aus Ziegen®Pierce, St. Augustin
Verdinnung 1:7000 Antiserum Best-Nr. 31430
anti-Ziegen/Schaf-lgG, |gereinigt aus GT-34 Sigma, Taufkirchen
Verdinnung 1:15000 Maus-Hybridoma-Zellen Best.-Nr. A 9452
2.1.7.2.2 Alkalische Phosphatase-gekoppelte Antilgier
Tabelle 9: Alkalische Phosphatase-gekoppelte Antikper
Abkirzungen: 1gG: Immunglobulin G.
Antikérper Isotyp Herkunft
anti-Maus-lgG affinitatsgereinigt aus ZiegenSigma, Taufkirchen
Verdiinnung 1:1000 Antiserum Best.-Nr. A-3562
anti-Kaninchen-1gG affinitatsgereinigt aus Maus-| Jackson Immuno Research

Verdinnung 1:1000

Antiserum

Laboratories Inc., Baltimore, USA

Best.-Nr. 211-055-109
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2.1.8

Molekulargewichtsmarker fur die

Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Tabelle 10:Low molecular weight marker, SDS-7, Sigma, Taufkirchen

Protein Molekulargewicht (kDa)
Rinderserumalbumin 66
Ovalbumin 45
Glyzerinaldehyd-3-P-Dehydrogenase 36
Carboanhydrase, Rindererythrozyten 29
Trypsinogen, Rinderpankreas 24
Trypsininhibitor, Sojabohnen 20
B-Lactalbumin, Rind 14,2

Tabelle 11:High molecular weight marker, SDS-6H, Sigma, Taufkirchen

Protein

Molekulargewicht (kDa)

Myosin, Kaninchenmuskel 205
-Galaktosidasek. coli 116
Phosphorylase B, Kaninchenmuskel 96
Rinderserumalbumin 66
Ovalbumin 45
Carboanhydrase, Rindererythrozyten 29

2.1.9

DNA Molecular Weight Marker 111,X-DNA Hind Ill/ EcoRI gespalten), Roche

Diagnostics, Mannheim:
Fragmentgrdl3en in Basenpaaren:

21226, 5148, 4973, 4268, 3530, 2027,1904, 15825,1847, 831, 564

Marker flr Agarose-Gelelektrophorese

1 Kb DNA Ladder, New England Biolabs, Frankfurt/Mali

Fragmentgrdl3en in Basenpaaren:

10002, 8001, 6001, 5001, 4001, 3001, 2000, 15000,1517, 500

SDS-Polyacryhmid-
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2.1.10 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Thermodgien, Ulm, synthetisiert und in
H>O in einer Konzentration von 10 uM gelost. Diesan@hlosung wurde entsprechend
der Verwendung weiter verdinnt.

Tabelle 12: Primer fur die PCR der humanen Galektin8 Varianten
Abkirzungen: bp: Basenpaare.

Primer Sequenz Lange
Galektin 8 RT-PCR5-A TCG ACA AGA AGC TGG AAA A-3 20 bp
KL1 5" Primer
Galektin 8 RT-PCR5-GGT TTT TGT AGC AGC TGT GT-3 20 bp
KL1 3" Primer
Galektin 8 RT-PCR5-AGC TGG AAA AGA ATG ATG TT-3°
KL2 5 Primer 20 bp
Galektin 8 RT-PCR5-TTT TGT AGC AGC TGT GTA GG-3°
KL2 3 Primer 20 bp
Galektin 8-Kozak-5 5 -GGG GGT ACC GCC ACCATGATGTTGTCCTTA
Primer AAC-3’ 33 bp
Galektin 8-Kozak-3" 5-GGG GAT ATC CTACCAGCT CCTTACTTC

30 bp

Primer CAG-3’

2.1.11 Medien und Standardldsungen

2.1.111 Bakterienkulturmedium
Luria-Bertani-Flissigmedium (LB-Medium):
1,0 % (m/V) Bacto™ Trypton; 0,5 % (m/V) Hefeextrak,0 % (m/V)

NaCl pH 7,5; in dHO

LB-Agar: 1,5 % (m/V) Agar in LB-Medium

33
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2.1.11.2 Zellkulturmedium (Wachstumsmedium)

Alle Zelllinien wurden in DMEM Kigh glucose4,5 g/) mit folgenden Zusatzen kultiviert:
10 % (V/V) fotales Kalberserum (FCS)
1 % (V/V) Non-essential Amino Acids
1 % (V/V) L-Glutamin (200 mM)

Alle Medienzusatze wurden jeweils vor Gebrauch dueinen Sterilfilter (0,22 pm;

Millipore Corporation, Bedford,USA) filtriert.

2.1.11.3 Standardldsungen
1 x CMF-PBS:

KH2POy; pH 7,2
1x TBS:

140 mM NaCl; 2,6 mM KCI; 8 mM N#PO, x 2 HO; 1,5 mM

50 mM Tris/HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl

Die L6sungen wurden vor Gebrauch autoklaviert.

2.1.12 Gerate

Axiovert-25 Mikroskop
CertomaBS-1
COs,-Inkubator, Typ CB 210

Concentrator 5301speed vac
DNA-PhotometeiGeneQuant pro

EGFP-Filter F41/014 far Olympus-Mikroskop
Vertikal-Elektrophoresekammer 10 x 8 cm
Vertikal-Elektrophoresekammer 14 x 12,5 cm
Heraeus Sepatech Megafuge 1.0
Horizontal-Gelkammer
Immunoblot-Transfer-Kammer

Inverses Fluoreszenzmikroskop 1X 70

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena
Braun, Melsungen
WTB Binder Labortechnik,
Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg
Amersham Biosciences, Freiburg
AHF-Anagntechnik, Tubingen
Sigma, Kawlhen
Eigenldarkstatt Universitat Ulm
Kendro, Hanau
MBT-Brand, Heidelberg
Renner GmbH, Darmstadt

Olympus, Hargbur
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J2-HS Zentrifuge; Rotoren JA10, JA20
Miniblotkammer B 2157

Minifuge GL

MasterCycler Personal

Thermocycler Primus

Optima TLX Ultrazentrifuge; Rotor TLA.45
Sicherheitswerkbank

SNAP i.d™ (Protein Detection System)
Sorvall Ultrazentrifuge; Rotor SW41
Tischzentrifuge 5417-C
Uberkopf-Rotor REAX 2

2.1.13 Software

AnalySIS 3.2 Imaging System

GraphPad Prism Version 3.0

ImageQuant 5.0

Micrografx Designer 9.0
Micrografx Picture Publisher 9.0

Beckman Imsernts, Mlnchen
Sigma, Taufkirchen
Kendro, Hanau
Eppendorf, Hamburg
MWG-Biotech
Beckmarstnuments, Munchen
Kendro, Hanau
Millipore Corporation, Billerica, MA
Kendro, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Heidolph, Schwabach

Soft Imaging Systemnbtér
GraphPad Software Inc.,
32 bit version for Windows 95,

San Diego, USA
Molecular Dynamics (GE

Healthcare), Freiburg
Micrografx Inc., Minchen

Micrografx Inc. likchen
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2.2 Methoden
2.2.1 Mikrobiologische Methoden
2.2.1.1 Herstellung von Luria-Bertani (LB)-Medium

Das durch Autoklavieren sterilisierte Luria-Bert@bB)-Medium mit dem entsprechenden
Antibiotika-Zusatz (Ampizillin 75 mg/l oder 75 pglmB-Medium und Kanamyzin 25
mg/l oder 250 pg/ml LB-Medium) wurde zur Kultivierg desEscherichia coliStamms
TOP 10 verwendet. Zur Herstellung von Agarplattamde LB-Agar-Medium hergestelit.
Das sterile LB-Agar-Medium wurde auf Handwarme &gt und mit einem
entsprechenden Antibiotikum versetzt. Anschlieendden 20 ml davon in sterile

Petrischalen (@ 100 mm) gegossen. Diese wurden sewhErstarren des Agars bei 4 °C

gelagert.

LB-Medium: 1,0 % (m/V) Bactotrypton; 0,5 % (m/V) Hefeextrakt;
1,0% (m/V) NaClin ddkD

LB-Agar-Medium : 1,5 % (m/V) Agar in LB-Medium

2.2.1.2 Antibiotika zur Selektion transformierter Bakterien

Durch Auflésen des als Natriumsalz in Pulverformliegenden Antibiotikums Ampizillin

in ddH,O wurde eine Stocklésung von 75 mg/ml Ampizillirerdit hergestellt. Das
Antibiotikum Kanamyzin wurde ebenso in dgfM gelést und eine Stocklésung von 25
mg/ml steril hergestellt. Die Stockldsungen wurdéquotiert und bei -20 °C gelagert.

2.2.1.3 Transformation kompetenter Bakterien

Fur die Transformation wurden 200 pl kompetente TIDPE. coli Bakterien auf Eis

aufgetaut und mit 0,2-0,4 pg Plasmid-DNA und 10@igkalten TCM-Puffer versetzt. Der
Ansatz wurde fir 30 min auf Eis inkubiert. Ein Hischock fir 3 min bei 42 °C und
anschlie3endes Inkubieren fir 1 min auf Eis ernctgldie Aufnahme der Plasmid-DNA
in die Bakterien. Anschlie3end wurden 700 ul LB-Med (Raumtemperatur) zugegeben
und die Bakterien bei 200 Upm fir 40 min bei 37 i@er Schitteln zur Regeneration
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inkubiert. Aus diesem Ansatz wurden anschlieBen@-40D pl mit einem Drygalsky-
Spatel auf LB-Platten ausgestrichen, denen entspnecder Resistenz der transformierten
Plasmide Antibiotikum zugesetzt worden war. Diettelawurden tber Nacht bei 37 °C in

einem Brutschrank inkubiert.

TCM-Pulffer: 10 mM Tris/HCI; 10 mM CaGj 10 mM MgCh; pH 7,5

2214 Selektion von transformierten Bakterien

Zur Selektion von plasmidhaltigen Bakterien wurder drransformationsansatz auf
antibiotikumhaltigen LB-Agarplatten ausplattiertuf§grund eines Antibiotikumresistenz-
Gens auf dem Plasmid kdnnen plasmidhaltige Baktedas in den LB-Agarplatten
zugesetzte Antibiotikum inaktivieren und sich somwérmehren. Dagegen kdnnen
nichttransformierte Bakterien, denen das Resistmfiy das entsprechende Antibiotikum
fehlte, auf den antibiotikumhaltigen LB-Plattenhtievachsen. Mit Bakterien, die mit dem
pCR2.f TOPO-Vektor transformiert worden waren, konnteétziiche eine Blau/WeiR-
Selektion durchgefihrt werden. Mit Hilfe der Sulbgien IsopropyB-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) und 5-Brom-4-chlor-8laxyl-B-D-galactopyranosid (X-Gal)
kann die Aufnahme des rekombinanten Plasmids indBigk nachgewiesen werden. Nach
Zugabe des Induktors IPTG setzte die plasmid-kteljgiGalaktosidase das Substrat X-
Gal in einen blauen Farbstoff um. Bei Bakterien mkombinanten Plasmiden verursachte
die Insertion der klonierten cDNA in d@isGalaktosidase-Gen (lacZ) eine Unterbrechung
der B-Galaktosidase-Sequenz. Diese Bakterienkoloniertebes aus milchig-weil3en
Bakterien. Bakterien, die nur mit dem leeren Plastransformiert wurden, wuchsen als
blaue Kolonie auf der LB-Agarplatte. Fur jede Adatie wurden 5Qu X-Gal und 10pl
IPTG in 100 pyl LB-Medium verdunnt. Diese Losung wurde gleichngal@Euf der
Agaroberflache verteilt und die Platte bis zum Arxegshen des Transformationsansatzes

getrocknet.

X-Gal: 20 mg/ml in DMF
IPTG: 100 mM in ddHO
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von DNA-Mengen bis zu 60 pg erfolgtenit Hilfe des
NucleoSpiffPlasmidKit (Macherey-Nagel, Diiren). Aus 3 ml Bakterientkm) die nach
Animpfen einer Einzelkolonie 16 Stunden bei 37 Akubiert wurde, wurde nach Angaben
des Herstellers die DNA aus den Bakterienzelleffieigo Fur die Isolierung von DNA-
Mengen bis zu 350 pg wurden Bakterienzellen aus-2800 ml Uber-Nacht-Kultur
sedimentiert. Mit Hilfe des StrataPfdpF Plasmid Midiprep Kit(Stratagene, Heidelberg)
wurde die DNA entsprechend den Angaben des Hezstelboliert. Die erhaltene DNA

wurde anschlieBend durch Ethanolféallung zusatzjeteinigt.

2.2.2.2 Ethanolfallung von DNA

Zur Reinigung von Plasmid-DNA wurden zu 400 pul isder DNA, 10 % (V/V) 3 M
Natriumazetat, pH 7,0, sowie 1 ml 100 % Ethanod (*€) zugefligt und tber Nacht bei -
20 °C oder fur 1 h bei -80 °C prazipitiert. Anselfdend wurde die DNA durch
Zentrifugation fur 10 min bei 4 °C und 14000 Upms€hzentrifuge 5415-R, Eppendorf,
Hamburg) pelletiert, der Uberstand vorsichtig atmgemen und verworfen. Das Pellet
wurde mit 1 ml 70 % Ethanol (-20 °C) Uberschichietl erneut fir 10 min unter den oben
genannten Bedingungen zentrifugiert. Der Uberstamdie verworfen, das Pellet in einem
Vakuumkonzentrator (Speed Vac Concentrator, Sawew York, USA) getrocknet und
in einem angemessenen Volumen g@Hoder Elution Buffer (Stratagene, Heidelberg)
aufgenommen (Endkonzentration 0,5-J@/pl). Die Plasmid-DNA wurde bei -20 °C

gelagert.

Ldsungen: 100 % (V/V) Ethanol p.a. (-20 °C);
70 % (V/V) Ethanol p.a. (-20 °C);
3 M Natriumazetat, pH 7,0
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2.2.2.3 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde spektrophotometrischraliluMessung der Extinktion bei
260 nm mit einer Quarzkiivette in einem Spektropmeter (Smart Spét 3000, Bio-Rad
Laboratories, Minchen) bestimmt. Eine optische f@ichon 1 einer doppelstréangigen
DNA entspricht 50 pg DNA/mI.

Die Konzentration der DNAu@/ul) lasst sich wie folgt berechnen:

OD,¢, x50 ng x VF
1000ul

(VF = Verdunnungsfaktor)

Das Verhaltnis der Extinktionen bei 260 nm zu 280 gibt Aufschluss tber die Reinheit
von DNA-L6sungen. Reine DNA-LGsungen weisen einegri¥wischen 1,8 und 2,0 auf.

2224 DNA-Sequenzierung

Die automatisierte Sequenzierung von Plasmid-DNArdeuvon der Firma GATC,
Freiburg, durchgefuhrt.

2.2.2.5 Spaltung von Plasmid-DNA mit Restriktionsezymen

Restriktionsenzyme werden von Bakterien gebildety wirale DNA nach ihrem
Eindringen in die Zelle zu zerstéren und sich sor Wiiren zu schitzen.
Restriktionsendonukleasen spalten DNA an bestimmp#&dimdromischen Basensequenzen
und ermdglichen so die Entstehung von linearer DhiAglatten Endenblunt end$ oder
Uberstehenden Endesticky ends

Die DNA wurde mit dem jeweiligen gewinschten Résimhsenzym und dem vom
Hersteller (Fermentas, St. Leon-Rot, Roche Diagogsiannheim) hierflr vorgesehenen
Puffer inkubiert. Durch Zugabe von dgbl wurde der Ansatz auf das Gesamtvolumen
aufgefillt. Ein Restriktionsansatz mit einem Volumeon 10 pl setzte sich wie folgt

Zusammen:
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DNA (0,5-1 pg): X Ml
Restriktionsenzym (1-5 U): 0.1-0.5 pl
10 x Restrikigpuffer 1l

auffillen mit ddHO auf 10 pl

Nach sorgfaltigem Mischen der Losungen wurde desa#n fir 60 min bei der fir das
Restriktionsenzym optimalen Temperatur, in der R8@eC, inkubiert. Zur Kontrolle der
erfolgreichen Spaltung wurde die DNA im Agaroseméigetrennt.

2.2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese von DNA-Fragmest

Die Auftrennung von DNA erfolgt entsprechend ihre®lekulargewichtes in einem
elektrischen Feld in einem Agarosegel. Aufgruneihmegativen Ladung wandert DNA im
elektrischen Feld durch das Gel zur Anode. Das gar8segel enthaltene Ethidiumbromid
interkaliert zwischen die Basenpaare der DNA umddgiicht so ein Sichtbarmachen der
DNA-Banden durch ultraviolettes Licht. Die GroResiommung der DNA-Fragmente
erfolgte mit Hilfe von DNA-Markern, bestehend aull®Fragmenten bekannter Grol3en
[1 Kb DNA Ladder, Invitrogen, Groningen, Niederlande und DNWolecular Weight
Marker Il (0,12-21,2 kbp), Boehringer, Ingelheim]. DieoKzentration des verwendeten
Agarosegels richtete sich nach der GrofRe der aefmenden Fragmente. In der Regel

wurde eine 1 %ige Agaroseldsung verwendet.

Tabelle 13: Agarose-Gelelektrophorese:
Agarosemengen und Trennbereich (nach Sambebak, 1989)

Trennbereich

Agarosemenge in % [(m/V
J J (mAV)] linearer DNA (kb)

0,7 0,8-10
0,9 0,5-7
12 0,4-6
15 0,2-3

Zur Herstellung eines Agarosegels (etwa 5 mm diak)de die Agarose in 1 x TAE-Puffer
durch Aufkochen gelést und auf 50° gekdhlt. Zur @gealosung wurde 1 ul
Ethidiumbromid (1 mg/ml) pipettiert und diese inndeorbereiteten Gelschlitten (Grolie:
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8,5 x 7,5 cm) mit einem 8 oder 12 Taschen enthadterKamm gegossen. Nach dem
Auspolymerisieren des Gels wurde der Gelschlittenlie Horizontalgelkammer gesetzt,
welche mit 1 x TAE-Puffer geflllt wurde. Der Kamnumde entfernt und die im Verhaltnis
6:1 mit DNA-Probenpuffer versetzten DNA-Proben ia @aschen des Gels geladen. Die
Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Spanneorg100 V fur 45-60 min. Die DNA-
Banden wurden danach durch die Interkalation désdigmbromids in die DNA durch
ultraviolettes Licht bei 312 nm sichtbar gemacht.

1 x TAE-Puffer: 40 mM Tris; 20 mM Essigsaure; 1 mM EDTA, pH 8,0

6 x DNA-Probenpuffer: 0,25 % (m/V) Bromphenolblau; 60 mM EDTA, pH 8,0;
60 % (V/V) Glyzerin

2.2.2.7 DNA-Fragmentisolierung aus Agarosegelen

Zur DNA-Extraktion aus Agarosegelen wurde dgucleoSpin® Extraction Kit von
Macherey-Nagel verwendet. Die gewiinschte DNA-Bandede nach Visualisierung auf
dem UV-Tisch bei 312 nm mit einem Skalpell aus deégarosegel ausgeschnitten und

anschlie3end entsprechend den Angaben des Hastalle dem Agarosegel eluiert.

2.2.2.8 Amplifizierung von Galektin-8 cDNA mittels PCR (polymerase-chain-

reaction)

Um die fur das Protein Galektin-8 kodierende cDNAnkeren zu kdnnen, wurde dieses
mittels PCR amplifiziert. Das Enzym DNA-Polymerasann in Gegenwart von
Desoxynukleotiden (dNTPs) ein definiertes DNA-Segtmelas durch die Bindung von
zwei Primern an komplementare Sequenzen begrenat amplifizieren.

Alle Polymerasekettenreaktionen wurden im Multi@cPTC 200 (Biozym Diagnostik,
Hess. Oldendorf) durchgefiihrt. Fiir die PCR-Reaktiomde der REDTagq® ReadyMiX
PCR Reaction Mix (Sigma, Taufkirchen), das den Reag&puffer, dNTPs und die Taqg-
Polymerase enthalt, verwendet. Um Kontaminationenldsungen mit Fremd-DNA zu
Uberprufen, wurde bei jeder PCR eine Negativkolgtrahne DNA mitgefiihrt Nach
Beendigung der PCR wurde 1/10 der Ansatze in eid&migen (m/V) Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und die erhaltenerABagmente unter UV-Beleuchtung

analysiert. Die cDNA der untersuchten Zellen wufdeundlicherweise von Prof. Dr.
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Andre Menke und seiner Arbeitsgruppe bereitgestellt

In dieser Arbeit wurden fir die PCR zwei verschiegl®eaktionsansatze verwendet. Der
erste Reaktionsansatz (Reaktionsansatz 1) dient&mplifizierung der Galektin-8 cDNA
zur nachfolgenden Klonierung in den Vektor pCR2QPD (Invitrogen, Karlsruhe) und
weiteren Klonierung von pcDNA 3.1 (-)/Galektin-&p bzw. pcDNA 3.1 (-)/ Galektin-8
short. Der zweite Ansatz (Reaktionsansatz 2) diemnte Amplifizierung der klonierten
Galektin-8-cDNA-Sequenzen und anschlieenden Kitangg von pcDNA 3/Kozak-
Galektin-8 long und pcDNA 3/Kozak-Galektin-8 sheerwendet.

Reaktionsansatz 1 (fur die Klonierung von pCR 2.1 DPO/Galektin-8):
1 pl (ca. 10 ng) cDNA (aus PANC-1-Zellen)
12,5l 2 x REDTaq® ReadyMi¥! PCR Reaction Mix , (Sigma,
Taufkirchen)
1 ul 5 Primer: Galektin-8 RT-PCR KL1- bzw. Galek8 RT-PCR
KL2
1 ul 3" Primer: Galektin-8 RT-PCR KL1- bzw. Galek8 RT-PCR
KL2
ad 25 ul ddH,O

Mit folgendem PCR-Programm wurden 35 Zyklen duraféa:
Denaturierung: 3 min, 94 °C
35 Zyklen: 30 sec, 94 °C Denaturierung
45 sec, 60 °C Anlagerung der Oligonukleotide
90 sec, 72 °C Synthese
Schlusssynthese: 10 min, 72 °C

Abschlusstemperatur: 8 °C

Reaktionsansatz 2 (fur die Klonierung von pcDNA 3/kzak-Galektin-8 long und
pcDNA 3/Kozak-Galektin-8 short):
0,5 pl (ca. 5 ng) dsDNA-Plasmid [pcDNA 3.1(-)/Gdlek8 long
bzw. pcDNA 3.1 (-)/Galektin-8 short]
2 ulI'5” Primer Galektin-8 (Kozak)
2 pul 3 Primer Galektin-8 (Kozak)
25 pl REDTag® ReadyMi{¥' PCR Reaction Mix (Sigma,
Taufkirchen)
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ad 50 ul ddH,0

Mit folgendem PCR-Programm wurden 35 Zyklen duraféa:
Denaturierung: 5 min, 94 °C
35 Zyklen: 1 min, 94 °C Denaturierung
2 min, 50 °C Anlagerung der Oligonukleotide
2 min, 72 °C Synthese
Schlusssynthese: 10 min, 72 °C
Abschlusstemperatur: 8 °C

2.2.2.9. Ligation

Die Ligation von linearen DNA-Stiicken in hydrolydee Plasmide erfolgte mit Hilfe der
T4-DNA-Ligase. Diese kann die Phosphodiesterbindangzwischen der 5°-
Phosphatgruppe an einem DNA-Ende und der 3"-Hydgoxype an dem anderen DNA-
Ende schlieBen. Das Verhaltnis von Fragment zu ofelithtet sich nach der Art der
Schnittstellen. Liegt einsticky endSchnittstelle vor, so werden Plasmid und Fragnmant
Verhéltnis 1:5 eingesetzt, bei einblunt endSchnittstelle betrdgt das Verhaltnis von
Plasmid zu Fragment 1:10. Ein Ligationsansatz mira Gesamtvolumen von 10 pl setzt

sich wie folgt zusammen:

Ligationsansatz: 3 ulinsertDNA (0,1-0,5 pg)
2 ul Vektor-DNA (20-50 ng)
1 pl T4-DNA-Ligase (10 U/ul) (Fermentas, St. LeocotR
1 pl 10 x Puffer (Fermentas, St. Leon-Rot)
ad 10 pl ddHO

Der Ansatz wurde sorgféltig gemischt und 16 Sturtairl5 °C inkubiert.

Um die spezifische Ligation der DNA’s zu Uberpriferurde bei jeder Ligation eine
Negativ-Kontrolle ohne DNA mitgefuhrt.

Fur die in dieser Arbeit durchgefuhrten Ligationearde der TOPO TA 2.1 Cloning Kit,
(Invitrogen, Karlsruhe) mit dem Vektor pER.1 benutzt.
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2.2.2.10 Klonierungen

2.2.2.10.1 Klonierung der cDNA der humanen Galekti¥8 Varianten long
und short aus dem Ausgangsvektor pCR 2%l in dem
Expressionsvektor pcDNA 3.1 (-)

Mittels PCR wurden die cDNA-Sequenzen der humanalekiin-8 Varianten long und
short amplifiziert. Alstemplatediente die cDNA aus PANC-1-, AsPc-1-, Patu 8902 u
Patu 8988t- Zellen und die zwei Primer Galektin-B-FRCR KL1 und KL2 (siehe Kapitel
3.2.8 Reaktionsansatz 1.). Die Primersequenzen sgmdKapitel 2.10, Tabelle 9,
beschrieben. Die so erhaltenen PCR-Fragmente wurdeiinem 1 %igen Agarosegel
aufgetrennt, extrahiert und durch Ligation in deekior pCF 2.1 inseriert. AnschlieRend
wurden zur Kontrolle der DNA-Insertion die aus derhaltenen Bakterienkolonien
isolierten Plasmide mit den Restriktionsenzyrni®aR| und Hindlll (Fermentas, St. Leon
Rot) geschnitten und in einem 1 %igen Agarosegigletrennt.

Zur Klonierung der Galektin-8 long und Galektin{®& cDNA aus dem Ausgangsvektor
pCR® 2.1 in den Expressionsvektor pcDNA3.1 (-), wurds @lasmid pCR2.1/Galektin-

8 long bzw. pCR 2.1/Galektin-8 short und das Plasmid pcDNA3.1z(#hachst mit den
RestriktionsenzymerecoRV und Kpnl (Fermentas, St. Leon Rot) behandelt. Der nun
geschnittene Vektor und die Galektin-8-cDNA Fragteewurden in einem 1 %igen
Agarosegel aufgetrennt und aus diesem extrahiemscllielend wurden die cDNA-
Fragmente mittels Ligation in den Vektor pcDNA3:Lifiseriert. Die Insertion der cDNA
Fragmente wurde anschlielend durch Restriktiongsmalder aus den erhaltenen
Bakterienkolonien isolierten Plasmid-DNA mit den sRitionsenzymenEcaRl und
BanHI (Fermentas, St. Leon Rot) und Auftrennen aufeminl %igen Agarosegel

Uberprift und positive Plasmide mittels Sequennigranalysiert.
2.2.2.10.2 Klonierung von pcDNA3/Kozak-Galektin-8

Fur die Generierung von pcDNA3/Kozak-Galektin-8damd pcDNA3/Kozak-Galektin-8
short wurden die Galektin-8 cDNA Sequenzen ausRlasmiden pcDNA3.1/Galektin-8
long und pcDNAS3.1/Galektin-8 short mittles PCR arfipert. Durch den 5’ Primer (siehe
Tabelle 12) wurde vor dem ATG Start-Kodon die Ke&squenz: 5 -GCCACC- 3’ und
vor der Kozak-Sequenz eignl Restriktionsenzym-Schnittstelle eingefiigt. Duden 3’
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Primer wurde nach dem Stopp-Kodon eiedRV Restriktionsenzym-Schnittstelle
inseriert. Die PCR wurde mit dem REDTaq® ReadyMi®?CR Reaction Mixvith MgCl,
(Sigma, Taufkirchen) und den im Kapitel 3.2.8 afiipeten Bedingungen
(Reaktionsansatz 2.) durchgefinhrt.

Die PCR-Fragmente wurden in einem 1 %igen Agardsagggetrennt (siehe Kapitel
3.2.6), aus diesem extrahiert (siehe Kapitel 3.8rn¢) in das Plasmid pcDNA3, welches
mit Kpnl und EcaRV hydrolsiert worden war, ligiert. Die InsertiomrdcDNA-Fragmente
in das Plasmid pcDNA3 wurde durch Restriktionsas@iyit dem Restriktionsenzykpnl
undBanHI (siehe Kapitel 3.2.5) und Sequenzierung (siebpitel 3.2.4) Uberpruft.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Herstellung von Zelllysaten

Zur Herstellung von Zelllysaten wurden die Zellerer dPankreaskarzinom-, der
Mammakarzinom-, der Kolonkarzinomzelllinien und @nbryonalen Nierenzelllinie bis
zu einer Konfluenz von 90-95 % kultiviert. Das Mawahi wurde abgesaugt und die Zellen 2
x mit 5 ml eiskaltem 1 x CMF-PBS gewaschen. Nachahe von 200 - 500 ul (fur @ 100
mm-Schalen) oder 50-100ul (fir @ 30 mm Schalen)gesgneten Lysispuffers, wurden
die Zellen mit einem Zellschaber vom Schalenboddiigy. Das Lysat wurde sofort in ein
auf Eis vorgekihltes 1,5 ml-Reaktionsgefald trarsfeund danach mit einer Spritze
(Tuberkulin-Spritze 1 ml; Kanule Gr. 18, 0,45 x #%m) durch 5-maliges Aufziehen
homogenisiert. Die Lysate wurden bei 15800 x gXQrmin bei 4 °C zentrifugiert, um
unlosliche Zellbestandteile abzutrennen. Die lb@it Proteine im Uberstand wurden in
ein neues, auf Eis vorgekihltes, 1,5 ml- Reaktiefédg Uberfihrt und die
Proteinkonzentration bestimmt (siehe Kapitel 3.33)r Herstellung von Zelllysaten
wurden zwei Lysispuffer verwendet. Fir die nichigfzierten Pankreaskarzinom-,
Mammakarzinom-, Kolonkarzinom- und embryonalen Blerellen wurde der RIPA-
Puffer verwendet. Die mit ExpressionsplasmidenGafektin-8 und EGFP-Ras-Isoformen
co-transfizierten PANC-1- und HEK 293-Zellen wurderGold-Lysis-Puffer lysiert.
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Lysispuffer :
RIPA-Puffer: 50 mM Tris HCI pH 8,0; 150 mM NacCl; 0,5 % (m/V) Na
Deoxycholat; 1 % (V/V) NP-40; 0,1 % (m/V) SDS;
M1 Aprotinin; 1 uM Leupeptin; 1 mM PMSF
Gold-Lysis-Puffer: 20 mM Tris/HCI pH 7,9; 50 mM NaCl; 1 mM EGTA;
10 % (V/V) Glyzerol; 1 % (V/V) Triton X100; 1 mMMSF;
1 mM Aprotinin; 10 uM Leupeptin; 1 uM Pepstatin A
2.2.3.2 Préaparation von partikularen und IéslichenZellfraktionen

Um die Verteilung von Proteinen in den Zellen zalgsieren, wurde eine subzellulare
Fraktionierung durchgefuhrt. Dazu wurden aus densaB@zelllysat eine |6sliche
Zellfraktion (zytosolische Fraktion) und eine plantare Fraktion (membranhaltige
Fraktion) durch Ultrazentrifugation bei 100 000 xggwonnen. Fiur die Gewinnung der
partikularen und der ldslichen Fraktionen von huemanPankreaskarzinomzellen,
Mammakarzinomzellen-, Kolonkarzinomzellen und enolialen Nierenzellen wurden die
Zellen bis zur Konfluenz in Wachstumsmedium, DMEMt 0 %igen FCS Zusatz,
kultiviert und anschlieend zweimal mit 5 ml eiskad 1 x CMF-PBS pro 100 mm-Schale
gewaschen. Nach Zugabe von 250 pul HEPES-Puffer emudie Zellen mit Hilfe eines
Zellschabers vom Boden der Kulturschale gelost,Lgaat mit einer Gilson-Pipette 5-mal
auf- und abpipettiert und in ein auf Eis vorgekéblfi,5 ml-Reaktionsgefald tberfuhrt. Zur
Lyse wurden die Zellen 10-mal durch eine Kanule. (&, 0,45 x 25 mm) in eine 1 ml
Spritze aufgezogen. Grol3e Zellbruchstiicke, Zelkeaund nicht-lysierte Zellen wurden
durch Zentrifugation bei 500 x g fur 1 min bei 4 dbgetrennt. Das Pellet wurde
verworfen, der Uberstand in ein 1,5 ml-Ultrazenigétionsgefal tberfihrt und bei 100000
x g fur 60 min bei 4 °C zentrifugiert, um die Merabfraktionen zu pelletieren. Der
Uberstand mit der léslichen Fraktion wurde abgenememd in ein neues Reaktionsgefal
Uberfuhrt. Das Pellet wurde 2-mal mit 250 pl HERBESfer gewaschen und zwischen den
Waschschritten bei 100 000 x g fiir 15 min bei 4z¥trifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet mit einer Hamilton-Spritzecken gesaugt und in 50-100 pl RIPA-
Puffer mit einem Pistill homogenisiert, um die pgartare Fraktion zu erhalten.

AnschlieRend wurde von beiden Fraktionen die Pn&t@izentration bestimmt.
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HEPES-Puffer: 50 mM HEPES/NaOH; 8,6 % (m/V) Saccharose; 10 mMED
10 mM EGTA; 1 mM PMSF; 40 pg/ml Leupeptin; 400 pb/m
(m/V) Trypsin-Inhibitor (aus Sojabohnen); 40 pg/Repstatin A,
pH 7,6

RIPA-Puffer: 50 mM Tris HCI pH 8,0; 150 mM NacCl; 0,5 % (m/V) Na-
Deoxycholat; 1 % (V/V) NP-40; 01 % SDS; 0,1 uM Apnin;
1 puM Leupeptin; 1 mM PMSF

2.2.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde kolorimetrisch naen Methode von Smith (Smitt al,
1985) mittelsbicinchoninic acid (BCA) bestimmt. Bei dieser Methode wird €uin
Abhingigkeit von der Proteinkonzentration zu® @duziert. Cli bildet mit BCA einen
Komplex, der bei 562 nm photometrisch gemessen emeichnn. Zur Erstellung einer
Standardreine wurden O pul, 10 pl, 20 pl, 30 pl, g0 und 50 pl einer
Proteinstandardlosung (2 mg/ml BSA) eingesetzt. ¥enzu bestimmenden Proteinlésung
wurden 5 pl oder 10 ul eingesetzt, als Nullkong&reliurde die gleiche Menge Lysispuffer
verwendet. Alle Ansatze wurden mit dglil auf 50 pul Endvolumen aufgefillt. Zu jedem
Ansatz wurde 1 ml BCA-Reagenzlosung gegeben uné®tiben anschlieRend fir 30 min
bei 37 °C inkubiert. Anschlielend wurde die Extiokt mit einem Photometer (Smart
Sped™ 3000, Bio-Rad Laboratories, Miinchen) bei 562 nnmegsen. Uber lineare
Regression wurde eine Eichgerade erstellt, anharet die Proteinkonzentration ermittelt

wurde.

BCA-Reagenzlésung: 10 ml BCA™ Protein Assay ReagentA (Pierce,
St.Augustin); 200 pl CuSELGsung (Sigma, Taufkirchen)

2.2.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDSABE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGEWrde basierend auf der
Methode von Laemmli (Laemmlet al, 1970) durchgefuhrt. Aus den Monomeren
Acrylamid und Bisacrylamid  wird in  Anwesenheit  von N,N,N’,N’-
Tetramethylethylendiamin ~ (TEMED) und Ammoniumpefaul (APS) durch
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Radikalkettenpolymerisation ein quervernetztes &wolgamid-Gel hergestellt. Der
Vernetzungsgrad und damit auch der Trennbereich Rteteine ist vom Verhéaltnis
Acrylamid zu Bisacrylamid im Trenngel sowie von d&erylamid-Gesamtkonzentration
(10 % oder 12,5 %) abhangig. Je nach Gelgrol3e wulds verschiedene Gelapparaturen
verwendet: (a) Gelplatten: 14 x 12,5 cm, Abstan@hahit 1 mm Dicke flr die in der
Werkstatt  der
(Trennkapazitat: 70-120 pg Protein) (b) Gelplattéd:x 8 cm, Abstandhalter mit 1 mm
Dicke fur der nkar Sigma,
(Trennkapazitat: 20-70 pug Protein) und (c) Gelplati4,5 x 9 cm, Abstandhalter mit 1
mm Dicke fur die Vertikal-Elektrophoresekammer lestgllt in der Werkstatt der

Universitdt Ulm  hergestellte vertékal Elektrophoresekammer

die Vertikal-Elektrophoresekammer Taufkirchen

Universitat Ulm (Trennkapazitat: 20-70 pug Protein)der nachfolgenden Tabelle sind die
Bestandteile des Trenngels je nach Acrylamidkoma&nh aufgelistet. Die angegebenen

Mengen sind fir 2 Gele der Grof3e 10 x 8 cm.

Tabelle 14: Zusammensetzung fur das SDS-PolyacryladiTrenngel und das

Sammelgel
10 % 125% Sammelgel
Trenngel Trenngel

30 % (m/V) Acrylamidlésung 2,6 ml 3,25 ml 0,38 ml
2 % (m/V) Bisacrylamidlésung 1ml 1.2ml 0,15 ml
3 M Tris/HCI pH 8,8 1ml 1ml -
1 M Tris/HCI pH 6.8 - - 0,38 ml
10 % (m/V) SDS 0,08 ml 0,08 ml 0,03 ml
60 % (m/V) Saccharose - - 0,75 ml
H,O 3,2 ml 2,45 ml 1,3ml
TEMED 8 ul 8 ul 4 ul
10 % (m/V) APS 50 pl 50 pl 40 pl
Trennbereich 30-130 kDa 20-100 kDa| -

Zuerst wurden die Bestandteile des Trenngels jpgoetind gut gemischt. Die Lésung
wurde zwischen die Glasplatten gegossen und mitsevgssattigtem
Uberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren des Teisn wurde das
vollstandig entfernt, das Sammelgel in der oberegaggenen Zusammensetzung gemischt,

auf das Trenngel gegossen und anschlie3end ein KiamrhO, 14 oder 16 Taschen, je

Isobutanol

Isobutanol
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nach Gelgrol3e, eingesetzt.

Die Elektrophorese erfolgte in 1 x Tris-Glyzin-Rarffbei einer konstanten Spannung von
400-120 Volt. Von den zu analysierenden Proben amrjé nach GelgrofRe 30 pg bis 50
pHg Protein mit mindestens 20 % (V/V) SDS-Proberguffersetzt. Die Proteine wurden

vor dem Auftragen fur 5 min bei 95 °C denaturiartschlieend in die Geltaschen geladen

und aufgetrennt.

1 x Tris-Glyzin-Puffer: 50 mM Tris; 0,5 M Glyzin; 0,1 % (m/V) SDS; pH c8,5

(nicht eingestellt)

5 x SDS-Probenpuffer: 200 mM Tris/HCI; 5 mM EDTA; 1 M Saccharose; 1 mM
DTT; 2 % (m/V) SDS; 0,1 % (m/V) Bromphenolblau; 88

2.2.3.5 Coomassie-Blau-Farbung von Polyacrylamidign

Nach Beendigung der SDS-Polyacrylamid-Gelelektropb® wurde das Trenngel in 50-
200 ml Coomassie-Blau-Farbeldsung tUber Nacht deielntem Schutteln inkubiert. Zum
Entfarben wurde das Gel in 50-200 ml Entfarbel6sutgrfiihrt und solange darin
inkubiert, bis sich die blau gefarbten Proteinbandeutlich abzeichneten und der

Hintergrund farblos war.

Farbeldsung: 0,025 % (m/V)Coomassie® Brilliant Blu® 250;
10 % (V/V) Essigsaure, 25 % (V/V) 2-I1sopropanol

Entfarbeldsung: 10 % (V/V) Essigséaure; 25 % (V/V) 2-Isopropanol

2.2.3.6 Immunoblotting von Proteinen {Vestern Blot)

Nach Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE Igtéoder Transfer der Proteine auf
eine Nitrozellulosemembran (Protran® BA85, Schlerdda Schuell, Dassel). Dazu wurde
das Gel luftblasenfrei auf eine in Transferpuffejuitibrierte Nitrozellulosemembran
gelegt und beides zwischen zwei Whatman-Papierenn(3CHR) (Schleicher & Schuell,
Dassel) und drei Schwammen zwischen zwei Plastgtgigeklemmt und in die mit

Transferpuffer gefillte Blotkammer gestellt. Dur@inlegen einer konstanten Spannung
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von 80 V erfolgte der Transfer der negativ gelader&oteine vom Gel auf die
Nitrozellulose, wobei sich die Nitrozellulosemembuf der Seite der Anode befand. Bei
den 10 x 8 cm groRen und 1 mm dicken Gelen erfaligtéJbertragung fiir 45 min, bei den
14 x 12,5 cm und 14,5 x 8 cm groRen und 1 mm dicaben fir 1 h in einer

Miniblotkammer (Sigma, Taufkirchen).

1 x Transferpuffer: 25 mM Tris/HCI; 0,1 % (m/V) SDS; 1,5 % (m/V) ¥Zin;
20 % (V/V) Methanol; pH 8,3

2.2.3.7 Detektion von Proteinen mit spezifischenniikbrpern

Nach dem Blotten wurde die Nitrozellulosemembram®,i % (m/V) Ponceau S-Lésung
gefarbt, um den Proteinstandard sichtbar zu maahehum den Transfer der Proteine zu
kontrollieren. Der Proteinstandard wurde markiertl Wie Membran anschlieRend in 1 x
TBS wieder entfarbt. Zum Blockieren unspezifiscBerdungsstellen wurde die Membran
fur 1 hin 1 x TBS mit 5 % (m/V) Magermilchpulveder in 1 x TBS mit 2 %Blocking
Reagenz (Amersham Biosciences, Freiburg) inkubigdr Nachweis immunreaktiver
Proteine erfolgte durch anschlieBende Inkubatiohn de&m entsprechenden priméren
Antikorper Uber Nacht bei 4 °C unter konstantemiBtetn auf einer Wippe. Der primare
Antikorper wurde, wie in Kapitel 2.7.1 beschrieb@&m,0,5 % (m/V) Magermilchpulver
bzw. 2 % (m/V) BlockingReagenz in 1 x TBS verdinnt. Anschlielend wurde di
Membran dreimal mit 1 x TBS fiur jeweils 10 min geshen. Die Inkubation mit dem
sekundaren Antikorper erfolgte fur 1 h bei Raumterafur unter leichtem Schitteln auf
einer Wippe. Der sekundare Antikorper wurde ebé&nfah der in Kapitel 2.7.2
angegebenen Verdinnung in 0,5 % (m/V) Magermiloigubder 2 % (m/VBlocking
Reagenz in 1 x TBS eingesetzt. Nach erneutem dligena Waschen, wie oben
beschrieben, erfolgte die Detektion der Proteire.ndch Modifikation des zweiten
Antikorpers, d.h. Koppelung an HRmofseradish peroxidagdéleerrettich-Peroxidase)
oder alkalische Phosphatase, wurden die Proteiikdmper-Komplexe entweder mit Hilfe
des ECL Western blottingetektionssystems (ECL) oder dé&L Advance Western
Blotting-Detektionssystems (ECRedvancgé bzw. durch eine Farbreaktion mittels
alkalischer Phosphatase nachgewiesen.
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Ponceau S-L6sung: 0,2 % (m/V) Ponceau S (Sigma, Taufkirchen);
3% (m/V) TCA

1 x TBS-LOsung: 0,1 M Tris HCI pH 7,4; 150 mM NacCl

2.2.3.7.1 Detektion der Proteinen mit spezifischeintikdrpern mittels
SNAPi.d.™

Die Nitrozellulosemembran wurde nach dem Blotte®,id % (m/V) Ponceau S-Losung
gefarbt, um den Proteinstandard sichtbar zu maaehum den Transfer der Proteine zu
kontrollieren. AnschlieRend wurde der Proteinstatidaarkiert und die Membran in 1 x
TBS entfarbt. Fiur die weiteren Schritten wurde Nigozellulosemembran blasenfrei in
der vom Hersteller mitgelieferteBNAP i.d™™ Doppelkammer und anschlieBend in das
SNAP i.d™ Protein Detection SysteiMillipore Corporation, Billerica, MA) eingesetzt.
Zum Blockieren unspezifischer Bindungsstellen ward® ml 1 % BSA (m/V) in 1 x TBS

+ 0,1 % Tween 20 auf die Nitrozellulosemembran bgege und mittels einer
Absaugpumpe durch die Membran gesaugt. Der Nachwemsunreaktiver Proteine
erfolgte durch anschlieRende Inkubation in 2,5 nme® entsprechenden verdinnten
primaren Antikoérpers (siehe Kapitel 2.7.1) fur 1hnDer primare Antikorper wurde in 1
x TBS + 0,1 % Tween 20 verdunnt. AnschlieRend wutideAntikorperlésung durch die
Membran abgesaugt und die Membran dreimal mit jenl8 x TBS + 0,1 % Tween 20
gewaschen. Die Inkubation mit dem in 1 x TBS +%,Tween 20 verdinnten sekundéren
Antikorper (siehe Kapitel 2.7.2) erfolgte fir 10miei Raumtemperatur. Daflr wurden
2,5 ml der verdinnten sekundaren Antikorper-Losghgjchmallig auf der Membran
verteilt. Nach erneutem dreimaligem Waschen, wienolbeschrieben, erfolgte die
Detektion der Proteine. Je nach Modifikation degimn Antikdrpers, d.h. Koppelung an
HRP (orseradish peroxidaseleerrettich-Peroxidase) oder alkalische Phosphatase
wurden die Protein-Antikdrper-Komplexe entweder Hilfe desECL Western blotting-
Detektionssystems oder deEE€L Advance Western Blottifidetektionssystems bzw. durch

eine Farbreaktion mittels alkalischer Phosphatasbgewiesen.
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2.2.3.8 Detektion von Proteinen mit spezifischenniikérpern

2.2.38.1 Nachweis immunreaktiver Proteine durchas ECL Western-
blotting bzw. das ECLAdvance Western Blotting-Detektionssystem

Zum Nachweis von HRP-gekoppelten Antikdrpern wurdie beidenECL Advance
Western Blotting Detectierbzw. ECL Western Blotting DetectioReagen-Losungen 1
und 2 (Amersham Biosciences, Freiburg) jeweils imrhdltnis 1:1 gemischt und die
Nitrozellulosemembran fir 5 min in der L6ésung inlartb Die Membran wurde auf eine
gereinigte Glasplatte gelegt und mit Frischhaliefabgedeckt. In einer Dunkelkammer
wurde fir 1 sec bis 30 min (je nach Signalstarke) Rontgenfilm aufgelegt und
anschlie3end entwickelt (RTU 60 Entwickler/Fixieradefo-Chemie, Dietzenbach).

2.2.3.8.2 Nachweis immunreaktiver Proteine mittelalkalischer Phosphatase

Zum Nachweis von alkalische Phosphatase-gekoppAidikorpern wurde die Membran
einmal in AP-Puffer gewaschen. Zur Darstellung Bietein-Antikorper-Komplexe wurde
1 Teil NBT- und 1 Teil BCIP-L6sung mit 100 TeilenPAPuffer gemischt und darin die
Nitrozellulosemembran im Dunkeln inkubiert. Die gmatische Aktivitat der alkalischen
Phosphatase-Antikorper-Komplexe flhrte an der jkgen Stelle auf dem Blot zu einer
Braunfarbung in Form einer Bande. Sobald diese 8antutlich erkennbar waren, wurde

die Entwicklerlosung mit KD abgespililt.

AP-Puffer: 50 mM Tris/HCI; 50 mM MgGCl pH 9,5

NBT-LOsung: 3 % (m/V) 4-Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBTi i
70 % (V/V) Dimethylformamid

BCIP-L6sung: 1,5 % (m/V) 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat-
Toluidinsalz (BCIP) in 100 % Dimethylformamid
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2.2.3.9 Elution gebundener Antikérper von der Nitozellulosemembran

Zur Entfernung gebundener Antikorper wurde die ddigllulosemembran fir 5 min in
Elutionspuffer inkubiert. Danach wurde die Membraveimal in einem grof3en Volumen
(> 100 ml) dHO fir 10 min gewaschen. AnschlieR3end erfolgte editerer Waschschritt

fur 10 min in 1 x TBS. Der Immunblot wurde danackeder abgesattigt und erneut mit

primaren und sekundaren Antikorper inkubiert.

Elutionspuffer: 200 mM Glyzin; 500 mM NaCl; pH 2,8

2.2.3.10 Co-Immunprazipitation zur Analyse von Preeinkomplexen aus EGFP-
K-Ras(G12V), -K-Ras(S17N), HA-N-Ras(G12V) und -H-Ra und
Galektin-8 long und Galektin-8 short

Die Immunprazipitation von Proteinen mittels spisziier Antikorper ermoglicht die
selektive Anreicherung eines Proteins aus einentlygat. Dies wird durch Bindung
spezifischer Antikérper an Immunglobulin-Fc-Bindgstgellen von Protein A oder Protein
G erreicht. Die verwendeten Protein A-Molekile serd Agarosdseadsgekoppelt und
konnen somit aus der Proteinldsung Uber Zentrifagatedimentiert werden.

Zunachst wurden 1-3 pg vom GFP-Kaninchen-Antikor(feanta Cruz Biotechnology,
Heidelberg) Antikorper in 500 pl Gold-Lysis-Pufferit 25 pl Protein A-Agarose 30 min
im Uberkopf-Rotor bei 4 °C inkubiert, um die Antjs&r-Molekiile an dibeadszu binden.
Die nachsten Arbeitsschritte erfolgten auf Eis doer4 °C. Die Agarosbeadswurden
bei 3000 x g fur 1 min prazipitiert, der Uberstaatotgenommen und Zelllysat mit einer
Proteinmenge von 1 mg zugegeben. Der Ansatz wurdeGuid-Lysis-Puffer auf ein
Endvolumen von 5001 aufgefillt und anschlieBend 2 h in einem Uberk@pfor bei 4 °C
inkubiert. Das Prazipitat wurde einmal mit 500 Gold-Lysis-Puffer und anschliel3end
zweimal mit 500 pl Waschpuffer gewaschen und zveaegledem Waschschritt jeweils bei
3000 x g fir 1 min bei 4 °C zentrifugiert und debpdustand abgenommen. AnschlieRend
wurden die Agaroskbeadsmit der Hamilton-Spritze trockengesaugt. Die Agardseads
wurden mit 20 pl 5 x SDS-Probenpuffer versetzt &ind10 min bei 95 °C aufgekocht.
Nach Auftrennung der Proteine in einem SDS-Polyaanidgel (siehe Kapitel 3.3)4ind

Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosememi(siehe Kapitel 3.3.6) wurden die
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immunprazipizierten Proteine in einer Immunblotgeal durch spezifische Antikdrper
detektiert (siehe Kapitel 3.3.8).

Waschpuffer: 50 mM Tris/HCI; 150 mM NacCl; 1 % (V/V) NP-40;
0,5 % (m/V) Na-Deoxycholat; 0,1 % SDS, pH 8,0

Gold-Lysis-Puffer: 20 mM Tris/HCI pH 7,9; 50 mM NaCl; 1 mM EGTA;
10 % (V/V) Glyzerol; 1 % Triton X100; 1 mM PMSF;
1 mM Aprotinin; 10 uM Leupeptin; 1 uM Pepstatin A

5 x SDS-Probenpuffer: 200 mM Tris/HCI; 5 mM EDTA; 1 M Saccharose; 1 mM
DTT; 2% (m/V) SDS; 0,1 % (m/V) Bromphenolblau; pt88

2.2.3.11. Immunprazipitation mit uMACS™ anti-GFP MicroBeads zur Analyse
von Proteinkomplexen aus EGFP-K-Ras(G12V)-, -K-Ra§17N)-, -HA-
N-Ras(G12V)- und -H-Ras und Galektin-8 long und Galktin-8 short

Um die Bindung von Galektin-8 long und Galektin-Bog an EGFP-K-Ras(G12V),
EGFP-K-Ras(S17N), EGFP-HA-N-Ras(G12V) und EGFP-KB-Rachweisen zu kdnnen,
wurden Zelllysate von EGFP-Ras und Galektin-8 lobgw. Galektin-8 short
exprimierenden PANC-1-Zellen mit uMACSanti-GFP MicroBeads inkubiert, um
entsprechende Protein-Protein-Komplexe zu isolieBaa anti-GFPMicroBeadssind im
HMACS" Epitope Tagged Protein Isolation K{Miltenyi-Biotech, Bergisch-Gladbach)
enthalten. Bei diesem System werden Proteinkomplexe Hilfe von anti-GFP-
Antikodrper-haltigen, magnetischéficroBeadsaus Zelllysaten immunprazipitiert und tber
sogenannte p-Saulen (Miltenyi-Biotech, BergischeBkch), die sich in  einem
magnetischen Feld befinden, gereinigt.

Hierzu wurde je Probe Zelllysat mit einer Proteimge von 500 - 1000 mg mit 40 pl anti-
GFP-Antikorper-haltigen, magnetischéficroBeadsgemischt und auf ein Endvolumen
von 500 pl mit Gold-Lysis-Puffer aufgefullt. Der satz wurde 3 h bei 4 °C in einem
Uberkopf-Rotor inkubiert. Zur Kontrolle von unspisthen Bindungen wurden zwei
weitere Ansatze mit Lysaten von Galektin-8 long bfyalektin-8 short bzw. EGFP-K-
Ras(G12V)-exprimierenden PANC-1-Zellen- bzw. HEK3ZBellen mitgefuhrt.

Um die entstandenen Proteinkomplexe anzureicheundenm die Ansatze auf p-Saulen
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aufgetragen. Die Saulen waren zuvor in einem uMAGeten platziert und mit 200 pl
Gold-Lysispuffer aquilibriert worden. Anschliel3ewdrden die Proben viermal mit je 500
pl Gold-Lysis-Puffer gewaschen. Um Detergenzien Gatze zu entfernen, wurden die
Saulen dann zweimal mit 500 pl Waschpuffer gewaschdle Waschlosungen wurden
zuvor durch einen Filter der PorengroR3e 0,22 pmilfdtaert. Zur Vorbereitung der
Elution der Proteine wurden zunéchst 25 pl 95 °@RdreElutionspuffer auf die p-Saulen
gegeben und fir 5 min inkubiert. Die Elution deoteéime erfolgte durch Zugabe von 50 pl
heilem Elutionspuffer. Den eluierten Proben wurdelp pl 5x SDS-Probenpuffer
zugegeben. Die Proben wurden 5 min bei 95 °C gekaett anschlieBend direkt fir die
SDS-PAGE (siehe Kapitel 3.3.4) verwendet. Nachedgktrophoretischen Auftrennung in
einem 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel wurde in d@munblotanalyse fir die
Detektion der immunprazipitierten EGFP-Ras-Protege monoklonaler Peroxidase-
konjugierter anti-GFP  Antikorper (Miltenyi-Biotec,Bergisch-Gladbach) in der
Verdinnung 1:2000 verwendet. Fir die Detektion gonmmunprazipitiertem Galektin-8
Isoforment wurde ein polyklonaler Galektin-8 Antikér (R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt) in der Verdinnung 1:500 verwendet.

Gold-Lysis-Puffer: 20 mM Tris/HCI; 50 mM NaCl; 10 % (V/V) Glyzerin;
1% (V/V) Triton X-100; 1 mM PMSF; 1 mM Aprotinjn
10 uM Leupeptin; 1 pM Pepstatin A; 1 mM EGTA;
1 mM Na-Orthovanadat; 10 mM NaF; 0,5 uM GTP;fbl

Waschpuffer: 20 mM Tris/HCI; pH 7,5

Elutionspuffer: 50 mM Tris/HCI; 1 % (V/V) SDS; 1 mM EGTA; 10 %
(V/V) Glyzerin; 50 mM DTT; 0,1 % (m/V) Bromphehmau;
pH 6,8

5 x SDS-Probenpuffer: 200 mM Tris/HCI; 5 mM EDTA; 1 M Saccharose; 1 mM
DTT; 2% (m/V) SDS; 0,1 % (m/V) Bromphenolblau; pt88
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2.2.4 Zellbiologische Methoden

2.2.4.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen

Die verwendeten Pankreaskarzinom-, Mammakarzinonkolonkarzinom- und

embryonalen Nierenzelllinien wachsen adharent ungden in Wachstumsmedium
(Dulbeccos’s Modified Eagle Mediu(@MEM), Invitrogen, Groningen, Niederlande) plus
Zuséatze (siehe Kapitel 2.11.2) bei 37 °C, 10 % Gad 90 % relativer Luftfeuchtigkeit in
einem CQ-Inkubator kultiviert. Alle Zellkulturarbeiten wuesh unter sterilen Bedingungen
in einer Sicherheitswerkbank (Kendro, Hanau) duetiigt. Die Kultivierung der Zellen

erfolgte in 8-10 ml bzw. 3 ml Wachstumsmedium b&rwvendung von 100 mm bzw.
30mme-Zellkulturschalen. Das Wachstumsmedium derteh wurde nach 2-3 Tage
erneuert. Nach Erreichen einer konfluenten Zeltgghiwurden die Zellen durch

Passagieren auf neue Kulturschalen verteilt.

2.2.4.2 Passagieren von Zellen mittels Trypsin-EDA-L6sung

Zum Passagieren der adharenten Zellen wurde beibdezur Konfluenz kultivierten
Zellen zunéachst das Kulturmedium entfernt und cibes mit 5 ml 1 x CMF-PBS (fur 100
mm Zellkulturschalen) gewaschen. Die bestehenddhZé#-Kontakte sowie die Zell-
Matrix-Kontakte wurden durch Zugabe von 2 ml (fiBO1lmm-Schalen) 0,25 %iger
Trypsin/EDTA-L6sung (PAA Laboratories, Linz, Ostigh) und Inkubation der Zellen
fur 5-7 min bei 37 °C in einem G@nkubator gelost. Der Ablosungsprozess der Zellen
wurde unter dem Mikroskop kontrolliert. Die Enzymké&on wurde durch Zugabe von 5
ml Kulturmedium gestoppt, die Zellen von der Schgéspullt und in ein steriles 15 ml-
Polypropylenréhrchen tberfuhrt. Die Zellen wurdemath Zentrifugation bei 200 x g fur 5
min bei Raumtemperatur (Sepatech Megafuge 1.0, ienéianau) sedimentiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand abgesaugt, dierzat 10 ml Wachstumsmedium
resuspendiert und in der gewinschten Verdunnung newfe Schalen verteilt. Alle

Lésungen und Kulturmedium wurden vorher auf 3#f@armt.
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2.2.4.3 Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zahlkamer

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen, wieKapitel 3.4.2. beschrieben, mit
Trypsin-EDTA-L6sung vom  Schalenboden gelost, abHegiert und in
Wachstumsmedium resuspendiert. Zur Bestimmung dalzahl wurden 10 pl der
Zellsuspension in eine Neubauer-Zahlkammer pipéettiend die Zellen unter dem
Mikroskop ausgezahlt. Die Anzahl der Zellen in eneéer grol3en Quadrate mit dem
Volumen von 0,1 mfhbzw. 1 x 10" ml berechnet sich nach folgender Formel:

Zellzahl x 10 = Zellzahl pro ml Kulturmedium

Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte jeweils als twiwert aus zwei unabhangigen

Bestimmungen.

2244 Transfektion von PANC-1- und HEK 293-Zellermit Plasmid-DNA mit
DMRIE-C Reagent

Die PANC-1 Zellen (2-3 x 10bzw. 1-2 x 16) wurden auf 100 mm bzw. 30 mm
Zellkulturschalen ausgesét. Fur die Transfektiomden Zellen mit einer Konfluenz von
50 -80 % verwendet. Alle Zellkulturarbeiten wurdenter sterilen Bedingungen in einer
Sicherheitswerkbank durchgefuhrt. Die L6sungen dasgl Kulturmedium wurden vorher
auf 37 °C erwarmt. Als Transfektionsreagenz wurddRIE-C Reagent(Invitrogen,
Groningen, Niederlande) verwendet. Dieses Transfesteagenz enthélt das Lipid 1,2-
Dimyristyloxypropyl-3-dimethyl-hydroxy-ethyl-ammamnbromid sowie Cholesterol in
walRriger Losung. Das Lipid bildet mit DNA einen Kplex, welcher sich in die
Zellmembran einlagert und vermutlich durch Endoggtns Zellinnere gelangt (Felgner,
1996; Felgneet al,, 1987).

In 1,5 ml Reaktionsgefallen wurden, wie in der w@mefabelle dargestellt, folgende

Loésungen kombiniert:
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Tabelle 15: Transfektionsanleitung

Schalen Schalen Schalen Schalen
LOsung A LOsung B
(@ 30 mm) (9 100 mm) (@ 30 mm) (@ 100 mm)
Plasmid-DNA | 2 ug 8 ug DMRIE-C 5 ul 30 pl
OptiMEM | auf 200 pl| auf 500ul| OptiMEM | auf 200 plf auf 500 pl
erganzen erganzen erganzen erganzen

Die Losungen A und B wurden sorgfaltig durch Vogexgemischt und 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Losan§eund B zusammengegeben,
kurz gemischt und 15-30 min bei Raumtemperaturbiéat. In der Zwischenzeit wurden
die Zellen zweimal mit Medium ohne Zusatze (DMEMjvitrogen, Groningen,
Niederlande) gewaschen und mit je 1 ml bzw. 4 mtliMe ohne Zusatze fir 30 mm bzw.
100 mm Schalen vorgelegt. Die DNA-Liposomenlosungde anschlieRend tropfenweise
auf die Zellen pipettiert und die Zellen fir 6 h B& °C, 10 % CQ@ und 90 % relativer
Luftfeuchtigkeit in einem C®Inkubator inkubiert. Nach der 6-stiindigen Inkubati
wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit nédéaohstumsmedium lberschichtet
(3 ml fir 30 mm Schalen und 10 ml fur die 100 mnh&en). Um das Wachstum der
Zellen zu unterstutzten wurde das Kulturmedium Beidarf nach weiteren 24 h
gewechselt. Die transfizierten Zellen wurden furli2gt 48 h bei 37 °C, 10 % GQ@nd 90

% relativer Luftfeuchtigkeit in einem GEnkubator, inkubiert und anschlielRend in dem

entsprechenden Lysispuffer lysiert (siehe Kapitd|13.

2.2.4.5 Transfektion von HEK 293-Zellen mit PlasmieDNA mit Transfast

Reagent

Die HEK 293-Zellen (3-4 x 10bzw. -2-3 x 16) wurden auf 100 mm bzw. 30 mm
Zellkulturschalen ausgesat. Fur die Transfektiomden Zellen mit einer Konfluenz von
50-80 % verwendet. Alle Zellkulturarbeiten wurdenter sterilen Bedingungen in einer
Sicherheitswerkbank durchgefuhrt. Die Lésungen dasgl Kulturmedium wurden vorher
auf 37 °C erwarmt. Als Transfektionsreagenz wurdengfast Reagent (Promega,

Mannheim), das nach Angaben des Herstellers gelieie, verwendet. Hierzu wurden

0,4 mg Transfast in 400 ul.B gut aufgelést und eingefroren.
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Fur die Transfektion wurden folgende Lésungen, iwider unteren Tabelle dargestellt, in

1,5 ml Reaktionsgefal3e kombiniert:

Tabelle 16: Transfektionsanleitung

HEK 293-Zellen Schalen (& 30 mm) Schalen (& 100 mm)
OptiMEM | 400 pl 1 mi
Plasmid-DNA 4 ug 20 ug
Transfast 12 pl 60 pul

Die Bestandteile des Transfektionsansatzes wurdemisght und fir 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden 1 x WWa&chstumsmedium gewaschen und
mit 1 ml bzw. 4 ml Wachstumsmedium Uberschichte¢ DNA-Liposomenlésung wurde
auf die Zellen tropfenweise pipettiert und fir lirkubiert. AnschlieBend wurde der
Transfektionsansatz mit 1 ml bzw. 6 ml Wachstumsaomduberschichtet. Um das
Wachstum der Zellen zu unterstitzten wurde dasuKmkdium nach 24 h gewechselt. Die
nun transfizierten Zellen wurden fir 24-48 h bei €7, 10 % CQ und 90 % relativer

Luftfeuchtigkeit in einem C@Inkubator inkubiert und anschlieBend geerntet.

2.2.5 Auswertung

Die Expressionsanalysen sowie die quantitative dieddensitometrische Bestimmungen
der Menge an Galektin-1, -3 und -8 Isoformen in dalllinien wurden jeweils als
dreifach Bestimmungen durchgefihrt und ein Mittetere aus drei unabhéngigen

Versuchen bestimmt.

Alle Experimente wurden mindestens dreimal wiedkridhnliche und identische Trends
wurden bei jedem Versuch erzielt. Die Ergebnisse neprasentativen Experimenten sind

dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Quantitative Analyse der Proteinexpression vo

Galektin-1, -3 und -8 in verschiedenen Zelllinien

Den Galektinen werden multiple intra- und extradéile Funktionen zugeschrieben. So
konnte gezeigt werden, dass Galektine in der Tuer@ge und Metastasierung eine
entscheidende Rolle spielen. Verschiedene Unteusigeim konnten eine Korrelation
zwischen der Expression einiger Galektine in Kazigellen und dem Stadium des
Tumorentwicklung bzw. der Metastasierung zeigena(€kal,, 2004). Das Ziel der in diesem
Kapitel dargestellten Analysen war die quantitatBestimmung der Proteinexpression der
drei Galektine: Galektin-1, Galektin-3 und Galel@®nin 11 verschiedene Tumorzelllinien
und HEK 293-Nierenepithelzellen.

Zunachst wurde die Proteinexpression der drei Gakekmittels Immunblotverfahren in
RIPA-Gesamtlysat der 12 Zelllinien -neun Pankreaskam-, eine Mammakarzinom-, eine
Kolonkarzinom- und eine embryonale Nierenzelllinientersucht. Um Hinweise auf
gewebsspezifische Unterschiede zu bekommen wurgleennden Pankreaskarzinomzelllinien
drei nicht-Pankreaskarzinomzelllinien in die Vemssreihen eingeschlossen. Um die
subzellulare Lokalisation der Galektine analysiezarkbnnen, wurden auf3erdem membran-
bzw. zytosolhaltige Fraktionen mittels Ultrazentgétion bei 100000 x g hergestellt. Durch
die anschlieRend durchgefihrten densitometrischealy&en konnte der Galektingehalt in

den 12 Zelllinien vergleichend bestimmt werden.

3.1.1 Analyse der Proteinexpression von Galektin;13 und -8 in

RIPA-Gesamtlysaten

Zur Untersuchung der Galektinexpression in dencieeslenen Zelllinien, wurden zunachst
RIPA-Gesamtlysate aus den Zellen der neun Panlkaeaskmzelllinien, PANC-1,
MiaPaCa2, AsPc-1, BxPC-3, Capan-1, Capan-2, Pa@2,8Patu 8988s, Patu 8988t, der
Kolonkarzinomzelllinie SW480, der Mammakarzinomizelék MCF-7 und der
Nierenepithelzelllinien HEK 293 angefertigt. Dieilmner 80 %igen Konfluenz geernteten
Zellen wurden in 250-500 pl RIPA-Puffer lysiert unohlosliche Zellbestandteile durch

Zentrifugation abgetrennt. Von den Lysaten wurdam 2Nachweis der Galektinexpression
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jeweils 50 pg Proteinlysat fur Galektin-1 und Géalei8 und 75 pg Proteinlysat fur Galektin-
8 in einem 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetteund im Immunblotverfahren
analysiert. Zum Nachweis der Spezifizitstt des ploly&len anti-Galektin-1- bzw.
monoklonalen anti-Galektin-3- und anti-Galektin-8t¥ko6rper wurde auf jedem Immunblot
jeweils humanes rekombinantes Galektin-1, Gale&timder Galektin-8 als Kontrolle
aufgetragen.

Die Blots in Abbildung 9, 10 und 11 zeigen die Bnogehalte der Galektine in den Zelllinien.
Deutliche Unterschiede erkennt man in der Anzahl mechgewiesenen Banden, die den
einzelnen Galektinen entsprechen. Wahrend Galéktimd -3 im Immunblotverfahren als
Einzelbande nachgewiesen werden konnte, deutenindidmmunblot nachgewiesenen
Galektin-8-Doppelbanden auf zwei Isoformen hin.

Galektin-1 besteht aus 135 Aminosauren was eimecleneten Molekularmasse von 14,716
kDa entspricht, und konnte in den meisten Zellhnreachgewiesen werden. Die Ausnahme
machen Patu 8988s- und HEK 293-Zellen, in denen &alektin-1 nachgewiesen werden
konnte. Geringe Mengen Galektin-1 konnten in demkReaskarzinomzellen Capan-1, Capan-
2 und Patu 8902 detektiert werden. Dagegen komtden anderen Zelllinien eine hohere
Galektin-1-Quantitat nachgewiesen werden. Der BhotAbbildung 9 zeigt, dass in den
Gesamtlysaten der Pankreaskarzinomzellen PANC-BPBICa-2 und Patu 8988t und die
SW480-Kolonkarzionmzellen die grofdte Galektin-1 Men enthalten. Durch die
densitometrische Analyse der einzelnen Banden dsietbelle 17) konnte gezeigt werden,
dass die MiaPaCa-2-Zellen im Vergleich zu den asmeZelllinien die grol3te Menge
Galektin-1 enthalt.

Die anti-Galektin-1 Antikorper-Spezifizitat konntdurch den Nachweis des humanen
rekombinanten Galektin-1 bei ca. 15 kDa. besté&tgden (Abb. 9., Spur 1).

Zur Kontrolle der auf dem Immunblot aufgetragenerténmengen, wurde der Blot
anschlieBend mit einerfi-Aktin-Antikorper behandelt ung-Aktin durch Detektion mit
einem entsprechenden HRP-gebundenen Maus-Antikdgedrgewiesen. Ausgehend von der
Annahme, dass die epithelialen Zellen ungefahrgtkeche MengeB-Aktin im RIPA-Lysat
enthalten, zeigt der in Abbildung 9 abgebildete umibiot eine gleichmalige

Proteinverteilung.
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Abb. 9: Expression von Galektin-1 in verschiedeneielllinien: Die Zellen der Zelllinien PANC-1, AsPc-1,
MiaPaCa-2, BXPC-3, Capan-1, Capan-2, Patu 8901, 8%88s, Patu 8988t, SW480, MCF-7, HEK 293 (Spur 2-
13) wurden bis zu einer 80 %igen Konfluenz in Waghsmedium gezogen und anschliel3end in RIPA-Puffer
lysiert. Je 50 pg vom RIPA-Gesamtlysat wurde im imbviotverfahren analysiert. Nach der elektrophsobign
Auftrennung in einem 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgerrden die Proteine auf Nitrozellulosemembran
transferiert und mit einem polyklonalen anti-Gaiekt-Antikorper (1:1000 verdiinnt) behandelt. Demomblot
wurde anschlieBend mit einem zweiten HRP-gebund&mnegen-Antikdrper (1:2000 verdinnt) inkubiert und
mit ECL-Reagenz entwickelt. AnschlielBend wurde tamunblot mit einemp-Aktin-Antikdrper (1:6000
verdunnt) und Detektion durch einem entsprechend&®-gebundenen zweiten Maus-Antikdrper (1:7000

verdinnt) erneut mit ECL-Reagenz entwickelt (unt@&et). Zur Kontrolle der Spezifizitat des anti-Bltin-1-
Antikorpers wurde auf der ersten Spur des Gels @humanes rekombinantes Galektin-1 aufgetragen

Proteinstandard ist links markiert.

In Abbildung 10 ist der Nachweis von Galektin-3d@n verschiedenen Zelllinien dargestellt.
Galektin-3 enthalt 250 Aminosauren und hat eineatmete Molekularmasse von 26,152
kDa.

Galektin-3 erscheint im Immunblotverfahren, ahnligle Galektin-1, als Einzelbande. Gut
nachweisbare Mengen Galektin-3 konnten in den Raskarzinomzellen AsPc-1 und Capan-
2 und in den Mamakarzinomzellen MCF-7 nachgewiegerden. PANC-1- und HEK 293-
Zellen exprimieren kein Galektin-3. Geringere unageféhr gleiche Mengen Galektin-3
konnten in den Zellen MiaPaCa-2, BxPC-3, Capandlty 902, Patu 8988s und SW480
nachgewiesen werden. Die Pankreaskarzinomzellan 828t exprimieren nur eine geringe
Menge Galektin-3.

Die Kontrolle der Spezifizitat des monoklonaleni#balektin-3 Antikorpers erfolgte durch
den Nachweis von humanem rekombinantem Galektda8,auf der gleichen Hohe wie das
endogene Galektin-3, bei 27 kDa, dargestellt wekaemte (Abb. 10, Spur 11).
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Um die GleichmaRigkeit der Proteinbeladung im Imbiabkontrollieren zu kénnen, wurde
der Blot anschlielend mit einem aftAktin-Antikorper und dem entsprechenden HRP-
gebundenen Maus-Antikdrper behandelt. Ausgehend emer gleichméaRigerp-Aktin-
Verteilung in den Zellen, konnte eine, im Immunblatifgetragene ungefahr gleiche
Gesamtproteinmenge nachgewiesen werden. Gleicheebfigge zur aufgetrennten
Proteinmenge konnten durch die Farbung des Blotsiner 0,2 %igen PonceauS-L6sung
nachgewiesen werden (Ergebnis nicht abgebildet).
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Abb. 10: Expression von Galektin-3 in verschiedenerZelllinien: Die Pankreaskarzinomzellen PANC-1,
AsPc-1, MiaPaCa-2, BxPC-3, Capan-1, Capan-2, P202,8Patu 8988s, Patu 8988t, die Kolonkarzinomaelle
SW480, die Mammakarzinomzellen MCF-7 und die embajen Nierenzellen HEK 293 (Spur 1-10, 12 und 13)
wurden bis zu einer 80 %igen Konfluenz in Wachstomadium gezogen und anschlieRend in RIPA-Puffer
lysiert. Jeweils 50 pg RIPA-Zelllysat wurden im Imnblotverfahren analysiert. Die Proteine des jagei
RIPA-Gesamtlysats wurden in einem 12,5 %igen SDIga@oylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und
anschlieBend auf eine Nitrozellulosemembran Ulgetra Die Detektion des Galektin-3 erfolgt durch
Behandlung des Immunblots mit einem monoklonaletir@alektin-3-Antikérper (1:1000 verdinnt) und mit
einem zweiten HRP-gebundenen Maus-Antikdrper (102@€rdiinnt) und der anschlieBenden Entwicklung mit
ECL. Als nachstes wurde der Immunblot mit eingAktin-Antikérper (1:6000 verdinnt) und Detektionrdh
einen entsprechenden HRP-gebundenen zweiten MatilgdAper (1:2000 verdiinnt) erneut entwickelt (ueter

Blot). Zur Kontrolle der Spezifizitat des anti-Glim-3-Antiklorpers wurde in Spur 11 15 ng humanes

rekombinantes Galektin-3 aufgetrag&in Proteinstandard ist links markiert.

Als nachstes wurde die Proteinexpression von Gakéktin den verschiedenen Zellen
untersucht. In Abbildung 11 ist der Nachweis dest&inexpression von Galektin-8 in einem
reprasentativen Immunoblot gezeigt. Galektin-8 kenals Doppelbande in den meisten
Zelllinien nachgewiesen werden. Auch in den AsPaiftd Capan-1-Zellen konnte nach
langerer Belichtungszeit die lange Isoform von ®&@e8 in Immunblotverfahren

nachgewiesen werden (Spur 2 und 5). Lediglich iRP®3-Pankreaskarzinomzellen konnten
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Galektin-8 nur als Einzelbande dargestellt werdem Galektin-8 Doppelbanden auf der
Hohe von 36 bzw. 40 kDa entsprechen den durch PG&ty8e nachgewiesenen cDNAs flr
zwei Galektin-8 Isoformen, Galektin-8 long und Gdile-8 short (siehe Kap. 4.2). Die
Existenz der zwei Galektin-8 Isoformen in den Paakkarzinomzellen PANC-1, MiaPaCa-2,
AsPc-1, BxPC-3, Capan-2, Patu 8902, Patu 8988$atul 8988t konnte auch in einer Arbeit
in unserer Arbeitsgruppe bestatigt werden (,Chamdierung des Einflusses von konstitutiv
aktivem K-Ras(G12V) auf die Signaltransduktion uxée Migration von PANC-1-
Pankreaskarzinomzellen* Dissertation von Dr. reat. iMonika Unger). Zur einfacheren
Beschreibung der zwei Galektin-8 Isoformen werdedieser Arbeit die folgenden Begriffe
verwendet: Galektin-8 short fur die kurze IsoforresdGalektin-8 mit einer berechneten
Molekularmasse von ca. 35,826 kDa und Galektiofg)Ifir die lange Galektin-8 Isoform
deren berechneten Molekularmasse 40,151 kDa betégt Immunblot in Abbildung 11.
zeigt einen hoheren Proteingehalt an Galektin-8rtstads Galektin-8 long in jeder
untersuchten Karzinomzelllinie. Die PANC-1-Zelleaigen den gro3ten Gehalt sowohl an
Galektin-8 short als auch an Galektin-8 long. Gggne Mengen der zwei Proteine enthalten
die  Pankreaskarzinomzellen AsPc-1 und Capan-1. Iren dzwei nicht-
Pankreaskarzinomzelllinien SW480 und MCF-7 konnéetin-8 ebenfalls als Doppelbande
im Immunblotverfahren gezeigt werden. Die Nierelerel[HEK 293 weisen im Immunblot
keine Galektin-8-Expression auf.
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Abb. 11: Expression von Galektin-8 in verschiedenerzelllinien: Die Karzinomzellen PANC-1, AsPc-1,
MiaPaCa-2, BxPC-3, Capan-1, Capan-2, Patu 8902, B888s, Patu 8988t, SW 480, MCF7 und die
Nierenzellen HEK 293 (Spur 1-12) wurden in Wachstomadium bis zu einer Konfluenz von 80 % inkubiert
und anschlieBend in RIPA-Puffer lysiert. Fir diemsquantitative Galektin-8 Proteinanalyse wurdenugbvon
jedem RIPA-Zelllysat in einem 12,5 %igen SDS-Potymidgel elektrophoretisch aufgetrennt und
anschlieBend auf eine Nitrozellulosemembran Ulgetra Die Detektion des Galektin-8 erfolgt durch
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Behandlung des Immunblots mit einem monoklonaletir@alektin-8-Antikérper (1:5000 verdinnt) und der
anschlieBenden Inkubation mit einem entsprechehii®&P-gebundenen Maus-Antikérper. Die Entwicklung des
Blots wurde mit ECLAdvancedurchgefiihrt. Der Immunblot wurde anschlieRendairiemp-Aktin-Antikdrper

und Detektion durch einen HRP-gebundenen zweitenshMatikdrper erneut entwickelt (untere Blot). Zur

Kontrolle der Spezifizitdt des anti-Galektin-8-Adtirpers wurde auf den letzten zwei Spuren 0,5md) 2,0 ng

vom humanen rekombinanten Galektin-8 aufgetragém Proteinstandard ist links markiert.

Die Kontrolle der Spezifizitat des monoklonaleni-#&alektin-8-Antikorpers erfolgte durch
den Nachweis des humanen rekombinanten Galekira8.rekombinante Galektin-8 besteht
aus 317 Aminosauren und konnte im Immunblotverfalaaf einer Hohe von ca. 36 kDa
identifiziert werden. Die Abbildung 11. zeigt dadas rekombinante Galektin-8 héher lauft
als das endogene Galektin-8 short. Dieses Ergddmmiate in allen Versuchen beobachtet
werden und ist vermutlich auf die posttranslatien&eranderung in der Zelle und die
unterschiedliche Konformation des Galektin-8 short Vergleich zu dem rekombinanten
Galektin-8 zurtickzufiihren. Die gleichmafRige Prdieladung in den einzelnen Spuren des
Immunblots wurde durch die anschlieBende Behandioitgeinem antiB-Aktin-Antikdrper
und dem entsprechenden HRP-gebundenen Maus-Argik6fper Immunblot zeigt eine
gleichméaRige Verteilung des aufgetrennten Protditeeweitere Kontrolle der gleichmaligen
Proteinbeladung wurde der Immunblot mit einer 0,29¢% PonceauS-Loésung gefarbt
(Ergebnisse nicht abgebildet), die ebenfalls eieegleichbare Proteinbeladung in allen

Spuren zeigte.

Die Ergebnisse der Immunblotanalyse belegen, dasslesritliche Unterschiede in der
Proteinexpression von Galektin-1, -3 und -8 in denschiedenen Pankreaskarzinomzellen
gibt. AuBRBerdem konnte ein Unterschied in der Galekkpression in den
Pankreaskarzinomzelllinien im Vergleich zu den tiehnkreaskarzinomzelllinien

nachgewiesen werden.
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3.1.2 Analyse der Proteinverteilung von Galektin-1Galektin-3 und

Galektin-8 nach subzellularen Fraktionierung

3.1.2.1 Subzellulare Fraktionierung

Um die subzellulare Verteilung von Galektin-1, Gdile-3 und Galektin-8 in verschiedenen
Pankreaskarzinomzellen untersuchen zu kdnnen, wud@elLysate von Zellen der Zelllinien
PANC-1, MiaPaCa2, AsPc-1, BxPC-3, Capan-1, Capdnad, 8902, Patu 8988s und Patu
8988t mittels Ultrazentrifugation in eine zytosdtlgen Fraktion (S) mit I6slichen Proteine
und eine partikulare, membranhaltigen Fraktion ¢ejrennt. Von diesen Fraktionen wurden
jeweils 50 pg im Immunblotverfahren analysiert. #&llulare Fraktionen von HEK 293-
Nierenzellen, MCF-7-Mammakarzinom- und SW480-Mamzaike@mzellen wurden auf die

gleiche Weise analysiert.

Um die Spezifizitat der Methode und Reinheit derzelnen zytosol- und membranhaltigen
Fraktionen kontrollieren zu kénnen, wurden zunaghseils 50 ug des Gesamtlysat und der
beiden subzellularen Fraktionen nach SDS-Polyagrnggelelektropherese durch Coomassie-
Blau-Farbung und im Immunblotverfahren analysibre Coomassie-Blau-Farbung der SDS-
Polyacrylamidgele erfolgte Uber Nacht unter leiohteSchitteln mit anschlieRender
Entfarbung. Korrespondierende Immunblots wurdenemem monoklonalen anti-Ras- und
einem polyklonalen anti-ERKektracellular-signal regulated kinaséntikdrper und einem
entsprechenden HRP-gebundenen zweiten Maus- b&&aninchen-Antikorper entwickelt.
Die Proteine erscheinen im Immunblotverfahren aad&n auf der Hohe von 42 kD bzw. 44
kD fir ERK2 und ERK1 und auf der HOhe von ca. 21fiDRas. Vorausgesetzt, dass sich
ERK1 bzw. ERK2 sowohl im zytosolhaltigen als auchder membranhaltigen Fraktion und
Ras nur in der membranhaltigen Fraktion befinddmnréBataet al, 1999; Giehl, 2005), kann
von einer hohen Spezifitdt der Methode und dammereihohen Reinheit der erhaltenen
Fraktionen ausgegangen werden. Der polyklonaleEERK 2-Antikdrper, der aufgrund einer
Kreuzreaktivitat auch ERK 1 erkennt, detektiertzfigch das in dem Gesamtlysat und in den
zwei subzellularen Fraktionen enthaltene ERK 2 &RK 1. Deshalb erscheint ERK im

Immunblotverfahren in einigen Zellen der Zelllinials Doppelbande fur ERK1/2.

Die Abbildung 12 zeigt abwechselnd die mit Coomax#au gefarbten Gele sowie im
Immunblotverfahren den ERK 1-, ERK 2- bzw. Ras-Neeis in den membranhaltigen und

zytosolhaltigen Fraktionen und im Gesamtlysat. Inood@assie-Gel erscheinen die



3. ERGEBNISSE 67

Proteinbanden in den drei Spuren unterschiedlich,ddr qualitative Proteingehalt des
Gesamtlysats und der zwei Fraktionen unterschiedbt Die dazu entsprechenden Blots
zeigen in der zytosolhaltigen Fraktion (S) einemdeutigen Nachweis des ERK als Einzel-
(ERK2) oder als Doppelbande (ERK1 und ERK2). DiekPeaskarzinomzellen Capan-1,
Capan-2 und Patu 8988s und die HEK 293-Nierenzeltgrsen die fir ERK1/ERK2 typische

Doppelbande auf. Das Ras-Protein konnte in allaersnchten Zelllinien als Doppelbande
nachgewiesen werden. Lediglich in den MCF-7-Mammakamzellen konnte Ras im

Immunblotverfahren als Einzelbande dargestellt werdDer verwendete Ras-Antikorper
identifiziert im Immunblotverfahren verschiedenesRsoformen, die auf unterschiedliche
Hohen nachweisbar sind. AuRerdem treten die Rdsrieen in der Zelle in prenylierten und

nicht-prenylierten Form auf, die unterschiedlicheol®kularmassen aufweisen. Die
Prenylierung des C-terminalen Endes der Ras-Pretaiéglicht die bevorzugte Lokalistation

der Proteine an der Membran.

Die membranhaltige Fraktionen (P) der untersucdtdlen dagegen enthalten sowohl ERK 1
bzw. ERK2 als auch Ras. Im Gesamtlysat aller 2¢dlh konnten ERK 1 bzw. ERK 2 und

Ras nachgewiesen werden.
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Abb. 12 Kontrolle der Praparation der zytosol- bzw.membranhaltigen Fraktionen im Coomassie-Gel und
im Immunblotverfahren: Die Zellen der Zelllinien PANC-1, AsPc-1, MiaPaCaBXPC-3, Capan-1, Capan-2,
Patu 8902, Patu 8988s, Patu 8988t, SW 480, MCFK BEB wurden bis zur Konfluenz in Wachstumsmedium
gezogen und anschlielend zur Praparation des QGgsates in RIPA-Puffer lysiert, die unl6slichen
Bestandteile abgetrennt. Die zytosol (S)- bzw. mmmhbaltigen (P) Fraktionen wurden durch Lysieren de
Zellen in HEPES-Puffer und Utrazentrifugieren ewyal Von jedem Gesamtlysat (GL) und den zwei
subzellularen Fraktionen wurden jeweils 50 pg Rmotelurch Coomassie-Farbung (oben) und im
Immunblotverfahren (unten) untersucht. Dazu wurdbese in einem 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel
nebeneinander aufgetragen und elektrophoretisclgetefint. Die Proteine wurden anschlieBend auf
Nitrozellulosemembran transferiert und mit einemneidonalen anti-Ras- und einem polyklonalen antkER
Antikdrper und einem entsprechenden HRP-gebundeM@mns- bzw. Kaninchen-Antikdrper behandelt.
Anschlieend wurde der Immunblot durch DetektionEBGL entwickelt. Die Coomassie-Blau-Farbung deb12
%igen SDS-Polyacrylamidgele erfolgte Giber Nacheutgichtem Schiitteln mit anschlieBender Entfarbig

Proteinstandard ist links markiert.

3.1.2.2 Subzellulare Verteilung von Galektin-1, Gaktin-3 und Galektin-8

Das Ziel der im folgenden Kapitel beschriebenensuene war die Untersuchung der
subzellularen Verteilung der drei Galektine in dearschiedenen Pankreaskarzinom-,
Mammakarzinom-, Kolonkarzinom- und Nierenzellenegd Versuche sollten Hinweise auf
moglichen Funktionen der Galektine in den versameh zellularen Kompartimenten geben.
Hierzu wurden je 50 pg Protein des Gesamtlysatsiodéchen und der partikularen Fraktion

in 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgelen elektrophseoétiaufgetrennt und anschlie3end auf



3. ERGEBNISSE 70

Nitrozellulosemembran Ubertragen. Durch die Behamgll mit den entsprechenden
Antikérpern fur Galektin-1, Galektin-3 bzw. Galek8 und entsprechenden HRP-

gebundenen zweiten Antikorper, wurden die unterebibdeten Immunblots erhalten.
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Abb. 13.: Die subzelluldre Verteilung von Galektinl in verschiedenen Zelllinien Die Zellen der Zelllinien
PANC-1 AsPc-1, MiaPaCa-2, BxPC-3, Capan-1, Capdpa?y 8902, SW480, Patu 8988t, Patu 8988t, MCF-7
und HEK 293 wurden bis zur Konfluenz in Wachstumdime gezogen und zur Praparation des Gesamtlysats
(GL) in RIPA-Puffer lysiert. Durch Lysieren der Xah in HEPES-Puffer und Ultrazentrifugation bei @00 x g
wurde der Zellextrakt in eine zytosolhaltige (SHwiner membranhaltigen (P) Fraktion aufgetrenon jedem
Gesamtlysat und den subzellularen Fraktionen wujdesils 50 pg im Immunblotverfahren analysiertr Zu
Kontrolle der Spezifitdt des anti-Galektin-1-Antik@rs wurde 15 bzw. 30 ng humanes rekombinantesk@al

1 in einem 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgels elgdinyetisch aufgetrennt und anschlieRend auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Der Nachweisn v@alektin-1 erfolgte mit einem polyklonalen anti-
Galektin-1-Antikdrper und einem HRP-gebundenen &iegntikdrper . Der Immunblot wurde durch Detektion

mit ECL Reagenz entwickelt. Ein Proteinstandardingts markiert.

Die Blots in Abbildung 13 zeigen den Nachweis dede®in-1 im Gesamtlysat und der
membranhaltigen bzw. zytosolhaltigen Fraktion im dentersuchten Zellen. Endogenes
Galektin-1 konnte ausschlie3liche in der membraigead Fraktion nachgewiesen werden. In
der zytosolhaltigen Fraktion der untersuchten ¥sdite konnte kein Galektin-1 nachgewiesen
werden.

Zur Kontrolle der Spezifitat des polyklonalen a@@lektin-1-Antikorpers wurden 15 ng bzw.

30 ng humanes rekombinantes Galektin-1 in demsefig®-Polyacrylamidgel aufgetrennt.
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Humanes rekombinantes Galektin-1 hat ein Molekedargcht von 14 kDa und konnte im
Immunblotverfahren als Bande auf der gleichen H@hmé dem endogenen Galektin-1
nachgewiesen werden.

In den Lysaten der HEK 293-Nierenzellen und der kRzaskarzinomzellen Patu 8988s
konnte kein Galektin-1 nachgewiesen werden. Dieggelthisse stimmen mit den
Untersuchungen des Galektin-1 in den RIPA-Gesaatiysiiberein (siehe Kap. 4.1.1).

Als néchstes wurde die Verteilung des Galektin-3da@r zytosol- bzw. membranhaltigen
Fraktion der verschiedenen Pankreaskarzinom- bzwamivlakarzinom-, Kolonkarzinom-
bzw. Nierenzellen untersucht. Fir diese Experimenteden jeweils 50 pug der zytosol- bzw.
membranhaltigen Fraktionen und des Gesamtlysats fineGalektin-1 beschrieben im
Immunblotverfahren analysiert. Die Immunblots wurdmit einem monoklonalen anti-
Galektin-3-Antikérper und einem HRP-gebundenen Mangkorper behandelt und durch
Detektion mit ECL entwickelt.
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Abb. 14: Die subzellulare Verteilung von Galektin-3 in verschiedenen Zelllinien Die
Pankreaskarzinomzellen PANC-1, AsPc-1, MiaPaCax®®3, Capan-1, Capan-2, Patu 8902, Patu 8988t und
Patu 8988t, die Mammakarzinomzellen MCF-7 und dielokkarzinomzelle SW480 und die HEK 293-
Nirenzellen wurden bis zur Konfluenz in Wachstumdimm gezogen und zur Gewinnung des Gesamtlysates in
RIPA-Puffer lysiert. Durch das Lysieren der Zellem HEPES-Puffer und anschie3ender Ultrazentrifogati
wurden die Lysate in einer zytosolhaltige (S)- wider membranhaltige (P) Fraktion aufgetrennt. \dem

Gesamtlysat (GL) und den zytosol- bzw. membraniiti Fraktionen wurden jeweils 50 pg im
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Immunblotverfahren analysiert. Zur Kontrolle dere3fitat des Antikbrpers wurden je 10 bzw. 20 ngnlanes
rekombinanten Galektin-3 im Gel aufgetragen. Naghealektrophoretischen Auftrennung in einem 12,5é%i
SDS-Polyacrylamidgels wurden die Proteine auf Mithulose transferiert und mit einem monoklonaleti-a
Galektin-3-Antikdrper und einem HRP-gebundenen tmmeanti-Maus-Antikérper behandelt. Der Immunblot

wurde durch Detektion mit ECL-Reagenz entwickeih Eroteinstandard ist links markiert.

Die Blots in Abbildung 14 zeigen, dass endogendskia-3 in den Pankreaskarzinomzellen
Patu 8902 und BxPC-3 ausschliel3lich in der memladéighn Fraktion nachweisbar ist. In
der zytosolhaltigen Fraktion dieser Zellen konneenkGalektin-3 nachgewiesen werden. Nur
kleine Mengen Galektin-3 konnten in der zytosoigah Fraktion der Patu 8988s- und
SW480-Lysate detektiert werden. Daruber hinauseredje Analysen, dass die Lysate der
PANC-1- und HEK 293-Zellen kein Galektin-3 enthalte

Die abgebildeten Immunblots in Abbildung 14 zeig#ne relativ gleichméRige Verteilung
des Galektin-3 sowohl in der l6slichen als auch dar partikularen Fraktion der
Pankreaskarzinomzellen  AsPc-1, MiaPaCa-2, Capan-Capan-2 und  der
Mammakarzinomzellen MCF-7.

Die Kontrolle der Spezifitat des anti-Galektin-3t/kidrpers wurde durch den Nachweis des
humanen rekombinanten Galektin-3 im Immunblotvedahermdglicht. Das rekombinante
Galektin-3 hat ein Molekulargewicht von ca. 27 kidal konnte im Immunblotverfahren als
Bande auf der gleichen Hohe wie das in den Zellathadtene endogene Galektin-3

nachgewiesen werden.

Die nachsten Versuche hatten das Ziel die subzednl Proteinverteilung des Galektin-8 in
den untersuchten Zellen zu bestimmen. Dazu wurden fur die Versuche mit Galektin-1
und Galektin-3, je 50 pg vom Gesamtlysat und vorr deembranhaltigen bzw.
zytosolhaltigen Fraktion im Immunblotverfahren aiséért. Zur Kontrolle der Spezifizitat des
monoklonalen anti-Galektin-8-Antikorpers wurden 8,2 0.5 ng humanes rekombinantes
Galektin-8 verwendet. Die Proteine wurden in eing®)5 %igen SDS-Polyacrylamidgel
elektrophoretisch  aufgetrennt. Nach der Ubertragunigr Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran wurde der Immunblot mit einenonoklonalen anti-Galektin-8-
Antikoérper und anschliel3end mit einem entsprechendi@P-gebundenen Maus-Antikorper
behandelt. Die Detektion erfolgte durch Entwicklung ECL Advance
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Abb. 15: Die subzellulare Verteilung von Galektin-8in verschiedenen Zelllinien Die Zellen der Zelllinien
PANC-1, AsPc-1, MiaPaCa-2, BxPC-3, Capan-1, Capdpatu 8902, SW480, Patu 8988t, Patu 8988t, MCF7,
HEK 293 wurden bis zur Konfluenz in Wachstumsmediggzogen und zur Gewinnung des Gesamtlysates in
RIPA-Puffer lysiert. Durch die anschlieBende Zdagation des Lysats konnten die unléslichen Begtiled
getrennt werden. Fur die Auftrennung des Lysatsrie [6slichen (S) bzw. partikularen (P) Fraktioarden die
Zellen in HEPES-Puffer lysiert und durch Ultrazéfogation gereinigt. Von dem Gesamtlysat (GL) urehd
zwei Fraktionen wurden jeweils 50 pg im Immunblofabren analysiert. Die Kontrolle der Spezifitasdmnti-
Galektin-8-Antikdrpers wurden 0,25 ng bzw. 0,50mugnanes rekombinantes Galektin-8 aufgetragen. Nach
elektrophoretischen Auftrennung in einem 12,5 %i@»S-Polyacrylamidgels wurden die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und mit einem nmidonalen anti-Galektin-8-Antikbrper bzw. einem
entsprechenden HRP-gebundenen zweiten Maus-Angkdrghandelt. Der Immunblot wurde durch Detektion

mit ECL Reagenz entwickelt. Ein Proteinstandardindts markiert.

Das Galektin-8 konnte im Immunblotverfahren als pelpande nachgewiesen werden.
Dieses deutet entweder auf zwei Spleil3-Variantear auif unterschiedlich modifizierte
Formen von Galektin-8 hin. Die zwei auf dem Immutbhachgewiesenen Galektin-8-
Proteine haben ein apparentes Molekulargewicht3gkDa und 40 kDa. Um die Benennung
der zwei Proteine zu erleichtern und eine Verwaegigslzu vermeiden wurde das im
Immunblotverfahren nachgewiesene Galektin-8 miemirMolekulargewicht von 36 kDa als
Galektin-8 short und das Protein mit einem Molekggavicht von 40 kDa als Galektin-8 long
bezeichnet.

Die Abbildung 15 zeigt die Verteilung der Galek8nSubtypen in den subzellularen
Kompartimente der untersuchten Zellen. Die oberamuinblots zeigen eine pradominante

Verteilung der endogenen Galektin-8 Subtypen in me@mbranhaltigen Fraktion. In der
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zytosolhaltigen Fraktion konnte wenig oder keinayehes Galektin-8 nachgewiesen werden.
Wahrend die BxPC-3-Zellen kein Galektin-8 long attién, konnte in allen anderen Zellen
sowohl Galektin-8 long als auch Galektin-8 shorthgewiesen werden. Die |6sliche und
partikulare Fraktion der untersuchten Zellen enémaimehr Galektin-8 short als Galektin-8
long. Eine starke Galektin-8 long und Galektin-®&rstexpression konnte in den Zellen der
Zelllinien PANC-1, MiaPaCa-2, SW 480, Patu 8902 #atu 8988t nachgewiesen werden.
AulRerdem zeigen die Versuche einen hohen GehalGalektin-8 long in PANC-1-,
MiaPaCa-2- und Patu 8988t-Zellen. Geringere MengerGalektin-8 long konnten in den
Zellen der Zelllinien AsPc-1 und BxPC-3 nachgewmreserden. Galektin-8 long konnte nur
in der membranhaltigen Fraktion der BxPC-3-Zellachgewiesen werden. Im Gesamtlysat
und in der zytosolhaltigen Fraktion konnte kein ékéih-8 long nachgewiesen werden. HEK
293-Nierenzellen enthalten weder Galektin-8 longmGalektin-8 short.

Zur Kontrolle der Spezifizitat des monoklonalen idbalektin-8-Antikorpers erfolgte der

Nachweis des ca. 36 kDa grof3en humanen rekombm&akektin-8 im selben Immunblot.

3.1.3 Quantifizierung der Proteinexpression von Gaktin-1, -3 und -

8 im Gesamtlysat der Zelllinien

Um die Galektin-Expression in den Zellen der Zeilin genauer vergleichen zu kdnnen
wurden mit Hilfe derSoftware ImageQuant 5.0 (Molecular Dynamics, GE Healthcare,
Freiburg) die einzelnen Banden, die im Immunbldiataren nachgewiesen werden konnten,
abhangig von deren Flache und Farbintensitat ingeh zu einer Kontrollbande, die einer
bekannten Menge humanen rekombinanten Galektinprctts, quantifiziert. Aus dieser
Auswertung von mindestens drei unterschiedlichemumblotsanalysen konnte eine Angabe
bezlglich des Galektingehalts der Zellen der untten Zelllinien gemacht werden. Da
Galektin-8 als Doppelbande, entsprechend Galektili®y und Galektin-8 short, im
Immunblotverfahren erscheint, wurde jede Bandeeadnguantifiziert und anschlieRend der
Gesamtgehalt berechnet. Die untere Tabelle stellEdyebnisse der Quantifizierung dar.
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Tabelle 17: Densitometrische Analyse der Galektingpalte in den untersuchten

Zelllinien:
Abkirzungen: S [Galektin-8 short (kurze Isoform)}jGalektin-8 long (lange Isoform)].

Galektin-8 Galektin-1 Galektin-3
zellen Isor}g/r%g RIPAégzztmt ng/png RIPA-Lysat ng/ug RIPA-Lysat
PANC-1 g %%c:)l_g% 0,0170 0,510 0,00
AsPc-1 ; %%%%% 0,0033 0,304 0,419
MiaPaCa-2 g %%%363(; 0,0093 0,851 0,293
BxPC-3 ; 000%%3 0,0053 0,109 0,339
Capan-1 ; %%%i& 0,0054 0,050 0,245
Capan-2 ; %%%]éi 0,0079 0,130 0,476
Patu 8902 ; %%%15% 0,0064 0,068 0,026
Patu 8988t g %%%35% 0,0083 0,413 0,079
Patu 8988s ; %%%25%1 0,0076 0,00 0,325
SWRA480 g %%%%i 0,0118 0,494 0,234
MCF-7 ¢ %’%%%95 0,0064 0,189 0,383
HEK 293 ; %%% 0,00 0,00 0,00

Die obere Tabelle zeigt den Gehalt an Galektin-aleldin-3 und Galektin-8 long und
Galektin-8 short in den RIPA-Gesamtlysaten dernsnighten Zellen.

Galektin-1 konnte, wie in Kapitel 4.1.1 beschriebém den verschiedenen Zellen als
Einzelbande nachgewiesen werden. In den NieremzelldEK 293 wund den
Pankreaskarzinomzellen Patu 8988s konnte keineek@all nachgewiesen werden. Alle
anderen untersuchten Zellen enthalten Galektineh grof3ten Gehalt an Galektin-1 konnte
in den PANC-1-, MiaPaCa-2- und den SW480-Zellereggaverden.

Galektin-3 konnte ebenfalls als Einzelbande im Imbiatverfahren nachgewiesen werden.
Es konnte gezeigt werden, dass PANC-1- und HEK Z@8en kein Galektin-3 exprimieren.
Die Pankreaskarzinomzellen AsPc-1, Capan-2 und &288s weisen dagegen einen hohen
Gehalt an Galektin-3 auf.

Galektin-8 konnte im Immunblotverfahren als Doppeitle nachgewiesen werden. Diese
Banden wurden zunachst einzeln quantifiziert urgthiel3end der Gesamtgehalt berechnet.
Die obere Tabelle zeigt den Gehalt an Galektin#8gland Galektin-8 short im RIPA-
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Gesamtlysat in den verschiedenen Zellen. Es kogegeigt werden, dass der Galektin-8
long-Gehalt in den Zellen immer kleiner ist als Galektin-8 short-Gehalt. In den Zellen der
BxPC-3-Zelllinie konnte kein Galektin-8 long nackgesen werden. Die HEK 293-
Nierenzellen enthalten weder Galektin-8 long noeltetin-8 short.

Die Quantifizierung der einzelnen Banden, die inmiamblotverfahren nachgewiesen werden
konnten, hat wichtige Informationen Uber die Véuteg der drei untersuchten Galektine
gebracht. Gezeigt werden konnte, dass einige @iellli sowohl Galektin-1, Galektin-3 als
auch Galektin-8 long und Galektin-8 short exprireirgerwahrend andere Zellen nur zwei der
drei Galektine enthalten. In den embryonalen Nieeten HEK 293 konnte weder Galektin-

1, Galektin-3 noch Galektin-8 long oder Galektiskrt nachgewiesen werden.

3.2 Analyse der kodierenden DNA des Galektin-8 niils

PCR in unterschiedlichen Zelllinien

Da Galektin-8 im Immunblotverfahren als Doppelbandehgewiesen werden konnte, die auf
Splei3-Varianten oder unterschiedlich modifizidfmmen des Proteins hindeuteten, war das
Ziel der néachsten Versuche die Galektin-8 cDNA a@isttPCR zu analysieren, um einen
Hinweis Uber die Identitat dieser zwei Galektin-8A8en zu erhalten.

Fur die cDNA-Analyse des Galektin-8 wurden 5 Paagkarzinomzelllinien ausgewahlt. Die
drei Zelllinien PANC-1, MiaPaCa-2 und Patu 8988tisga im Immunblotverfahren eine
deutliche Expression der zwei Galektin-8-Prote(@alektin-8 long und Galektin-8 short auf.
In Lysaten von AsPc-1- und Patu 8902-Zellen konmengeringe Mengen Galektin-8 long
nachgewiesen werden. Galektin-8 short konnte ienalb Pankreaskarzinomzellen im
Immunblotverfahren identifiziert werden. Zusatzlielurde auch die Kolonkarzinomzellen
SwW480, die im Immunblotverfahren eine Galektin-8ppelbande aufweisen, in die

Versuchsreihe eingeschlossen.

Um nachweisen zu kdénnen, ob es sich hier um zwrsichieedene Isoformen des Galektin-8
handelt, wurden mittels PCR die cDNAs vom Gale@iamplifiziert. Das Galektin-8-Gen
befindet sich auf Chromosom 1(1942-gq43). Nach dmlidrung von mRNA und der
Umschreibung der mRNA in cDNA, wurden die zwei RernGalektin-8 RT-PCR KL1 und
KL2 fur die PCR verwendet. Das Enzym DNA-Polymerasaplifiziert in Gegenwart von
Desoxynukleotiden (ANTPs) ein definiertes DNA-Segtnedas durch die Bindung von zwei
Primern an komplementare Sequenzen begrenzt wirdkbhtaminationen der Losungen mit
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Fremd-DNA auszuschlielBen, wurde bei jeder durchgedin PCR eine Negativ-Kontrolle
ohne cDNA mitgefuhrt (nicht abgebildet). Nach Begndg der PCR wurden die Ansatze in
einem 1 %igen (m/V) Agarosegel elektrophoretisctyewennt und die amplifizierten DNA-

Fragmente unter UV-Beleuchtung analysiert.

Patu 8988t
Patu 8902

PANC-1
AsPC-1
MiaPaCa-2
SW 480

__Galektin-8 long

1000
"\ Galektin-8 short

Abb. 16: Amplifizierung der kodierenden DNA des Gaéktin-8 in 5 verschiedenen
Pankreaskarzinomzelllinien und SW480 Kolonkarzinomellen: Die cDNA der untersuchten Karzinomzellen
(von links nach rechts: PANC-1, AsPc-1, MiaPaC&®%/480 Patu 8988t und Patu 8902) wurde mittels PCR
amplifiziert. Nach Beendigung der PCRs wurde 1/5 ®&CR-Ansatze in einem 1 %igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und unter UV-Beleuobtanalysiert. Ein DNA-Standard wurde links martkie

(Abkirzungen: bp = Basenpaare)

Die Abbildung 16 zeigt einen Ausschnitt aus einetangplarischen Agarosegel in dem die
durch PCR erhaltene DNA-Produkte, mit einer Groa wa. 980 bp und 1100 bp,
aufgetrennt wurden. In den 6 Zelllinien konnten zu&alektin-8-cDNAs nachgewiesen
werden. Um die cDNAs weiter zu analysieren, wurdenBanden der einzelnen Galektin-8-
Varianten aus dem Agarosegel extrahiert. Zur Ifier@rung der Identitdt der zwei Banden
wurde die Sequenz der Galektin-8 cDNA-Variantertibest.

Der Vergleich der erhaltenen Sequenzen mit Sequenza@len Nukleotiden-Datenbanken
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) und publizem Sequenzen (Set al, 1996; Cueni
und Detmar, 2009) konnten zwei Varianten des Galektidentifiziert werden. Die zwel
Varianten des Galektin-8 entsprechen der Transkaijante 1 fur die lange Galektin-8 long
Isoform (NCIB Referenzsequenz NM_006499.3) und Tdanskriptvariante 2 fur die kurze
Galektin-8 short Isoform (NCIB Referenzsequenz NBL#43.1). In allen 6 untersuchten
Zelllinien konnten dieselben Transkriptvarianteant 2 identifiziert werden.

Die Galektin-8 long-cDNA (NCIB Referenzsequenz NNI6@99.3) besteht vom ATG-
Translationsstart bis zum TAG Stopp-Codon aus Baenpaaren, die fir 359 Aminosauren

kodieren. Im Anhang wurde die NukleotidsequenzG@iglektin-8 long-cDNA dargestellt.
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Die Galektin-8 short-cDNA (NCIB Referenzsequenz NA@1543.1) besteht vom ATG-
Translationsstart bis zum TAG Stopp-Codon aus 9&$eBpaaren, die fir 317 Aminosauren
kodieren. Die Nukelotidsequenz der Galektin-8 sk®MNA wurde im Kapitel 7.1 dargestellt.
Die Abbildung 17 zeigt die Proteinsequenzen vone&al-8 long und Galektin-8 short im
Vergleich.

mml s1nnlgn
mmlsInnlgn

dvathfnprf
dvafhfnprf

khtllyghri
khtllyghri

palpsnrggd

iiynpvipfw
iiynpvipfw

kragcivent
kragcivent

gpekidtlgi
gpekidtlgi

iskiaprtvy

gtipdgldpg
gtipdqldpg

linekwgree
linekwgree

vgkvnihsig
ygkvnihsig

tkskdstwvnh

tlivirghvp
tlivirghvp

itydtpfkre
itydtpfkre

fsfssdlgst
fsfssdlgst

tltctkippm

sdadrfgvdl
sdadrfqvdl

ksfeivimvl
ksfeivimvl

gassleltei
gassleltei

nyvskslpfa

pal

rtvvvkgevn

rtvvvkgevn

fpfspgmyfe
fpfspgmyfe

anaksfnvdl
anaksfnvdl

miiycdvref
miiycdvref

lagkskdial
lagkskdial

kvavngvhsl
kvavngvhsl

hlnprlnika
hlnprlnika

eykhrfkels
eykhrfkels

rlpfa

fvrnsflges
fvrnsflges

sidtleingd

gngssvkpra
gngssmkpra

kdkfgvavng
kdkfgvavng

srenvpksgt
srenvpksgt

arlntpmgpg
arlntpmgpg

wgeeernits
wgeeernits

ihllevrsw

sidtleingd ihllevrsw

Abb. 17: Vergleich der Aminosdurensequenz von Galék-8 long und Galektin-8 short: Galektin-8 long
(jeweils die obere Zeile - rote Schrift) ist au®3sminosduren gebildet. Das Galektin-8 short dagdgesteht
nur aus 317 Aminosauren (jeweils die untere Zedehwarze Schrift). Der Unterschied zwischen deiddre
Sequenzen befindet sich zwischen der Aminosaureuht?153 in der Sequenz des Galektin-8 long (griine
Schrift), die in der Aminosaurensequenz von Gate8tishort fehlt. Die gelbe Markierung weist auf den
Aminosaureausstausch hin. Die Proteinsequenz vdekiBa8 long unterscheidet sich von der publizert
Proteinsequenzen nur durch zwei Aminosaurenaustausn Position 56 wurde Valin durch Methionin ward
Position 229 wurde Serin durch Arginin ersetzt.gRh-8 short zeigt keinen Unterschied im Vergleamhden

publizierten Sequenzen.

Vergleicht man die Aminosaurensequenz von Galektiieng und mit Galektin-8 short
kommt man zu folgenden Erkenntnissen. Galektinrg) Izt um 42 Aminosauren langer als
Galektin-8 short. Die fehlenden Aminosauren in &eoteinsequenz des Galektin-8 short
befinden sich zwischen Aminosdure 186 und AminesalR8 der Galektin-8 long-
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Proteinsequenz. Weitere Unterschiede in der Pi#gurenz des Galektin-8 long short sind
einzelne Aminoséaureaustausche. Das Valin an Poshi® des Galektin-8 long wird in
Galektin-8 short durch Methionin ersetzt. Das SannPosition 229 in Galektin-8 long ist in
Galektin-8 short durch ein Arginin ausgetauschte BProteinsequenz von Galektin-8 short
entspricht den publizierten Sequenzen und weistnekeiUnterschiede auf. Die
Aminosaureaustausche in Galektin-8 long deuten edw auf Punktmutation oder einen
Fehler bei der Sequenzierung hin. Da die unterNeIB Referenzsequenz NM_006499.3
publizierten Galektin-8 long-Proteinsequenz an Setten Stelle ein Methionin und an der
226-te Stelle ein Arginin aufweisen, handelt e diei den festgestellten Verdnderungen

vermutlich um Fehler bei der Amplifizierung oderg8enzierung der Galektin-8 long cDNA-

Sequenzen.
Exon5 Exon 6 Exon7 Exon 8 iExon 9 10 Exon 11 Exon 12 Exon 13 Exon 14

1 CRDI Hinge | CRDII 1359 AS
e
20 151 228 356

1 C RO W CIR DAL 1317 AS
——————————————————————————— I ——
20 151 186 314

Abb. 18: Schematische Darstellung der Protein- undDNA-Struktur von Galektin-8 long und Galektin-8
short: Galektin-8 besteht aus zwei CRDsafbohydrate-recognition domainggrin: CRDI; violet: CRDII)
verbunden durch eine aus 77 (fur Galektin-8 loriggre Darstellung) bzw. 35 (fur Galektin-8 shorttewa
Darstellung) Aminosauren bestehenden Aminosaurenkdilinge orange dargestellt). Die fehlenden
Aminosauren in der Sequenz des Galektin-8 shomdeh sich zwischen den Aminosauren 186 und 22&mn

Sequenz des Galektin-8 long. Auf cDNA-Ebene enttpidiese Aminosaurenkette dem Exon 11.

Die Abbildung 18 zeigt die schematische Darstelldeg Protein- bzw. cDNA-Struktur der
zwei Galektin-8-Isoformen bzw. -Genvarianten. Daale®tin-8 gehort zu der Gruppe der
tandem repeaGalektine und ist aus zwei CRDga(bohydrate-recognition domains
verbunden durch eine aus 77 Aminosaure bestehdPolgpeptidkette fir Galektin-8 long
und einer 35 Aminoséaure langen AminosaurenketteGilektin-8 short, gebildet. Die zwei
CRDs bestehen aus 131 bzw. 128 Aminosauren. Degrgtitied in der Proteinstruktur der
zwei Galektin-8-Isoformen liegt im Bereich der Vieidungskette zwischen den zwei CRDs.
In der Primarstruktur des Galektin-8 short fehl@nMninosauren zwischen den Aminosauren
186 und 228 des Galektin-8 long . Auf cDNA-Ebengspncht dieses einem Verlust von
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Exon 11 (Basenpaare 550-698) bei Galektin-8 shortMiergleich zur Galektin-8 long-
Variante.

Durch die cDNA-Analyse mittels PCR konnte die Id&tt der im Immunblot

nachgewiesenen Doppelbanden des Galektin-8 bestinmtden. Die untersuchten
Pankreaskarzinom- bzw. Kolonkarzinomzelllinien aftégn zwei Isoformen des Galektin-8-
Proteins. Die lange Isoform, die aus 359 Aminoséurbesteht entspricht der
Transkriptvariante 1 (NCIB Referenzsequenz NM_0®@63Pund wurde in dieser Arbeit mit
Galektin-8 long benannt. Die kurze, 317 Aminosaulamge, Isoform, entsprechend der
Transkriptvariante 2 (NCIB Referenzsequenz NM_2@154 der wurde Galektin-8 short

genannt.

3.3 Klonierung von pcDNA3/Galektin-8 long und
pcDNA3/Galektin-8 short

3.3.1 Klonierung von pCR 2.1/Galektin-8 long und

PCR 2.1/Galektin-8 short

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die cDNAs der humaBalektin-8-Varianten aus PANC-
1-Zellen in dem Vektor pcDNAS3 kloniert. Ziel dies€lonierung war ein Galektin-8-Plasmid
das, nach Transfektion in unterschiedlichen Zellneiner Uberexpression des Galektin-8
fuhren wirde.

Mittels PCR wurden die cDNA-Sequenzen der humanalek@in-8-Varianten 1 und 2 aus
der cDNA von PANC-1 Pankreaskarzinomzellen ampéfiz Beide Varianten wurden
anschlieBend in einem 1 %igen Agarosegel aufgetreml separat extrahiert. Die
extrahierten PCR-Fragmente wurden durch Ligatiodeém Vektor pCR2.1 TOPO inseriert
und die Plasmide i&. coli amplifiziert. AnschlieRend wurden zur Kontroller degation die
Plasmide pCR2.1 TOPO/Galektin-8 long und pER1 TOPO /Galektin-8 short mit den
RestriktionsenzymeriEcoRl und Hindlll geschnitten und in einem 1 %igen Agarosegel
aufgetrennt. Zusatzlich wurden die inserierten @ale8 Sequenzen durch Sequenzierung
kontrolliert. Die Sequenzierung zeigte eine koreekiigation der PCR-Produkte in dem
Vektor pCR2.1 TOPO. AuBerdem konnte die NukleotidensequeszGigektin-8 long und
Galektin-8 short mit den publizierten Sequenzermgharen werden (NCIB Referenzsequenz
NM_006499.3 - Transkriptvariante 1, entsprechendategen Galektin-8-Isoform und NCIB
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Referenzsequenz NM_201543.1 - Transkriptvariarfi@ 2ie kurze Isoform des Galektin-8).
Die sequentierten Nukleotidsequenzen der PCR-Ptedektsprechen der publizierten
Galektin-8-Sequenzen.

Das pCR 2.1/Galektin-8 long- und pCR 2.1/Galektist®rt-Plasmid wurden flur weitere

Versuche in dieser Arbeit verwendet.

3.3.2 Klonierung von pcDNA 3.1 (-)/Galektin-8 long und
pcDNA 3.1 (-)/Galektin-8 short

Zur Klonierung der Galektin-8 long- und GalektirsBort-cDNA aus dem Vektor pCR2.1
TOPO in den Expressionsvektor pcDNA 3.1(-) wurdete dPlasmide mit den
RestriktionsenzymerecoRV und Kpnl hydrolysiert. Der ebenfalls miEcoRV und Kpnl
hydrolysiert Vektor pcDNA 3.1 und die Galektin-8agmente wurden in einem 1 %igen
Agarosegel aufgetrennt und aus diesem extrahiemscilieBend wurden die Galektin-8
Fragmente mittels Ligation in den pcDNA 3.1(-) Ma&kinseriert. Die Insertion der cDNA
Fragmente in pcDNA3.1(-) wurde durch Restriktiorsgse mit den Restriktionsenzymen
EcoRIl und BanHI und Agarosegelelektrophorese und durch Sequemgetberpriift. Die
Darstellung des Agarosegels in Abbildung 19 zeigt$paltung der Plasmide pcDNA 3.1 (-
)/Galektin-8 long (A) und pcDNA 3.1 (-)/Galektinshort (B) durch die Restriktionsenzymen
EcoRl bzw. BanHI. Die zwei Spuren in Abbildung 10 (A) zeigen dipaltungsprodukten
pcDNA 3.1 (-)/Galektin-8 londgZcarl bzw. pcDNA 3.1 (-)/Galektin-8 lonBanmHI nach der
Auftrennung im Agarosegel. Das Agarosegel (B) irbi#dung m zeigt die, nach Behandlung
mit den RestriktionsenzyrgcoR| bzw. BanH| erhaltenen pcDNA 3.1 (-)/Galektin-8 short-
Fragmenten. Jeweils zwei Spaltungsfragmente konimteden zwei Agarosegele (A, B)
nachgewiesen werde: der Vektor pcDNA 3.1 (-) (jésvdie obere Bande, ca. 5,4 kb) und die
cDNA des Galektin-8 long (untere Banden im Agares€d), ca. 1100 bp) bzw. Galektin-8
short (untere Banden im Agarosegel (B), ca. 950 B Spaltung der zwei Plasmide ergab,
dass diese die zwei Galektin-8-Varianten enthaltesh somit die Klonierung richtig erfolgt

war.
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Galektin-8 short

Abb. 19: Restriktionsanalyse der Plasmide pcDNA 3.{-)/Galektin-8 long (Gal-8 L) (A) und pcDNA 3.1(-
)/Galektin-8 short (Gal-8 S) (B) Die zwei Agarosegele zeigen die Spaltprodukte Rlasmide pcDNA 3.1(-
)/Galektin-8 long A) und pcDNA3.1(-)/Galektin-8 shortBj nach Hydrolyse mit den Restriktionsenzymen
EcoR bzw. BamH. Durch Spaltung von pcDNA 3.1(-)/Galektin-8 lo(4)) bzw. pcDNA 3.1(-)/Galektin-8 short
(B) entstehen jeweils zwei Spaltprodukte: der VetoDNA 3.1(-) (ca. 5,4 kb) und Galektin-8 long (d44.00
bp) bzw. Galektin-8 short (ca. 950 bp). Ein DNA+&tard wurde jeweils links markiert. (Abklrzungeb=kkilo
Basenpaare; bp = Basenpaare; Gal-8L = Galektim@; |Gal-8S = Galektin-8 short).

Die Sequenzierung bestatigte anschlieRend die geeiche Klonierung der Plasmiden
pcDNA 3.1(-)/Galektin-8 long und pcDNA 3.1(-)/Gatak8 short.

3.3.3 Ektope Expression von Galektin-8 long und Gektin-8 short in
HEK 293-Nierenzellen

Im Rahmen der nachsten Versuche sollten Galeklom@ und Galektin-8 short ektop in HEK
293-Nierenzellen exprimiert werden. Fur diese Expente wurden die HEK 293-
Nierenzellen, die im Immunblotverfahren keinen @®afe8 aufweisen, ausgesucht. Dazu
wurde in Zellen jeweils mit pcDNA 3.1(-)/Galektind8ng und pcDNA 3.1(-)/Galektin-8
short Plasmid transfiziert. Die HEK 293-Zellen wandbei einer Konfluenz von 50-70 % mit
je 4 ug pcDNA 3.1(-)/Galektin-8 long und pcDNA 3)IGalektin-8 short transfiziert. Zur
Kontrolle wurden nicht-transfizierte HEK 293-Zelleamd mit dem Vektor pcDNA 3.1(-)
transfizierte Zellen verwendet. Die transfizieri#&llen wurden fir 48 h bei 37 °C, 10 % £0
und 90 % relativer Luftfeuchtigkeit in einem g@kubator inkubiert und anschlie3end in

RIPA-Puffer lysiert. Von den erhaltenen Lysaten aeur jeweils 50 pg in einem 12,5 %igen
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SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Expressiom Galektin-8 im Immunoblot-

Verfahren nachgewiesen.

peDNA3.1(-)
(Galektin-8 long
(Galektin-8 shert
Galektin-8
0,25ng
Galektin-8
0,50ng

\

" — Galektin-8 short

— B-Aktin

. HEK 293 N

Abb. 20: Die ektope Expression der Galektin-8 Isofonen in den HEK 293-Zellen Die mit je 4 g pcDNA
3.1(-)/Galektin-8 long und pcDNA 3.1(-)/Galektinghort transfizierten 2 x £@ellen wurden 48 h nach
Transfektion bei einer Konfluenz von 60-80% in RHPAffer lysiert. Je 50 ug vom RIPA-Lysat wurden in
einem 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophscht aufgetrennt. Der obere Blot zeigt den Gale&tin
Nachweis in den transfizierten HEK 293-Zellen (Sat8) und nicht-transfizierten HEK 293 Zellen (Spbr
Die erste und vierte Spur enthalten die zwei Trekigfinskontrollen: das HEK 293/pcDNA 3.1 (-)-Ze#ibt und
das Zelllysat der nicht-transfizierten HEK 293-2ell In Spur 2 und 3 sind RIPA-Lysate von HEK 293ete
aufgetrennt, die mit pcDNA 3.1 (-)/Galektin-8 lobgw. pcDNA 3.1 (-)/Galektin-8 short transfiziert wien
waren. Zur Kontrolle der Spezifitat des anti-Gailelg-Antikdrpers wurden die letzten zwei Spuren &&S-
Acrylamidgels mit 0,25 ng bzw. 0,50 ng vom humamekombinanten Galektin-8 beladen. Nach der
elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteiné Nitrozellulosemembran transferiert und miteam
monoklonalen anti-Galektin-8-Antikdrper (1:1000 d@énnt) behandelt. Durch die anschlieBende Behagdlun
mit einem entsprechenden HRP-gebundenen Maus-Ap8k&(1:10000 verdiinnt) und Detektion mit ECL
Advancewurde der Immunoblot entwickelt. In den beiden &Kollysaten konnte kein Galektin-8 nachgewiesen
werden. Die Spur 2 weist keine Galektin-8 long-Baadf und in Spur 3 konnte Galektin-8 short nachgssn
werden. AnschlieBend wurde der Immunblot mit eirg#ktin-Antikérper (1:6000 verdinnt) und Detektion
durch einem entsprechenden HRP-gebundenen zweitars-Mntikbrper (1:2000 verdiinnt) erneut entwickelt
(untere Blot). Vorausgesetzt, dass alle RIPA-Lystde transfizierten bzw. nicht-transfizierten Zellgleiche
Mengenp-Aktin enthalten, kann von einer gleichméaRigen &rdteladung der Gele ausgegangen werden. Ein

Proteinstandard wurde links markiert.

Die Blots in Abbildung 20 zeigen, dass GalektimeBd nach transienter Transfektion nicht in
HEK 293-Zellen exprimierten werden konnte (Spur@jektin-8 short (Spur 3) hingegen gut
exprimiert wurde. Die RIPA-Lysate der Kontrollenigen im Immunblotverfahren keinen

Galektin-8-Nachweis. Da HEK 293-Nierenzellen endogkeine Galektin-8 Proteine
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enthalten, kann durch den Galektin-8 Nachweis immunblotverfahren die
Expressionspotenz der zwei Plasmide dargestellieverin allen durchgefiihrten transienten
Transfektionen und anschleil3enden Galektin-8 Naig®ngn = 3) konnte nur die Expression

von Galektin-8 short nicht aber von Galektin-8 lavaghgewiesen werden.

3.34 Klonierung von Galektin-8 long und Galektin8 short in
PcDNA3 mit Kozak-Sequenz

Um eine starkere transiente Expression zu ermdgiickvurde vor das Translationsstart-
Kodon der Galektin-8-Sequenzen eine Kozak-Seque&lZACC mittels PCR eingefuhrt und
das PCR-Produkt in den Expressionsvektor pcDNABiklob.

Fur die Klonierung wurden zunachst die cDNA Segeender beiden Galektin-8-Isoformen
mittels PCR amplifiziert. Aldemplatediente die Plasmide pcDNA3.1/Galektin-8 long und
und pcDNA3.1/Galektin-8 short sowie der Primer Gate8-Kozak-5" Primer und Galektin
8-Kozak-3° Primer. Die Primersequenzen sind im Kdpi2.10 beschrieben. Die
amplifizierten PCR-Fragmente wurden in einem 1 %iggarosegel aufgetrennt und aus dem
Gel extrahiert. Zur Klonierung der Kozak-Galektine®g und Kozak-Galektin-8 short-PCR-
Produkte in dem Vektor pcDNA3 wurde sowohl das ahgrte PCR-Produkte als auch der
Vektor mit den Restriktionsenzym&toRV und Kpnl behandelt. Mittels Ligation wurde die
geschnittene und gereinigten Galektin-8 DNA-Fragimen dem Vektor pcDNA3 inseriert.
Anschlieend wurden die irE.coli amplifizierten Plasmide zur Kontrolle mit den
RestriktionsenzymerHindlll und EcdRV geschnitten und in einem 1 %igen Agarosegel

aufgetrennt.
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pcDNA3/Kozak-Gal-8 8
pcDNA3/Kozak-Gal-8 L
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Abb. 21: Restriktionsanalyse der Plasmide pcDNA3/Kpak-Galektin-8 short und pcDNA3/Kozak-
Galektin-8 long: Die Plasmide, pcDNA3/Kozak-Galektin-8 long und poiBiKozak-Galektin-8 short wurden
jeweils mit den Restriktionsenzymerindlll und EcoRV behandelt. AnschlieBend wurden die
Spaltungsprodukte in einem 1% igen Agarosegel awfget und unter UV-Licht ausgewertet. Die Spuramd

2 zeigen die Spaltungsprodukte nach Hydrolyse d&snids pcDNA3/Kozak-Galektin-8 short. Die
Spaltungsprodukte der Hydrolyse des Plasmids pcDKé&ak-Galektin-8 long zeigen die Spuren 3 und 4.
Jeweils drei Banden konnten identifiziert werdeie Bbere Bande entspricht dem pcDNA3-Vektor de’s680
Basenpaare enthalt (Spur 1-4). Die untere Bander(bpnd 2) entspricht dem Galektin-8 short (ceD 8p)
bzw. dem Galektin-8 long (ca. 1100 bp) (Spur 3 dhdDie mittlere Bande jeweils auf der Spur 1-4spntht
einem Restfragment von ca. 1300 bp, entstandeddyeSpaltung von pcDNA3/Kozak-Galekcin-8 short bzw.
ca. 1500 bp, nach der Spaltung von pcDNA3/Kozalefaai-8 long. Ein DNA-Standard wurde links markiert

Das obere Agarosegel in Abbildung 21 zeigt die ®pg der pcDNA3/Kozak-Galektin-8
long und pcDNA3/Kozak-Galektin-8 short-Plasmide mén RestriktionsenzymeHindill
und EcaRV und Nachweis von je drei Spaltungsprodukte:\é&ktor mit einer Grol3e von ca.
5000 bp, Galektin-8 long, mit 1100 bp bzw. Galel@irshort mit ca. 950 bp und einen
kleineren Rest von 1300-1500 Basenpaare. Die kiarrelsertion der Galektin-8 Fragmente

in den Expressionsvektor wurde anschlielRend dueguéhzierung tberpruft.
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Abb. 22: Schematische Darstellung der Basensequeder pcDNA3/Galektin-8 long- und short-Plasmide:
Die Kozak-Sequenz GCCACC wurde mittels PCR vor Baslationsstart-Kodon der Galektin-8 long- bzw.
Galektin-8 short-Sequenz eingefihrt und das PCRitiktan den Expressionvektor pcDNA 3 kloniert.

3.3.5 Expression von Galektin-8 long und Galektin-8short in
PANC-1-Zellen

Im Rahmen der nachsten Versuchsreihe sollte digeSgmnseffizienz von Galektin-8 long
und Galektin-8 short nach Transfektion der zwesPli@en, pcDNA3/Kozak-Galektin-8 long
und pcDNA3/Kozak-Galektin-8 short, in PANC-1-Zellatie endogen Galektin-8 aufweisen,
untersucht werden. Zum Nachweis der Expression ektop exprimierten Galektin-8-
Isoformen wurden die PANC-1-Zellen (2 x°L(ei einer Konfluenz von etwa 70 % mit
jeweils 5 pg pcDNA3/Kozak-Galektin-8 long und pcD8BIKozak-Galektin-8 short
transfiziert. Die Zellen wurden fur 48 h bei 37 °CQ0 % CQ und 90 % relativer
Luftfeuchtigkeit in einem C@Inkubator inkubiert und anschlieend in RIPA-Puftigsiert.

Von den Lysaten wurden jeweils 50 pg Protein iregiril2,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt.
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Abb. 23: Expression der Galektin-8 Isoformen in denPANC-1-Zellen Die transfizierten PANC-1-Zellen
wurden 48 h nach Transfektion bei einer Konflueon 80-80% geerntet und in RIPA-Puffer lysiert. Dejfg
RIPA-Lysat wurden in einem 12,5 %igen SDS-Polyamjbigel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der
elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteimeeine Nitrozellulosemembran transferiert untleiiem
polyklonalen anti-Galektin-8-Antikérper behandelDurch die anschlieBende Behandlung mit einem
entsprechenden HRP-gebundenen Ziegen-Antikérper Datektion mit ECL Advance wurde das Blot
entwickelt. Die Spur 1 wurde als Transfektionskolgr mit dem Zelllysat der pcDNA3-exprimierenden @+

1 Zellen beladen. Auf dieser Spur konnte eine geriMenge Galektin-8 als Doppelbande nachgewiesen
werden. Die Spuren 2 und 3 enthalten das Zelllydat mit pcDNA3/Kozak-Galektin-8 short und
pcDNA3/Kozak-Galektin-8 long transfizierten PANCZ&llen. Auf diesen beiden Spuren konnte Galektin-8
ebenfalls als Doppelbande nachgewiesen werden, ivddse Zelllysat der Spur 2 einen hdheren Gehalt an
Galektin-8 short aufweist, wahrend das Zelllysat Spur 3 einen htheren Gehalt an Galektin-8 lorfgeist.

Zur Kontrolle der Spezifitat des anti-Galektin-8tkidrpers wurden die letzten zwei Spuren des SDS-
Polyacrylamidgels mit 0,50 ng bzw. 1,0 ng vom hueranrekombinanten Galektin-8 beladen. Ein

Proteinstandard wurde links markiert. (Abkurzungdda = Kilodalton)

Der Immunblot in Abbildung 23 zeigt den Nachweisr dgalektin-8 Isoformen in den

transfizierten PANC-1-Zellen. Da die PANC-1-Pankieazinomzellen endogen beide
Galektin-8-Proteine exprimieren, kdnnen auch in elsten Spur, die mit dem Kontrolllysat
der PANC-1-Zellen beladen wurde, Galektin-8 longd u@alektin-8 short nachgewiesen
werden. Die Spur 2 im Gel wurde mit dem Lysat deDA3/Kozak-Galektin-8 short-

exprimierenden PANC-1-Zellen beladen. Hier konrds dktop exprimierte Galektin-8 short
nachgewiesen werden. Die Bande auf der Spur 3 zeigtin den PANC-1-Zellen ektop
exprimierte Galektin-8 long.

Zur Kontrolle der Spezifitait des polyklonalen a@ilektin-8-Antikbrpers wurden in

demselben SDS-Polyacrylamidgel 0,5 ng bzw. 1,0 ogh wekombinanten Galektin-8
aufgetrennt (Spur 4 und 5).

Zusammenfassend zeigen die erzielten Ergebnisses dat den Expressionsplasmiden
pcDNA3/Kozak-Galektin-8 long und pcDNA3/Kozak-Gaiek8 short beide Galektin-8

Isoformen effizient exprimiert werden konnten.
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3.4. Co-Expression von Galektin-8 long und Galekti8
short und Ras-Isoformen in PANC-1- und HEK 293-

Zellen

Mit der nachsten Versuchsreihe sollte die Inteoaktvon Galektin-8 long und Galektin-8
short mit Ras-lsomeren in PANC-1 Pankreaskarzinderzeund HEK 293 embryonalen
Nierenzellen untersucht werden. Dafur wurden Zs#itg aus PANC-1- bzw. HEK 293-
Zellen, die jeweils mit einer Galektin-8-Isoform dureiner Ras-Isoform co-transfiziert
wurden, prapariert. AnschlielRend wurde durckitro-Bindungsanalysen die Interaktion von
Galektin-8 long und Galektin-8 short mit den Rasf¢smen untersucht.

34.1 Nachweis der ektopen Expression von Galektihiong und
Galektin-8 short in PANC-1- bzw. HEK 293-Zellen

Um die im Kapitel 4.4 beschriebene Co-Expressiom @alektin-8 long und Galektin-8 short
und je eine Ras-Isoform in HEK 293- bzw. PANC-1igelnachweisen zu kénnen wurden je
50 pg der jeweiligen Lysate in einem 12,5 %igen $to8/acrylamidgel aufgetrennt. Die
Blots in Abbildung 24 zeigen die Uberexpression v@alektin-8 long (A) und Galektin-8
short (B) und je einer Ras-Isoform in PANC-1-ZellZnr Kontrolle der Transfektion wurden
zwei Ansatze mit PANC-1-Zellen, die mit den VekimDNA3 und EGFP-K-Ras(G12V)
bzw. EGFP und pcDNA3/Kozak-Galektin-8 long oder piAB/Kozak-Galektin-8 short
transfiziert worden waren, mitgefuhrt (Spur 3 und I8 allen Lysaten kénnen die beiden
endogen exprimierten Galektin-8-Isoformen auf Hbe 36 kDa (Galektin-8 short) und 40
kDa (Galektin-8 long) nachgewiesen werden, da ddN®-1-Zellen endogen Galektin-8
synthetisieren. Abbildung 24 (A), in dem die Ergske der transienten Expression von
Galektin-8 long dargestellt sind, zeigt eine hohéngpression des Galektin-8 long im
Vergleich zum endogenen Galektin-8 im KontrolllysaSpur 8.

Die Abbildung 24 (B) zeigt die Ergebnisse der tranten Expression von Galektin-8 short
und jeweils eine Ras-Isoform in den PANC-1-ZellBire Expression des Galektin-8 short in
den transfizierten Zellen ist hoher im Vergleichmeziontrolllysat aus nicht-transfizierten
PANC-1-Zellen, die nur das endogene Galektin-8 aiden.
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Eine erfolgreiche Uberexpression der zwei Gale&tifsoformen in den PANC-1-Zellen
konnte somit nachgewiesen werden. Zur Kontrolle 8Spezifitit des monoklonalen anti-
Galektin-8-Antikorpers wurden jeweils in den erstevei Spuren 1,0 ng und 2,0 ng humanes

rekombinantes Galektin-8 aufgetrennt.
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Abb. 24: Nachweis des ektop exprimierten Galektin-ong (A) und Galektin-8 short (B) in PANC-1-
Zellen: PANC-1-Zellen (2-3 x 10100 mm Schale) wurden mit 10 ug pcDNA3/Kozak-GtiteR long bzw. 10
pHg pcDNA3/Kozak-Galektin-8 short bzw. je 5 pg pE@HRas(G12V), pEGFP/K-Ras(N17V), pEGFP/HA-N-
Ras(G12V) und pEGFP/H-Ras(WT) transfiziert und né8t in 500 ul Gold-Lysis-Puffer lysiert. Je 50 gy
Lysate wurden in einem 12,5 % SDS-Polyacrylamidgalfgetrennt, anschlieRend auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und mit einemnmidonalen anti-Galektin-8-Antikérper behandelt.rEhu
die anschlieBende Behandlung mit dem entspreched&Ehgebundenen Maus-Antikérper und Detektion mit
ECL-Advanced_6sung wurde der Blot entwickelt. Die ersten z8puren wurden zur Kontrolle der Spezifitat
des monoklonalen anti-Galektin-8-Antikdrpers mitnfy bzw. 2 ng humanem rekombinantem Galektin-8
beladen. Das nachgewiesene Galektin-8 erscheilmhimunblotverfahren als Doppelbande auf der HoheA®n
bzw. 36 kDa. Die Kontrolle der Transfektion erf@gilurch zwei Anséatze die mit darektor pcDNA3 und
EGFP-K-Ras(G12V) bzw. EGFP und pcDNA3/Kozak-Galeldilong oder pcDNA3/Kozak-Galektin-8 short
transfiziert wurden (Spur 8 und 3 - Reihenfolge Wwaschrieben). Ein Proteinstandard wurde links medrk
(Abkirzungen: rek. Gal-8: rekombinante Galektinagl-8L: Galektin-8 long; Gal-8S: Galektin-8 shdtha:
Kilodalton)

Als nachstes wurde die transiente Expression deek@®a8-Isoformen und der Ras-
Isoformen in den embryonalen Nierenzellen HEK 28&tsucht. Dazu wurden, wie oben flr
die PANC-1-Zellen beschrieben, jeweils 50 pg vonsdtyder Zellen in einem 12 %igen
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt.

Die Blots in Abbildung 25 zeigen das Ergebnis dertdgsuchung der Co-Expression von
pEGFP/K-Ras(G12V), pEGFP/K-Ras(N17V), pEGFP/HA-Ns@&2V) und pEGFP/H-
Ras(WT) und pcDNA3/Kozak-Galektin-8 long bzw. pcDBIKozak-Galektin-8 short in den
HEK 293-Nierenzellen. Da im Immunblotverfahren iendHEK 293-Zellen keine endogen
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exprimierten Galektin-8-Isoformen nachwiesen werdkonnte, wurde das transient
exprimierte Galektin-8 long bzw. Galektin-8 short diesen Versuchen als Einzelbande
nachgewiesen. Zur Kontrolle der Transfektion wurdemi Ansatze mit HEK 293-Zellen, die
mit den Vektor pcDNA3 und EGFP-K-Ras(G12V) bzw. HEGRind pcDNA3/Kozak-
Galektin-8 long oder pcDNA3/Kozak-Galektin-8 shivansfiziert wurden, mitgefihrt (Spur 3
und 8). Das Lysat der mit pcDNA3 und EGFP/K-Ras(@lenthalt somit kein Galektin-8,
da die HEK 293-Zellen endogen kein Galektin-8 sgtiiieren (Spur 8). Die HEK 293-
Zellen, die mit pcDNA3/Kozak-Galektin-8 long und Mé¢A3/Kozak-Galektin-8 short
transfiziert wurden weisen im ImmunblotverfahreneeBande auf der Hohe von 36 kDa bzw.
40 kDa, die dem Galektin-8 short und Galektin-&lemtsprechen (Abb. 25 (A), (B): Spur 3-
7). Eine erfolgreiche ektope Expression der zwelekdm-8 Isoformen in den HEK 293-

Nierenzellen konnte somit nachgewiesen werden.

Die Kontrolle der Spezifitit des anti-Galektin-8tAkdrpers erfolgt durch die

elektrophoretische Auftrennung von 1,0 bzw. 2,0regombinantem Galektin-8 im selben
Gel. Da das rekombinante Galektin-8 eine Moleku&sse von ca. 36 kDa hat und das
Galektin-8 long von 40 kDa, verlaufen die im Immlotmachgewiesenen Galektin-8-Banden
auf unterschiedlicher Hohe. Die Galektin-8 long-8anmst im Immunblotverfahren héher als
die rekombinante Galektin-8-Bande. Das rekombinaGalektin-8 lauft dagegen im

Immunblot hoher als das Galektin-8 short. Diesagngerte Laufverhalten kann vermutlich
auf eine unterschiedlichen Konformation oder eiressgpranslationale Modifikation des

Galektin-8 short in den Zellen zuriickzufiihren sein.
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Abb. 25: Nachweis der ektopen Expression von Galgkt8 long (A) und Galektin-8 short(B) in HEK-293-
Zellen: HEK 293-Zellen (2-3 x 19100 mm Schale) wurden mit 10 pg pcDNA3/Kozak-GtiteR long und 10
g pcDNA3/Kozak-Galektin-8 short bzw. je 5 pg pE@HRas(G12V), pEGFP/K-Ras(N17V), pEGFP/HA-N-
Ras(G12V) und pEGFP/H-Ras(WTjansfiziert und nach 48 h in 500 pl Gold-Lysisfeulysiert. Je 50 pg der
Lysate wurden in einem 12,5 % SDS-Polyacrylamidgeifgetrennt und anschlieBend auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Die DetektioesdGalektin-8 erfolgte mit einem monoklonalen anti-

Galektin-8-Antikdrper. Durch die anschlieRende Betiang mit dem entsprechenden HRP-gebundenen Maus-
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Antikérper und Detektion mit ECIAdvanced Lésungurde der Blot entwickelt. Die ersten zwei Spunanden
zur Kontrolle der Spezifitdt des monoklonalen #dlektin-8-Antikdrpers mit 1 ng bzw. 2 ng humanem
rekombinantem Galektin-8 beladen. Das nachgewiesgalektin-8 erscheint im Immunblotverfahren als
Einzelbande auf der Hohe von 40 bzw. 36 kDa. Dietkalle der Transfektion erfolgte durch zwei Ansitie
mit den Vektor pcDNA3 und EGFP-K-Ras(G12V) bzw. EGFP undN&3/Kozak-Galektin-8 long oder
pcDNA3/Kozak-Galektin-8 short transfiziert wurdespfur 8 und 3). Die mit EGFP/K-Ras(G12V) und pcDNA3
transfizierten HEK 293-Zellen enthalten kein Gailelg (jeweils Spur 8). Ein Proteinstandard wurdekdi
markiert. (Abkurzungen: rek. Gal-8: rekombinantele®tn-8; Gal-8L: Galektin-8 long; Gal-8S: Galeki#n
short, kDa: Kilodalton)

3.5 Untersuchung der Bindungsfahigkeit von Galekti-8
long und Galektin-8 short an Ras-Isoformen durchn

vitro-Bindungsstudien

Um eine mdogliche die Bindung der Galektin-8 Isoferman Ras-Isoformen zu untersuchen,
wurden Co-Immunprazipitationsstudien durchgefuhitierzu wurden zwei Methoden
eingesetzt: die Co-Immunprézipitation durch Bindwarg Protein G-gebundene anti-GFP-
Antikdrper und die Co-Immunprazipitation mit uMA@Sti-GFPMicroBeads

Die Co-immunprazipitation von Proteinen mittels Zpscher Antikorper ermoglicht die
selektive Anreicherung eines Proteins bzw. Protmmiexes aus einem Zelllysat. Dieses
wird durch Bindung spezifischer Antikdrper, hier rdeanti-GFP-Antikdrper, an
Immunglobulin-Fc-Bindungsstellen von Protein G mine Die verwendeten Protein G-
Molekule sind an Agaroseeadsgekoppelt und kénnen somit aus der Proteinlosurey U
Zentrifugation sedimentiert werden.

Die Co-lImmunprazipitation mit puMAC%nti-GFP MicroBeads ermdglicht ebenfalls die
Isolierung von Proteinkomplexen aus einem Zelllys8ei diesem System werden
Proteinkomplexe mit Hilfe von anti-GFP-Antikorpeaitigen, magnetischellicroBeadsin
einem magnetischen Feld aus Zelllysaten immunptéip Da die Co-
Immunpréazipitationsmethode mit Hilfe von Proteina@i-GFP-Antikorperkomplexen zu
keinen eindeutigen Ergebnissen fihrte (Daten rgelaeigt), wurden die folgenden Analysen

mit Hilfe des uMACSEpitope Tagged Protein Isolatie®ystem durchgefiuhrt.

Fur die nachsten Untersuchungen wurden die PlaspideFP/K-Ras(G12V), pEGFP/K-
Ras(S17N), pEGFP/HA-N-Ras(G12V) und pEGFP/H-Ras X\W&rwendet. Durch den

EGFP-Fusionsanteil konnten die Proteine mittelsoflszenzmikroskopie durch Anregung
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bei einer Wellenlange um 488 nm und Emission um @f7detektiert werden. Das N-Ras
wurde zusatzliche zwischen dem EGFP- und dem NAR#sH mit einem Hamaglutinin

(HA)-Epitop versehen. Ras-Proteine, die mit diesyratem ektop in eukaryontischen Zellen
exprimiert werden, sind posttranslational modifizi®ie posttranslationale Modifikation ist
entscheidend fiir die Lokalisation der Ras-Proteirger Zelle und damit entscheidend fur die

Funktion von Ras.

3.5.1 Angleich der Ras-Proteinmengen in co-trandlierten HEK 293-
und PANC-1-Zellen

Um aussagekréftige Ergebnisse Uber die Bindunggtahider Galektin-8 Isoformen an die
Ras-lsoformen K-Ras, N-Ras und H-Ras zu erhaltensste die zu analysierende
Gesamtproteinmenge der co-transfizierten HEK 29@F BANC-1-Zellen eine gleichméaRige
Verteilung der Ras-Proteine aufweisen. Um die Mesigreexprimieten EGFP-Ras-Isoformen
in den Lysaten zu vergleichen wurden 50 pg vom ijgye Lysat in einem 12,5 %igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Expression EH&FP-Ras-Proteine anschlie3end im
Immunoblotverfahren mit einem monoklonalen HRP-ggdalten GFP-Antikorper
nachgewiesen. In Abbildung 26 sind die Ergebnisseseexemplarischen Experimentes
gezeigt: HEK 293-Zellen, die mit pcDNA3/Kozak-Gaiek8 Ilong + pEGFP,
pcDNA3/Kozak-Galektin-8 long + pEGFP/K-Ras(G12VgDONA3/Kozak-Galektin-8 long +
pPpEGFP/K-Ras(S17N), pcDNA3/Kozak-Galektin-8 long +EGFP/HA-N-Ras(G12V),
pcDNA3/Kozak-Galektin-8 long + pEGFP/H-Ras(WT) unmeEGFP/-K-Ras(G12V) +
pcDNA3.1 co-transfiziert wurden. Die erste und tetzSpur wurde mit den
Transfektionskontrollen, dem Vektor pEGFP + pcDNR®&{ak-Galektin-8 long und dem
Vektor pcDNA3.1 + pEGFP/K-Ras(G12V), beladen. Duf&n 2-5 zeigen den Nachweis
der EGFP-Ras-Proteine in den co-transfizierten efelvie folgt: pEGFP/K-Ras(G12V),
pEGFP/K-Ras(S17N), pEGFP/HA-N-Ras(G12V) und pEGFRA3 (WT), jeweils mit
pcDNA3/Kozak-Galektin-8 long transfiziert. Die Imstat der EGFP-Ras-Banden wurde
verglichen und die Lysatmengen so variiert, dasallen Ansatzen gleiche Mengen EGFP-
Ras nachweisbar waren. Der obere Immunoblot (Abb. 26 zeigt den Nachweis der Ras-
Proteine in 50 pg Gesamtlysat. Im unteren BlotWBjden die Lysatmengen so angeglichen,

dass die nachgewiesenen Ras-Banden gleichmaflgltvemd. Fir die nachfolgenden Co-
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Immunprazipitationsexprimente wurden die in dieBgperimenten ermittelten Lysatmengen

eingesetzt.
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Abb. 26: Nachweis der EGFP-Ras-Expression in den mpcDNA3/Kozak-Galektin-8 long und jeweils
einem pEGFP/Ras Plasmid co-transfizierten HEK 293-&llen und Angleich der EGFP-Ras-Mengen(A):
Nachweis der EGFP-Ras-Expression in den pEGFP/p@#rak-Galektin-8 long-, pEGFP-K-Ras(G12V) +
pcDNA3/Kozak-Galektin-8 long-, pEGFP-K-Ras(S17N)peDNA3/Kozak-Galektin-8 long-, pEGFP-HA-N-
Ras(G12V) + pcDNA3/Kozak-Galektin-8 long-, pEGFPRdAs(WT) + pcDNA3/Kozak-Galektin-8 long- und
pcDNA3 + pEGFP-K-Ras(G12V)-exprimierenden HEK 298l&n (Spur 1-6). Die co-transfizierten HEK 293-
Zellen wurden fur 24-48 h in DMEM ohne Zusétze kigtrt, anschlieBend in Gold-Lysis-Puffer lysiertdu50
nug vom jeweiligen Gesamtlysat wurden in einem 12ftgen Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf
Nitrozellulose transferiert. Der Nachweis der EGR&s-Proteine erfolgt mit einem monoklonalen HRP-GFP
Antikérper und ECL-DetektionB): Anschliel3end wurden die Lysatmengen so aneiraamtgeglichen, dass die

nachgewiesenen Ras-Banden eine vergleichbare itdteSn Proteinstandard wurde links markiert.

3.5.2 Co-Immunprazipitation mit pMACS™ anti-GFP MicroBeads
zur Analyse von Galektin-8 long- bzw. Galektin-8 sbrt-Ras-
Proteinkomplexe in PANC-1- und HEK 293-Zellen

Die Versuche, die in diesem Kapitel beschrieberd,sidienten der Untersuchung von
Galektin-8/EGFP-Ras-Proteinkomplexe in vitro-Bindungsanalysen. Grundlage war die
Hypothese, dass die untersuchten Galektin-8-Isaarminterschiedlich stark mit Ras-
Isoformen interagieren. Um die Bindungsfahigkeih @alektin-8 long bzw. Galektin-8 short
jeweils an EGFP-K-Ras(G12V), EGFP-K-Ras(S17N), EGARN-Ras(G12V) und EGFP-



3. ERGEBNISSE 94

H-Ras Wildtyp zu analysieren, wurden jeweils Gate®t long und Galektin-8 short
zusammen mit einer der vier Ras-lIsoformen in demN@A- bzw. HEK 293-Zellen
Uberexprimiert.

Fur die Co-Immunprazipitationsuntersuchung wurdés subkonfluenten PANC-1- bzw.
HEK 293-Zellen mit jeweils 10 pg pcDNA3/Kozak-Gaiek8 long- und 10 ug
pcDNA3/Kozak-Galektin-8 short-Plasmid und jeweila& pEGFP/Ras- Plasmid pro 100 mm
Schale transfiziert. Bei einer Konfluenz von etw@ % wurden die Zellen 48 h nach
Transfektion in 500 pl Gold-Lysis-Puffer lysiereweils 500 - 1000 pg vom Gesamtlysat, je
nach EGFP-Ras-Expression, der Galektin-8-/EGFPisdEsrmen exprimierenden Zellen
wurden mit je 40 pul pMACSanti-GFPMicroBeadsinkubiert und so Galektin-8-EGFP-Ras-
Komplexe isoliert. Zur Kontrolle der Immunprazigitam und der im Lysate enthaltenen
Proteinmenge wurden je Versuch PANC-1- und HEK 26Bysat im selben

Polyacrylamidgel aufgetrennt und untersucht.

3.5.2.1 Analyse der Galektin-8 long-EGFP-Ras -Preinkomplexe in PANC-1-

Zellen

In den im Folgenden dargestellten Versuchen wutohéchst die Bindung der Ras-Proteine
an Galektin-8 long untersucht. Da PANC-1-Zellen@yeh Galektin-8 long und Galektin-8

short exprimieren, wirden beide Isoformen an des-RRateinen binden und somit im

Immunblotverfahren als Galektin-8-Doppelbande naabkbar sein.

Der Blot in Abbildung 27 (A) zeigt sowohl den Naahiw des co-immunprazipitierten, in den
PANC-1-Zellen ektop und endogen exprimierten Gabe8t long und des endogen

exprimierten Galektin-8 short (IP) als auch der INeeis der Galektin-8-Isoformen im Gold-

Lysis-Lysat der Zellen (Lysat). Die Abbildung zeigul3erdem den Nachweis der Ras-
Proteine in den untersuchten Zelllysate (B).
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Abb. 27: Interaktion vom endogenen Galektin-8 shortund tberexprimierten Galektin-8 long mit EGF-
Ras-Isoformen in den PANC-1-Zellen Die PANC-1-Zellen wurden jeweils mit pcDNA3/Koz&alektin-8
long und je einem pEGFP-Ras-Plasmid (EGFP-K-Ras((a1PGFP-K-Ras(S17N), EGFP-HA-N-Ras(G12V)
und EGFP-H-Ras Wildtyp) transfiziert. Im Co-Immuépipitationsverfahren mit anti-GRRicrobeadswurden
EGFP-Ras und Galektin-8 prazipitierAj(und @), Spur 2-5)). Zur Kontrolle unspezifischer Bindengwurden
zwei Ansatze mit EGFP/Galektin-8 long- und EGFP-&RG12V)-exprimierende PANC-1-Zellen im selben
Versuch untersucht (Spur 1 und 6). AulBerdem wurdienLysate der co-transfizierten Zellen im selben
Acrylamidgel aufgetrennt und dargestelld)( Spur 9-14Lysa). Je nach EGFP-Ras-Expression (Kapitel 4.5.1)
wurden fiir den Versuch zwischen 250 pg und 1000qny Gesamtlysat eingesetzt mit je 40 pl pMAGSH:ti-
GFP MicroBeadsinkubiert. Die Proteinkomplexe wurden mit Hilfe i MACS Epitope Tagged Protein
Isolation Kit isoliert. Die eluierten Proteine wurden auf zweisAtre mit 4/5 der Menge (Nachweis von
Galektin-8 (IP)) und 1/5 der Menge (Nachweis vonAPGB)) verteilt und jeweils in einem 12,5 %igen SDS-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt @ud Nitrozellulose transferiert. Zusatzlich wurda@ pg
PANC-1 Lysat aufgetrennt (Spuren 9-14sa). Der Nachweis des co-préazipierten Galektin-8dsafen erfolgt
durch Anwendung eines monoklonalen anti-Galektisrikérper (1:2000 verdinnt) und anschlieBender
Behandlung mit einem zweiten Maus-Antikdrper in déerdinnung 1:10000 und Entwicklung mit ECL-
Advancel 6sung. Die Spuren 7 und 8 enthalten zur Kontrdée Spezifitat des anti-Galektin-8-Antikérpers 1,0
bzw. 2,0 ng humanes rekombinantes Galektin-8. in deteren BlotB) wurden je 1/5 der Eluate in einem 12,5
%igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgett. Nach Behandeln mit einem monoklonaler HRP-
konjugierter anti-GFP-Antikdrper in der Verdinnurig2000 wurden die Blot mit ECL entwickelt.
EinProteinstandard wurde links markiert. (Abkirzeng rek. Gal-8: rekombinanten Galektin-8; Gal-8L:
Galektin-8 long; Gal-8S: Galektin-8 short; kDa: ¢&dhklton).

Um eine Aussage uUber die Bindungsfahigkeit der z@&alektin-8-Isoformen an den Ras-

Proteine machen zu kdnnen muissen zwei Bedingungéillt ewerde: Die fur die
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Bindungsstudien untersuchte Ras-Menge in den Lysatass vergleichbar sein und es
mussen gleiche Mengen anti-GIMHcroBeadsin den Ansatzen enthalten sein. Der untere
Blot in Abbildung 27 B) zeigt die Verteilung der préazipitierten Ras-Prm¢ein den Zellen.
Die Analyse der einzelnen Banden zeigt eine vesglere Menge der Ras-Proteine.
Lediglich die EGFP-K-Ras(S17N)/Galektin-8 long- (88) und die EGFP-H-Ras-Galektin-8
long (Spur 5)-Uberexprimierten PANC-1-Zellen zeigeeniger immunprazipitiertes EGFP-
Ras als die anderen PANC-1-Zellen. Anhand der Meegdeichten Kette der IgG-anti GFP-
Antikdrper (ight chain 1gQ zeigt sich eine gleichméaRige Beladung der Ansatie
MMACS™ anti-GFRMicroBeads((A), Spur 1-6).

Zur Kontrolle der Spezifitdt des monoklonalen a@aélektin-8-Antikdrpers wurde im selben
SDS-Polyacrylamidgel 1,0 ng bzw. 2,0 ng vom humamekombinanten Galektin-8
elektrophoretisch Aufgetrennt. Dieser hat eine Molarmasse von 36 kDa und erscheint im
Immunblotverfahren als Band auf der gleichen Héeedas Galektin-8 short.

Der Versuch ergab folgende Ergebnisse: Das in @1 Gberexprimierte Galektin-8 long
bzw. das endogene Galektin-8 short interagiert mtengchiedlichem Mafld mit den vier
untersuchten Ras-Isoformen. Galektin-8 long uncekiad-8 short binden am starksten an K-
Ras(G12V). Weniger stark binden die Galektin-8-dsowfen an HA-N-Ras(G12V) und H-
RasWildtyp, wobei die Proteininteraktion am schwsieh mit der H-Ras-lsoform ist.
Galektin-8 long und Galektin-8 short binden starkerK-Ras(S17N) im Vergleich zu HA-N-
Ras(G12V) und H-RasWildtyp, dennoch schwacher als K-Ras(G12V). Die
Bindungsfahigkeit der Galektin-8-Isoformen an dieasHProteine kann wie folgt in
absteigender Reihenfolge dargestellt werden: K®&b2Y) > K-Ras(G1l7N) > HA-N-
Ras(G12V) > H-RasWildtyp.

Da in den untersuchten Zellen das Galektin-8 lomgld Transfektion Gberexprimiert wurde,
konnte eine grélRere Menge der langen Isoform ddek@&8, im Vergleich zur kurzen

Isoform, im Komplex mit den Ras-Isoformen nachgeerewerden,

3.5.2.2 Analyse der Galektin-8 long-Ras-Proteinkopiexe in HEK 293-Zellen

Um die Bindung des Galektin-8 an die unterschiddiic Ras-Isoformen und -Mutanten
weiter zu analysieren wurden anschlieRemd vitro-Bindungsstudien mit transient
transfizierten HEK 293-Zellen durchgefuhrt, die agktGalektin-8 und je eine der vier
untersuchten Ras-Isoformen exprimieren. Hierzu emrdlie gleichen Methoden und

Bedingungen angewendet wir fir die transient tiaiesten PANC-1-Zellen. Die HEK 293-
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Zellen wurden mit 10 pg pcDNA3/Kozak-Galektin-8 ¢prund jeweils mit 5 pg peGFP/K-
Ras(G12V)-, pEGFP/K-Ras(S17N)-, pEGFP/HA-N-Ras(Gt2und pEGFP/H-Ras(WT)-
Plasmid pro 100 mm Schale transfiziert. Die HEK -Z@8en weisen, im Vergleich zu den
PANC-1-Zellen, im Immunblotverfahren keine endog&usdektin-8 Isoformen auf, sodass in
diesen Versuchen nur die Interaktion zwischen Gisék long und den EGFP-Ras-Formen

nachweisbar ist.
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Abb. 28: Interaktion vom ektop exprimierten Galektin-8 long mit EGFP-Ras-Isoformen in HEK 293-
Zellen: HEK 293-Zellen wurden jeweils mit pcDNA3/Kozak-ektin-8 long und je einem pEGFP-Ras-Plasmid
(PEGFP-K-Ras(G12V), pEGFP-K-Ras(S17N), pEGFP-HA-&6(&12V) und pEGFP-H-Ras WT) transfiziert.
Galektin-8 wurde im Komplex mit EGFP-Ras durch @uvlunprazipitationsverfahren prazipitierAj(und @),
Spur 2-5)). Zur Kontrolle unspezifischer Bindungemrden zwei Ansdtze mit EGFP/Galektin-8 long- und
EGFP-K-Ras(G12V)-exprimierende HEK 293-1-Zellengaiben Versuch untersucht (Spur 1 und 6). Im selben
Polyacrylamidgel wurden au3erdem je 75 pg Aliquies Lysate der co-transfizierten Zellen aufgettamd
dargestellt (&), Spur 9-14,Lysa). Je nach EGFP-Ras-Expression (Kapitel 4.5.1) amrflir den Versuch
zwischen 250 pg und 1000 pg vom Gesamtlysat miDjell UMACS" anti-GFPMicroBeads inkubiert. Die
Proteinkomplexe wurden mit Hilfe des uMA(Epitope Tagged Protein Isolation Kigoliert. Die eluierten
Proteine wurden abschlieRend auf zwei Anséatze faidér Menge (Nachweis von Galektin-&))(und 1/5 der
Menge (Nachweis von EGFP)B) verteilt und jeweils in einem 12,5 %igen SDS-Ralylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt und die ProteineNitrbzellulose transferiert. Der Nachweis des cézgierten
Galektin-8-1soformen erfolgt durch einen monokl@malanti-Galektin-8-Antikérper (1:2000 verdiinnt) und
anschlieBend durch Behandlung mit einem zweiten Svtikérper in der Verdiunnung 1:10000 und
Entwicklung mit ECLAdvanceL6sung. Die Spuren 7 und 8 enthalten zur Kontrdiée Spezifitat des anti-
Galektin-8-Antikdrpers 1,0 bzw. 2,0 ng humanes relsimantes Galektin-8. In dem unteren BIB) (vurden je
1/5 der Eluate in einem 12,5 %igen SDS-Acrylamidgiektrophoretisch aufgetrennt. Nach Behandeln mit

einem monoklonaler Peroxidase-konjugierter anti-&Rkorper in der Verdiinnung 1:2000 wurden die tBlo
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mit ECL entwickelt. Ein Proteinstandard ist linkanrkiert. (Abklrzungen: rek. Gal-8: rekombinante €kéih-8;
Gal-8L: Galektin-8 long; Gal-8S: Galektin-8 shdda: Kilodalton)

Der obere Blot in Abbildung 28 ((A), Spur 1-6) $telen Nachweis des mit EGFP-Ras co-
prazipitierten Galektin-8 long, dar. Das in HEK ZB8llen ektop exprimierte Galektin-8
erscheint im Immunblotverfahren als Einzelbandeésmechende dem Galektin-8 long. Eine
Aussage Uber die Bindungsfahigkeit von Galektin®l IEGFP/Ras-Isoformen setzt eine
vergleichbare Menge der Ras-Proteine in den imnénpitierten Eluate und eine gleiche
Menge HMACS™ anti-GFRMicroBeadsfur die Analyse der Proteinkomplexe voraus. Der
untere Blot in Abbildung 28 zeigt (B) eine gleichBnge Verteilung der Ras-Proteine in den
prazipitierten Eluate. Der den Versuche verwendete GFP Antikorper ist in jedem Ansatz
in vergleichbaren Mengen (light chain IgG) vorham@&bb. 28, (A)).

Im gleichen Acrylamidgel wurden aul3erdem jeweilgug@5vom Gesamtlysat der ektop
Galektin-8 long und Ras-Isoformen exprimierendenKHE93-Zellen elektrophoretisch
aufgetrennt (Abb. 28 (A) Spur 9-14). Galektin-8doerscheint in der Immunblotanalyse als
Einzelbande auf der gleichen H6he wie das immumpitéerte Galektin-8 long.

Sowohl zur Kontrolle der ektopen Expression desidal-8 long und der Ras-Isoformen in
den HEK 293-Zellen als auch zur Kontrolle der Imm@zipitation wurden je ein Ansatz, der
mit 10 pg pcDNA3/Kozak-Galektin-8 long + pEGFP bawit 5 pg pEGFP/K-Ras(G12V) +
pcDNA3 transfiziert worden war, untersucht. Die Mendes an den EGFP-Ras-Isoformen
gebundene Galektin-8 long in diesen Zellen wurdschlel3end im selben Acrylamidgel
durch Co-Immunprazipitationsanalyse untersucht (A& (A)). In Spur 1, die das Eluat der
EGFP-Galektin-8 long-exprimierenden HEK 293-Zel@thalt, konnte kein Galektin-8 long
nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis zeigt, dadekt®a8 long nicht mit EGFP
interagiert. In Spur 6 ist das Immunpréazipitat EG&ERas(G12V)-exprimierenden Zellen
aufgetrennt. Auch hier konnte kein Galektin-8 laraxhgewiesen werden, da die Zellen kein
Galektin-8 exprimieren.

Die Co-Immunprazipitationsanalyse der Galektin-BgldRas-Komplexe aus den HEK 293-
Zellen ergab entsprechende Ergebnisse wie die Weesumit den PANC-1-Zellen. Die
konstitutiv aktive Mutante EGFP-K-Ras(G12V) bindet starksten an Galektin-8 long. Die
schwéchste Bindung weist wildtypisches EGFP-H-Rds @ie dominant negative Mutante
EGFP-K-Ras(S17N) bindet schwacher als K-Ras(G12W) @alektin-8 long. Die
Bindungsfahigkeit der Ras-Isoformen an Galektime@gl kann wie folgt in absteigender
Reihenfolge dargestellt werden: EGFP-K-Ras(G12\BGFP-K-Ras(S17N) > EGFP-HA-N-
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Ras(G12V) > EGFP-H-RasWildtyp. Diese Ergebnissensén mit den Ergebnissen der
Bindungsanalyse des Galektin-8 long mit den vies-Ratanten in den PANC-1-Zellen

uberein.

Durchin vitro-Bindungsanalysen konnte gezeigt werden dass, @ai@kinterschiedlich mit

den EGFP-Ras-Mutanten interagiert. Sowohl in deN@A-Zellen die Galektin-8 endogen
exprimierenden als auch in den HEK 293-Zellen, lstgne Galektin-8-Isoformen enthalten
und in denen Galektin-8 long ektop exprimiert wuyréennte die Interaktion zwischen
Galektin-8 und den Ras-Isoformen nachgewiesen wef@alektin-8 long bindet am starksten
an EGFP/K-Ras(G12V). Die schwachste Bindung kouiaigegen an H-RasWildtyp gezeigt

werden.

3.5.2.3 Analyse der Galektin-8-short-Ras-Komplex@a PANC-1-Zellen

Um zu analysieren ob auch die kurze Isoform voreldad-8 differentiell mit Ras-Isoformen
interagiert, wurden nun die in dem Kapitel 4.5 Bekchriebenen Versuche auch fir die kurze
Isoform des Galektin-8 durchgefuhrt. Hierzu wurdelie gleichen Methoden und
Bedingungen angewendet wie fur Galektin-8 long éstejlt. PANC-1-Zellen wurden mit 10
g pcDNA3/Kozak-Galektin-8 short- und jeweils mip§ pPEGFP/K-Ras(G12V)-, pEGFP/K-
Ras(S17N)-, pEGFP/HA-N-Ras(G12V)- und pEGFP/K-RaB\Wlasmid pro 100 mm
Schale transfiziert. AnschlieRend wurden durch @oiunprazipitation der EGFP-Ras-
Proteine die Galektin-8-long-Ras-Isoformen-Komplexe einem 12,5 %igen SDS-
Acrylamidgel analysiert.

Der untere Blot in Abbildung 29 (A) zeigt sowohlndBachweis des immunprazipitierten, in
den PANC-1-Zellen Uberexprimierten und endogeneiekBia-8 short und des endogen
vorhandenen Galektin-8 long (IP) als auch der Na&tbwler Galektin-8-Isoformen in den
Gold-Lysis-Lysat der Zellen (Lysat). AulRerdem wurddie Proteinkomplexe aus 1/5 des
jeweiligen Prazipitats in einem 12,5 %igen SDS-Aamjidgel aufgetrennt um die
gleichmafige Verteilung der prazipitierten Ras-Mamgzu untersuchen (B). Galektin-8
konnte in diesem Versuch als Doppelbande nachgewwsrden.

Zur Kontrolle der Spezifitat der Co-Immunpréazipibat wurden zwei weitere Ansatze
untersucht. Lysate von PANC-1-Zellen, die mit desDNA3/Kozak-Galektin-8 short +
pPEGFP transfiziert (Abb. 29 (A), Spur 1) und Lysate mit pEGFP/K-Ras(G12V) +
pcDNA3 (Abb. 29 (A), Spur 6) transfiziert worden nea. Da die PANC-1-Zellen endogen
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die beiden Galektin-8 Isoformen aufweisen konntehan dem Lysat dieser Zellen, Galektin-

8 long und Galektin-8 short nachgewiesen werden.
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Abb. 29: Interaktion ektop exprimierten und endogeren Galektin-8 short und von endogenem Galektin-8
long und EGFP-Ras-Isoformen in PANC-1-ZellenDie PANC-1-Zellen wurden mit 10 pug pcDNA3/Kozak-
Galektin-8 short bzw. je 5 pg von den pEGFP/RastRiden (A) Spur 2-5: EGFP/K-Ras(G12V), EGFP-K-
Ras(S17N), EGFP/HA-N-Ras(G12V) und EGFP/H-RasWadfiziert. Bei einer Konfluenz von 60 - 80 %
wurden die Zellen geerntet und in Gold-Lysis-Puffesiert. Abhéngig von der EGFP-Ras-Expression ward
500 ug - 1000 pg des Gesamtlysates mit je 40 pl @BIAanti-GFP inkubiert. Zwei Ansatze mit EGFP +
Galektin-8 short und EGFP/K-Ras(G12V)-exprimierend®ANC-1-Zellen wurden zur Kontrolle der
Immunprézipitation ebenso untersucl&),(Spur 1 und 6). Die Proteinkomplexe wurden mifeHdes uMACS
Epitope Tagged Protein Isolation K#oliert. Die eluierten Proteine wurden auf zweistze mit 4/5 der Menge
(Nachweis von Galektin-8)) und 1/5 der Menge (Nachweis von EGFB) Yerteilt und jeweils in einem 12,5
%igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch autgeit und die Proteine anschlielend auf Nitrozedkl
transferiert. Im selben Gel wurden zusatzlich jésvel0 pg PANC-1-Lysat der co-transfizierten Zellen
aufgetrennt (Spuren 9-14). Der Nachweis des Galeékterfolgt durch Anwendung eines monoklonalen-anti
Galektin-8-Antikdrper, 1:2000 verdinnt und ansdhieder Behandlung mit einem zweiten Maus-Antikdiper
der Verdinnung 1:10000 und Entwicklung mit E&tvancelLésung. Zur Kontrolle der Spezifitat des anti-
Galektin-8-Antikdrpers wurden im Gel 1,0 bzw. 2,0g ndes humanen rekombinanten Galektin-8
elektrophoretisch aufgetrennt (Spur 7 und 8). Imdenteren Blot B) wurden je 1/5 der Eluate im SDS-
Acrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Nachh&gdeln mit einem monoklonaler Peroxidase-konjteger
anti-GFP-Antikdrper in der Verdinnung 1:2000 wurdké Blot mit ECL entwickelt. Ein Proteinstandardnare
links markiert. (Abkirzungen: rek. Gal-8: rekombiten Galektin-8; Gal-8L: Galektin-8 long; Gal-8S:
Galektin-8 short; kDa: Kilodalton)

Der untere Blot in Abbildung 29 (B) zeigt die Velteg der préazipitierten Ras-Proteine. Die
Analyse der einzelnen Banden zeigt eine vergleiehienge der prazipitierten Ras-Proteine
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in den unterschiedlichen Ansétzen. Lediglich die B&FP/pcDNA3/Kozak-Galektin-8 short-
(Spur 1) und EGFP/H-RasWildtyp/pcDNA3/Kozak-Galekd short- (Spur 5)
Uberexprimierten PANC-1-Zellen zeigen einen héhefeehalt an immunprézipitierten
EGFP-Ras-Isoformen als die anderen PANC-1-Zelleine Ejleichmallige Beladung der
Ansétze mit UMACS™ anti-GFRlicroBeadskonnte anhand der Mengen der leichten Ketten
der IgG-anti GFP-Antikdrpetight chain 1gG bestatigt werden ((A), Spur 1-6).

Der Blot in Abbildung 29 (A) zeigt den Nachweis das den Ras-Protein-Isoformen
gebundenen, transient exprimierten Galektin-8 shod des endogenen Galektin-8 long und
Galektin-8 short. Da in diesem Versuch die kuragdsn des Galektin-8 in den PANC-1-
Zellen Uberexprimiert wurde, bindet folglich mehmaléktin-8 short an die EGFP-Ras-
Mutanten als Galektin-8 long.

Die Co-Immunprazipitationsversuche und die ansBelnele Immunblotuntersuchungen
ergaben folgende Ergebnisse: Das in den PANC-1gambound Uberexprimierte Galektin-8
short bzw. das endogene Galektin-8 long interagieterschiedlich mit den vier untersuchten
EGFP-Ras-Mutanten. Galektin-8 short interagiert stirksten mit dem konstitutiv aktiven
EGFP-K-Ras(G12V). Geringere Mengen Galektin-8 skorinten bei der Prazipitation von
EGFP-HA-N-Ras(G12V) und EGFP-H-RasWildtyp nachgeerewerden, wobei EGFP-H-
Ras Wildtyp am wenigsten von den vier untersuctRars-Proteine mit Galektin-8 short
interagiert. Die gleiche differentielle Interaktionit den Ras-Isoformen konnte auch fur das
endogen vorhandene Galektin-8 long festgestellderer Die dominant negative Mutante
EGFP-K-Ras(S17N) bindet starker an die Galektisegdrmen als EGFP-HA-N-Ras(G12V)
und EGFP-H-RasWildtyp aber schwacher als EGFP-K®&H2V). In den nur mit pEGFP/K-
Ras(G12V) transfizierten Zellen konnte eine Intdoak sowohl des endogen vorhandenen
Galektin-8 long als auch Galektin-8 short nachgeemewerden. Hierbei scheint Galektin-8
long, dass im Lysat in geringerer Menge vorkomrat@alektin-8 short, starker an EGFP-K-
Ras(G12V) zu binden als Galektin-8 short.

3.5.24 Analyse der Galektin-8-short-Ras-Komplexe HEK 293-Zellen

Analog zu den in Kapitel 4.5.2.2 beschriebenen Erpmten, wurde in den nachsten
Versuchen die Bindungsfahigkeit der EGFP-Ras-Meta@n Galektin-8 short in HEK 293-
Zellen, in denen endogen kein Galektin-8 nachgeamieserden konnte, untersucht,. Die

Experimente wurden unter den gleichen Bedingungerfiw Galektin-8 long durchgefihrt.



3. ERGEBNISSE 102

Der Blot in Abbildung 30 (A) zeigt den Nachweis deg&top exprimierten und co-

immunprazipitierten Galektin-8 short in den HEK 2ZB&8len (IP). Im selben SDS-

Polyacrylamidgel wurden Aliquots der fur die Immuégipitation verwendeten Zelllysate der
co-transfizierten HEK 293-Zellen untersucht (Lysatyir Kontrolle der eingesetzten EGFP-
Ras-Menge wurde 1/5 des Immunprazipitationsansatzegnem 12,5 %igen Acrylamidgel

aufgetrennt (Abb. 30 (B)). Die Menge des EGFP-Ramiallen Ansatze gleichmalig.
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Abb. 30: Interaktion vom ektop exprimierten Galektin-8 short mit den EGFP-Ras-Isoformen in HEK 293-
Zellen: HEK 293-Zellen wurden mit 10 pg pcDNA3/Kozak-Galakd short bzw. je 5 pg von pEGFP/Ras-
Plasmiden pEGFP/K-Ras(G12V), pEGFP-K-Ras(S17N), FiHEA-N-Ras(G12V) und pEGFP/H-RasWildtyp
((A) Spur 2-4 und 6) transfiziert. Abhangig von derFEERas-Expression wurden 500 pg - 1000 pg von den
Gesamtlysate mit je 40 pl pMACSanti-GFP inkubiert. Zwei Ansatze mit EGFP + -Gailel8 short- und
EGFP/K-Ras(G12V)-exprimierenden PANC-1-Zellen wurdaur Kontrolle der Immunpréazipitation ebenso
untersucht @), Spur 1 und 5). Die Proteinkomplexe wurden milfeHdes UMACSEpitope Tagged Protein
Isolation Kitisoliert. Die eluierten Proteine wurden auf zweisAtze mit 4/54) und 1/5 B) der Gesamtmenge
verteilt und behandelt. Die Spuren 9-14 im G&%) (urden mit jeweils 100 ug vom Lysat der co-triisften
HEK 293-Zellen beladen. Zur Kontrolle der Spezifiiés anti-Galektin-8-Antikérpers wurden im Gel bfw.

2,0 ng des humanen rekombinanten Galektin-8 elpktnetisch aufgetrennt (Spur 7 und 8). Der Nachweis
Galektin-8 erfolgt durch Anwendung eines monoklenabnti-Galektin-8-Antikdrper, 1:2000 verdiinnt und
anschlielender Behandlung mit einem zweiten Maugkéuper in der Verdiinnung 1:10000 und Entwicklung
mit ECL-Advance Losung. In dem unteren BlotBY wurden je 1/5 der Eluate im 12,5 %igen SDS-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. INaBehandeln mit einem monoklonaler Peroxidase-
konjugierter anti-GFP-Antikdrper in der Verdinnuidg2000 wurden die Blot mit ECL entwickelt. Ein
Proteinstandard ist links markiert. (Abkurzungeek.rGal-8: rekombinante Galektin-8; Gal-8L: Galakdilong;
Gal-8S: Galektin-8 short; kDa: Kilodalton)
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Da HEK 293-Zellen endogen keinen Galektin-8 longl uBalektin-8 short exprimieren
erscheint das extop exprimierte Galektin-8 shortrmmunblotverfahren als Einzelbande.

Die Immunprazipitationsanalyse der Galektin-8 siitas-Komplexe in den HEK 293-Zellen
ergab vergleichbare Ergebnisse wie in den PANC{iZe Galektin-8 short bindet am
starksten an das konstitutiv aktive K-Ras(G12V)R&sWildtyp bindet am schwachsten an
die kurze Isoform des Galektin-8. Die InteraktioonvGalektin-8 short an das dominant-
negativ K-Ras(G17N) ist schwécher als an K-Ras(G1RW Bindungsfahigkeit der Ras-
Isoformen an Galektin-8 short kann wie folgt int@igender Reihenfolge dargestellt werden:
K-Ras(G12V) >, K-Ras(S17N) > HA-N-Ras(G12V) > H-R&E.

Diese Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen detuBgsanalyse des Galektin-8 short an
die vier Ras-Isoformen in den PANC-1-Zellen Gibe(&apitel 4.5.2.2).

Die in dem Kapitel 4.5.2 dargestellten Untersuclamghaben eine unterschiedliche
Interaktion von Galektin-8 long und Galektin-8 ghan die Ras-Isoformen EGFP-K-Ras,
EGFP-N-Ras und EGFP-H-Ras bestatigt. Aul3erdem ezeigtich keine Unterschiede
zwischen den beiden Galektin-8 Isoformen in ihrgifétenz zu den unterschiedlichen Ras-
Isoformen. Die gleichen Ergebnisse konnten auckidlWberexpression des Galektin-8 long
oder Galektin-8 short in den PANC-1-Zellen, die sdiezwei Isoformen auch endogen
produzieren, erzielt werden.

Wahrend das konstitutiv aktive EGFP-K-Ras(G12V) slowan Galektin-8 long als auch an
Galektin-8 short am starksten bindet, binden didesan drei untersuchten Ras-Varianten
geringer. Da das dominant negative K-Ras(S17N)jrdaSegensatz zu EGFP-K-Ras(G12V)
in der GDP-gebundenen Form vorliegt, schwacher @atektin-8 interagiert, konnte die
Aktivitdt von Ras einen Einfluss auf die Bindungpba. H-RasWT bindet am schwachsten an
die beiden Galektin-8-Isoformen. HA-N-Ras(G12V) deh starker als H-RasWildtyp und
schwacher als K-Ras(G12V) und K-Ras(S17N) an Galéktong bzw. Galektin-8 short.

Zusammenfassend zeigen die dargestellten Ergebaisseal eine differentielle Interaktion

von Galektin-8 long und Galektin-8 short an dem vietersuchten Ras-Mutanten.
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4. Diskussion

Das Pankreaskarzinom ist ein héchst aggressiverof,uder durch eine hohe Invasivitat,
hohe Metastasierungsrate und schlechte Prognosakttwsiert ist (Bardeesy und DePinho,
2002). Mittlerweile steht es in der globalen Krelgssstatistik an vierter Stelle, nach
Bronchial-, Prostata- und Kolonkarzinom (AmericaanCer Society, Inc., Surveillance and
Health Policy Research, 2009). Die neoplastisch@ngformation der Pankreaszelle wird
ausgelost durch eine kumulative Reihe von Ereignissdie die Dysregulation der
Zellwachstumsmechanismen, der Apoptose und desykalk, beinhaltet.

Die im Pankreaskarzinom am haufigsten beschriebgeeatischen Verdnderungen betreffen
das Protoonkogen Ras (Hrubanet al, 2000) und die Tumorsuppressorggri® und p53
(Huang et al, 1996; DiGiuseppeet al, 1994). Punktmutation im Kodon 12 der
Protoonkogene K-, N,- und ks fihren zur Bildung von konstitutiv aktiven Onkoger) die

sich in vielen maligne Tumoren nachweisen lasses,(B8988).

Die Forschungsgruppe um Elad-Sfadia konnten zeilgess Mitglieder der Galektin-Familie
selektiv an verschiedenen Ras-Isoformen bindensamdit die Signaltransduktionswege in
der maligne transformierten Zellen beeinflussen niein (Elad-Sfadiaet al, 2002 und
2004).Galektine gehoren zu der phylogenetisch koresgen Familie der Lektine, die
spezifischB-Galaktoside, meistens Glukokonjugate, die N-aeetjdtosamin-Reste enthalten,
binden (Cooper, 2002; Lahrat al, 2004; Liu und Rabinovich, 2005). Da Galektine an
membranstandigen Glykoproteinen binden kdnnen werdhutet, dass diese Interaktionen die
Adhasion der Tumorzellen an andere Zellen und aregtrazellulare Matrix modulieremn
vitro konnte gezeigt werden, dass durch Hinzufigen e@ombinantem Galektin-1 oder -3
die Adhasion von Tumorzellen, insbesondere von tamnenkarzinomzellen an die
extrazellulare Matrix verhindert werden kann (Hugle¢ al, 2001; Ochienget al, 2004;
Kuwabaraet al, 2004). Des Weiteren konnte gezeigt werden, tizdches Galektin-8n
vitro die Adhasion von verschiedenen Zellen, unter amderech von Tumorzellen, wie zum
Beispiel die nichtkleinzelligen Lungenkarzinomzallel1299, die Leberkarzinomzellen Fao
und die Magenkarzinomzellen N87, an Zellkulturg@attnach zweistindiger Einwirkzeit
inhibieren kann (Levyet al, 2001). Hittelet und seine Arbeitsgruppe konntachweisen
dass Galektine die Motilitat von Kolonkarzinomzalland die Tumorinvasion beeinflussen
(Hitteletet al,, 2003).
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Verschiedene Studien haben die Korrelation zwiscten Expression der Galektine in
verschiedenen Tumorzellen und die Tumorprogressaimersucht. Diese Ergebnisse legen
nahe, dass die Expression der Galektine vom Tumaabhangig ist (Lahnet al, 2001;
Satteliet al, 2008).

Da die Galektine intra- und extrazellular multipled wichtige Funktionen aufweisen und oft
in Tumorzellen Uberexprimiert werden (O&tal, 2004), wurden die Untersuchungen ihrer
spezifischen Funktion in den Tumorzellen erweitdfs konnte gezeigt werden, dass
Galektine oft in Tumorzellen, meistens Zellen innele physiologisch kein Galektin
nachweisbar ist, Gberexprimiert werden und diesesidp mit dem Ausmald der Expression,
der Tumorprogression und der Metastasierung kertelKu und seine Arbeitsgruppe konnten
bereits 1995 eine Korrelation zwischen der in dewrhil8drisenkarzinomzellen
Uberexprimierte Galektin-1-Menge und den Tumorstaddes Karzinoms nachweisen (Xu
al., 1995). Spater konnte auch fiir das Uterussarkas Kablonkarzinom und das Gliom eine
positive Korrelation nachgewiesen werden (Bresadieral, 1998; Schwarzt al, 1999;
Yamaoka et al, 2001). Die Galektin-3-Expressionsanalyse in cl@eslene
Progressionsstadien von Karzinome zeigte eineipedforrelation fir das Magen-, Leber-
und Schilddriisenkarzinom (Lotat al, 1994; Xuet al, 1995; Hstet al, 1999).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass einigek@ia¢ unterexprimiert werden, wenn der
Tumor sich in einem fortgeschrittenen Stadium lkdin oder bereits Metastasen
nachgewiesen werden kénnen. Dies gilt hauptséachilicEellen, die physiologisch eine hohe
Galektin-Menge aufweisen (van den Breleal, 2004). So konnte gezeigt werden, dass die
Galektin-1-Menge in Plattenepithelkarzinome der Kidpls-Region, die in einem hoéheren
Stadium diagnostiziert wurden, geringer ist alsdin frihen Stadien und im gesunden
Gewebe. Die gleiche negative Korrelation gilt aticthGalektin-3 in den Zellen vom Uterus-,
Brust- und Pankreaskarzinom (Castron@a@l, 1996; Schwaret al, 1999; Shimamurat
al., 2002)

Galektin-1 und Galektin-3 und deren Expression ian dTumorzellen koénnen als
Prognosefaktor und Marker fir einen Therapieerfoigeinigen Karzinomarten benutzt
werden (van den Brulet al, 2004). Satelli und seine Arbeitsgruppe schla2@dB8 Galektin-

3 als Tumormarker fur das Brust- und Kolonkarzinam (Satelliet al, 2008).

In dieser Arbeit wurde die Expression von GaleHlijrialektin-3 und Galektin-8-Isoformen

in verschiedenen Pankreaskarzinomzellen, einertliBarsnom-, einer Kolonkarzinom-, und
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einer embryonalen Nierenzelllinie untersucht. Desité&/en wurde durch ektope Expression
der Proteine die Interaktion der drei Ras-Isofornt¢fiRas, K-Ras und N-Ras, und der
Galektin-8-Isoformen in PANC-1-Zellen und HEK 298i&n untersucht, um die Bedeutung

dieser Galektine fiir das Pankreaskarzinom weitemalysieren.

4.1 Quantifizierung der Expression der Galektin-1,
Galektin-3 und Galektin-8-Isoformen in verschiedena

Pankreaskarzinomzellen

Die spezifisch B-Galaktosid-bindenden Galektine gehdren zu der Kkander Lektine
(Cooper, 2002; Lahret al, 2004; Liu und Rabinovich, 2005). Galektine etthraeine oder
zwei identische Domanen (130 Aminosauren), die fliese Carbohydratbindung
verantwortlich sind und die CRD sdarbohydrate-recognition domaingienannt werden.
Galektin-1 gehdrt zur Gruppe der Galektin-Prototypeit einem CRD, Galektin-3 zu der
Gruppe der chiméaren-Galektine, mit nur einer CRDegelen an einer prolin-, glyzin-, und
tyrosinreichen Kette (120 Aminoséauren), und GaleBtienthalt zwei CRD’s und bildet die
Gruppe detandem repeaGalektine (Liu und Rabinovich, 2005).

Mitglieder der Galektin-Familie konnten sowohl iergchiedene Gewebe der Saugetiere als
auch in Schwammen, Nematoden, Insekten, Fischenvogeln nachgewiesen werden. Da
Galektine wahrend der Evolution erhalten blieberd wine ubiquitare Verbreitung im
Tierreich aufweisen, kann man vermuten, dass diesatbehrlich fur das Uberleben sind
(Cooper, 2002).

In dieser Arbeit wurde die Proteinexpression deeiz@&alektine, Galektin-1 und Galektin-3
sowie der Galektin-8-Isoformen mittels Immunblofaéren im RIPA-Gesamtlysat von 12
Zelllinien - neun Pankreaskarzinom- (PANC-1, AsRcMiaPaCa-2, BxPC-3, Capan-1,
Capan-2, Patu 8902, Patu 8988s und Patu 8988f, Maammakarzinom- (MCF-7), eine
Kolonkarzinom- (SW480) und eine embryonale Nierdhae (HEK 293)- untersucht.

AulRerdem wurde die subzellulare Verteilung der daiektine in der membrandren und

zytosolischen Fraktion der Zellen analysiert.

Die Untersuchungen zeigten dass Galektin-1 in desisten untersuchten Zelllinien

exprimiert wird. Die Ausnahme machen die Zellen Hankreaskarzinomzelllinie Patu 8988s
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und der embryonalen Nierenzelllinien HEK 293, imeie kein Galektin-1 nachgewiesen
werden konnte. Hohe Mengen an Galektin-1 exprimrertie Pankreaskarzinomzellen
PANC-1, MiaPaCa-2 und Patu 8898t und die SW480-ikdozinomzellen. Dagegen konnte
in den anderen Zelllinien eine geringere Menge Kimlel nachgewiesen werden. Dazu
gehoren die Zelllinien Capan-1 und -2 und Patu 8@#ch die densitometrische Analyse
der einzelnen Banden im Immunblot konnte gezeigtrdes® dass die MiaPaCa-2
Pankreaskarzinomzellen die grof3te Menge Galek(®;851 ng/ug RIPA-Lysat) aufweisen.
Die Expression von Galektin-1 in den SW480-Kolozkawmzellen konnte auch von der
Arbeitsgruppe um Lahm nachgewiesen werden (Lattnal., 2001), eine Analyse der
Galektin-1-Expression in Pankreaskarzinomzellebistter nicht dokumentiert.

Zur Untersuchung der subzellularen Verteilung vaie®tin-1 wurden die Zelllysate mittels
Ultrazentrifugation in eine zytosolhaltigen und eeimembranhaltigen Fraktion getrennt.
Mittels Immunblotverfahren konnte gezeigt werdeassl Galektin-1 ausschlief3lich in der
membranhaltigen Fraktion lokalisiert ist. In denti”P8898s- und HEK 293-Zellen konnte
wiederum kein Galektin-1 nachgewiesen werden. DibeAsgruppe um Sato konnte 1993
Galektin-1 und -3 ausschlief3lich im Zytosol vonl&e) die aus einer Hamsterniere stammten,
nachweisen (Satet al, 1993). Erst etwa 10 Jahre spater konnte geweigten, dass sich die
subzellulare Lokalisation der Galektine, insbesoadeon Galektin-1 und -3 wahrend der
Umwandlung vom normalen zum malignen Phanotyp (Bsspiel von einer zytosolischen
in eine membranare Lokalistion) &ndert. Diese Liskdéilbnsanderung kénnte tumorspezifisch
sein (van den Bruleet al, 2004). In dieser Arbeit wurden ausschliel3lichmbuzellen
untersucht. Lediglich die HEK 293-Zelllinie stammutis einer embryonalen Niere. Fir die
HEK 293-Zellen konnte gezeigt werden, dass diesgew&alektin-1, noch Galektin-3 oder
Galektin-8 exprimieren.

Die Ergebnisse zur Lokalisation des Galektin-1 #n Karzinomzellen der untersuchten

Zelllinien stimmen mit den publizierten Daten Ubere

Hahn und seine Arbeitsgruppe konnte zeigen, dasskBal die Apoptose, durch Bindung
an mitochondrialen Enzymen, wie zum Beispiel anEledtonuklease G und Aktivierung von
apoptotischen Signalwege, induzieren kann (Hahml, 2004). Eine positive Korrelation
zwischen der Galektin-1-Expression und dem Tumdnsta konnte die Arbeitsgruppe von
Bresalier fur das Kolonkarzinom aufzeigen (Bresaéé al, 1998). Aulerdem konnte in
verschiedenen Studien die Uberexpression des @Galekh Tumorzellen, wie zum Beispiel

in Schilddrisen- und Uteruskarzinomzellen nachgseviewerden. Quantitativ korreliert die
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Starke der Galektin-1-Expression sowohl mit eingréten Stadium dieser Karzinome als
auch mit einer frihen Metastasierug und einer sbidegen Prognose (Liu und Rabinovich,
2005; Cambyet al,2006). Ob diese korrelation auch fur das Pankeeasiom zutrifft, muss

in weiteren Studien durch die Analyse von primar&ankreaskarzinomproben geklart

werden.

Des Weiteren wurde die Expression von Galektin-3RIRA-Gesamtlysat der Zelllinien im

Verlauf der vorliegenden Arbeit untersucht. Mittel$mmunblotverfahren und

densitometrische Analyse der einzelnen Banden kongézeigt werden, dass die
Pankreaskarzinomzellen AsPc-1 (0,419 ng/pg RIA-Yysad Capan-2 (0,476 ng/pug RIA-
Lysat) und die Mammakarzinomzellen MCF-7 (0,383umgRIA-Lysat) die grofite Menge

Galektin-3 aufweisen. Geringere und ungefahr gieiglengen Galektin-3 sind in den Zellen
MiaPaCa-2, BxPC-3, Capan-1, Patu 8902, Patu 8988sS¥W480 nachweisbar. Galektin-3
konnte in den Pankreaskarzinomzellen PANC-1 uncedibryonalen Nierenzellen HEK 293
nicht nachgewiesen werden.

Die Analyse der subzellularen Verteilung des GateRtin den untersuchten Zelllinien
brachte unterschiedliche Ergebnisse. Eine memledngkalisation flir Galektin-3 konnte in

den Patu 8902- und BxPC-3-Zellen nachgewiesen wertlte Patu 8988s- und SW480-
Karzinomzellen konnten auch in der zytosolischemak&on kleine Mengen Galektin-3

nachgewiesen werden. Eine gleichmaRige VerteilwmG&alektin-3 in der membranéren und
zytosolischen Fraktion zeigen die Pankreaskarzimtliiimien AsPc-1, MiaPaCa-2, Capan-1

und-2 und die Mammakarzinomzelllinie MCF-7.

Galektin-3 gehort zur sogenannten Gruppe der cleim#&alektine. Eine der wichtigsten
Funktion des Galektin-3 ist die anti-apoptotischgeBschaft. Das Mechanismus durch die
das intrazellulare Galektin-3 die Apoptose der &etrhindern kann, konnte bis heute noch
nicht erklart werden. Man vermutet eine Interaktiomt Regulatoren der Apoptose,
einschlielBlich derer, die in den Mitochondrien lidiart sind. Die anti-apoptotische
Eigenschaft des Galektin-3 ist sehr wahrscheinlcm der Phosphorylierung des Ser6
abhangig (Hsuet al, 2006). Die Wirkung von Galektin-3 auf die Apogto wird
interessanterweise von dessen zellularen Lokadisdiestimmt. Befindet sich Galektin-3 im
Zytoplasma Ubt es eine anti-apoptotische Wirkung. don Nukleus vermittelt Galektin-3
einen apoptotische Effekt. Diese Studien belegass @Galektin-3 in Abhangigkeit von seiner

Lokalisation in der Zelle, unterschiedliche Funkio austiben kann (van den Breleal,



4. DISKUSSION 109

2004). Liu und seine Arbeitsgruppe konnte 2005 amwiglass die Expression von Galektin-3
fur die Transformation der Zellen zu einem maligi@notyp und flir das Tumorwachstum
unverzichtbar ist (Liu und Rabinovich, 2005). Eimeegative Korrelation mit dem

Tumorstadium von Pankreaskarziomzellen konnte 20@2r Arbeitsgruppe von Shimamura
nachgewiesen werdghimamuraet al, 2003. Kontroverse Ergebnisse im Bezug auf eine
Korrelation zwischen der Galektin-3-Expression umikblonkarzinomstadium zeigten

verschiedene Studien (Logt al, 1993; Schoeppnet al, 1995, Ma und Geng, 2002), sodass

hier keine eindeutige Aussage mdoglich ist.

Die dritte Galektin-Isoform, die im Rahmen diesebdit naher analysiert wurde ist Galektin-
8, das im Immunblotverfahren als Doppelbande nastegen wurde. Die zwel
immunreaktiven Proteine haben ein apparentes Mtasggewicht von 36 kDa und 40 kDa
und wurden als Galektin-8 short bzw. Galektin-8gldrezeichnet. Durch densitometrische
Analysen konnte gezeigt werden, dass Galektin-8y lemd short besonders in den
Pankreaskarzinomzellen PANC-1 (0,017 ng/pg RIPAabysxprimiert werden. AsPc-1- und
Capan-1-Zellen enthalten nur geringe Mengen GalektiDie embryonalen Nierenzellen
HEK 293 exprimieren kein Galektin-8. Die Expressieon Galektin-8 in den SW480-
Kolonkarzinomzellen konnte auch von der Arbeitspeium Lahm nachgewiesen werden
(Lahmet al.,2001).

Durch die Analyse der subzellularen Verteilung @m&ellen konnte gezeigt werden, dass die
Galektin-8-Isoformen pradominant in der membrandatt Fraktion lokalisiert sind. Die
zytosolhaltige Fraktion enthalt wenig bis kein egeloes Galektin-8. Wahrend die BxPC-3-
Zellen kein Galektin-8 long aufweisen, konnte imdmderen Zelllinien sowohl Galektin-8
long als auch die kurze Isoform Galektin-8 shorthgewiesen werden. Die Galektin-8-
Analyse zeigt des Weiteren dass die untersuchtbenZgtarker Galektin-8 short als Galektin-

8 long exprimieren.

Die Funktion von Galektin-8 wurde intensiv in vdrgdene Studien untersucht. Galektin-8
spielt eine wichtige Rolle im Tumorwachstum und 8&hsierung des Kolonkarzinoms.
Dieses konnte in Kolonkarzinomzellen durch exogargefiigtes Galektin-8in vitro

nachgewiesen werden. In diesem experimentellen tArigarte das exogene Galektin-8 zu
einer Suppression der Tumorzellmigration. Eine estBkpression von Galektin-8 korreliert

mit einem niedrigeren Tumorstadium des Kolonkamiao(Nagyet al, 2002). Als ein
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maogliche Mechanismus kann die Bindungsfahigkeit @Galektin-8 an Integrine angesehen
werden, die die Zelladh&sion und die Apoptose dendrzellen regulieren (Zickt al, 2004).
Galektin-8 konnte bereits 1997 im Zytosol von niofdligne transformierten Zellen
identifiziert werden (Coopeet al, 1997). In den Zellen eines Plattenepithelkanriaader
Lunge konnte nachgewiesen werden, dass Galektiac® A8-stiindiger Kulturanzichtung
hauptséachlich in der membranaren Fraktion und 8&c8tunden im Nukleus nachweisbar ist
(Bidon et al, 2001). Diese Erkenntnisse fuhren zu der Annablass Galektin-8 abhéangig
von der subzellularen Lokalisation unterschiedlicheunktionen in der maligne
transformierten Zellen ausiiben kann. Die Anderusiglabkalisation konnte Galektin-8 neue
Funktionen in der malignen Zelle verleihen und domginen Einfluss auf die

Tumorprogression haben.

4.2 Analyse der Galektin-8 cDNA und ldentifizierungder

zwei Isoformen — Galektin-8 long und Galektin-8 shia

Da Galektin-8 im Immunblotverfahren als Doppelbandkntifiziert werden konnte, wurde,
um einen Hinweis auf die Identitat dieser zwei G&@he8-Banden zu erhalten deren cDNA
mittels PCR amplifiziert und durch Sequenzierungnidiziert. Fur diese Untersuchungen
wurden sechs Zelllinien ausgesucht (PANC-1, AsPelaPaCa-2, SW480, Patu 8988t und
Patu 8902). Bereits 2001 konnte Bidon mehrere GaldkmRNAs identifizieren, die durch
alternatives Spleil3en des Galektin-8-Transkriptstehen (Bidoret al, 2001). Diese mMRNAs
kodieren fir mindestens sechs Galektin-8 Isofornaigai Formen, die zwei CRDs und drei
Formen, die nur eine CRD enthalten (Bidon-Waggtal., 2004). Durch den Vergleich der in
dieser Arbeit identifizierten Sequenzen mit denen den Nukleotiden-Datenbanken
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) vorhandenemduublizierten Sequenzen (®ut al,
1996; Cueni und Detmar, 2009) konnten zwei Variarttes Galektin-8 identifiziert werden.
Die zwei Varianten des Galektin-8 entsprechen dandkriptvariante 1 fur die lange (long)
Galektin-8-Isoform (NCIB Referenzsequenz NM_0063%@ind der Transkriptvariante 2 fr
die kurze (short) Galektin-8-Isoform (NCIB Refersaquenz NM_201543.1).

Die im Rahmen dieser Arbeit identifizierte Galek@nlong-cDNA besteht vom ATG-
Translationsstart bis zum TAG Stopp-Codon aus Baenpaaren, die fur 359 Aminosauren
kodieren (siehe Abbildung 17 und 18). Die Galelirshort-cDNA besteht vom ATG-
Translationsstart bis zum TAG Stopp-Codon aus 9&$eBpaaren, die fir 317 Aminosauren
kodieren. Die Unterschiede dieser zwei Variantennken sowohl auf Basenpaar- als auch
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auf Proteinebene identifiziert werden. Die Aminasfequenz des Galektin-8 long ist um 42
Aminosauren, die dem Exon 11 zwischen den Baseeps® und 698 auf cDNA-Ebene
entsprechen, langer als die des Galektin-8 short.

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, desseths untersuchten Zelllinien die oben
beschriebenen Galektin-8-Isoformen exprimieren. Klentifikation der zwei Galektin-8-
Isoformen wurden drei unterschiedliche Primer fig BCR-Analyse verwendet. Durch die
Verwendung dieser Primer konnte keine weitere GidedkIsoform identifiziert werden. Die
Frage, ob die in dieser Arbeit untersuchten Zé#lhinneben den zwei Galektin-8-Isoformen
weitere Transkripte aufweisen oder ob die hier egmeten Primer nicht geeignet waren, um
weitere Isoformen zu identifizieren, kann nur dureveitere Untersuchungen unter
Verwendung von anderen Primerpaaren beantwortelemerDer Nachweis von nur zwel
Isoformen im Immunblot deutet allerdings nur aufe diTranslation von zwei

Transkriptvarianten hin.

4.3 Identifizierung von Galektin-8 als Interaktiongpartner

von Ras-lIsoformen

Ras-Proteine gehoéren zur Gruppe der membranassezii€gsuaninnukleotid-bindenden
Proteine. Ihre Funktion ist die Transduktion vogriailen membranstéandiger Rezeptoren an
intrazellularen Signalkaskaden, indem sie als mo&k Schalter zwischen einer inaktiven
GDP-gebundenen und einer aktiven GTP-gebundenefoKoation wechseln (Giehl, 2005).
Ras wirkt als Bindeglied zwischen membranstandigazeptoren wie Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen (RTKs) oder G-Protein-gekoppelte Rezeptai®RPCRs), und nachgeschalteten
zellularen Signalkaskaden (Gielet al, 2000; Janssen, 2003). Dreas-Gene, die auf
unterschiedlichen Genloci lokalisiert sind, wurdenmenschlichen Genom identifiziert: H-
ras (Chromosom 11 — 11p15-pl15.5), r&ls (Chromosom 1 — 1p22-p32) und ris
(Chromosom 12 — 12p12.1-pter) (Barbacid, 1987).zteees wird in zwei alternative
Varianten gespleil3t: K-Ras4A und K-Ras4B, die sichen letzten, durch Exon 4 kodierten,
25 Aminosauren unterscheiden (Barbacid, 1987; KasHfar et al, 1998). Dieras-Gene
sind hoch konserviert und werden ubiquitar expritnida K-Ras4A in humanen Zellen nur
in sehr geringem Male exprimiert wird (Shimietial, 1983), wird in dieser Arbeit der
Begriff ,K-Ras" als Synonym fur K-Ras4®Berwendet.

Die Ras-Isoformen weisen multiple Unterschiede,@ddvauf Aminosaurensequenzebene als

auch in deren subzellularen Lokalisation auf. Himeeuf die unterschiedliche Funktion der
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vier Ras-Isoformen ergaben Studien zur Lokalisaiiorder Plasmamembran. So konnte
gezeigt werden, dass K-Ras4B in dem-raftDomanen lokalisiert ist, wahrend sich H-Ras
sowohl in denlipid-rafts- als auch in demon-raftsDoméanen befindet (Pricet al, 2001).
Diese und weitere Befunde fuhrten zu der Annaldass die Ras-Isoformen unterschiedliche
Funktionen haben. Des Weiteren interagieren die Ras-lsoformen mit verschiedenen
Bindungspartnern. So konnte Paz 2001 und Elad-&fa@D2 und 2004 die differentielle
Interaktion der Ras-Proteine mit Galektin-1 und &kah-3 identifizieren. Durch diese
Interaktion konnen Galektine Einfluss auf die Sigaasduktion der Zellen haben
(Rabinovich, 1999). Im Einzelnen konnte gezeigtdeer, dass Galektin-3 selektiv an K-Ras-
GTP bindet und dadurch die Aktivitat von K-Ras u8-K verlangern kann (Elad-Sfade
al., 2004). Fur Galektin-1 konnte die Bindung an GjJE@Pundenes H-Ras(G12V) und K-
Ras(G12V) nachgewiesen werden, was zur Steigerand\ktivitat von c-Raf und ERK1/2
fuhrt (Elad-Sfadiaet al, 2002; Pazt al, 2001).

Da bereits in der publizierten Literatur die Intdiran zwischen Ras und Galektin-1 bzw.
Galektin-3 nachgewiesen wurde, war ein Ziel diedebeit eine mdgliche Interaktion

zwischen Galektin-8 und Ras-Isoformen zu untersuche

Die Interaktion des Galektin-8 mit K-Ras(G12V) ierdPANC-1-Zellen wurde in unserer
Arbeitsgruppe von Monika Unger in ihrer Dissertat{pCharakterisierung des Einflusses von
konstitutiv aktivem K-Ras(G12V) auf die Signaltrdoktion und die Migration von PANC-1-
Pankreaskarzinomzellen®, Universitat Ulm, 2004) dveeben. Mit Hilfe vonin vitro-
Bindungsstudien unter Verwendung von rekombinantéfA-Epitop-markierten Ras-
Proteinen und PANC-1-Lysaten konnte sie Galektiat8 bisher unbekannter, Isoform-
spezifischer Interaktionspartner von konstitutiiadm K-Ras(G12V) identifizieren. Die
Bindung von Galektin-8 an HA-K-Ras(G12V) konnte @blv durch die
massenspektrometrischen Analysen als auch mit fgwmn Antikdrpern im

Immunblotverfahren nachgewiesen werden.

In dieser Arbeit wurde die Bindungsfahigkeit derezWsalektin-8-1soformen, Galektin-8 long
und Galektin-8 short an die vier Ras-Isoformen birlutanten K-Ras(G12V), K-Ras(S17N),
HA-N-Ras(G12V) und H-Ras Wildtyp (WT) untersuchtie cils EGFP-Fusionsproteine in
PANC-1- und in HEK 293-Zellen in Kombination mig¢weils einer Galektin-8-Isoform ektop
exprimiert wurden. Zum Nachweis der Bindung wurden Co-

immunprazipitationsuntersuchungen durchgefuhrt, die Isolierung der Ras-Galektin-8-
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Komplexe aus einem Zelllysat mit Hilfe von anti-GRRtikdrper-haltigen, magnetischen

MicroBeadsermdoglichten.

Die Untersuchungen zeigten eine unterschiedlichediigsfahigkeit der Galektin-8-
Isoformen an die vier Ras-Isoformen. Wéahrend da$-@dbundene konstitutiv-aktive K-
Ras(G12V) sowohl an Galektin-8 long als auch areldad-8 short stark bindet, bindet das
GDP-gebundene dominant-negative K-Ras(S17N) schevéuhdiese beiden Isoformen. Am
schwachsten bindet wildtypisches H-Ras an die Gal&lsoformen. HA-N-Ras(G12V)
bindet starker als H-RasWT, jedoch schwacher als-KHRas(G12V). Aul3erdem ist
hervorzuheben, dass kein Unterschied in der Binduley Ras-lsoformen an die
unterschiedlichen zwei Galektin-8-Isoformen Gakéktong und Galektin-8 short beobachtet
werden konnte. Des Weiteren konnten keine zellgpdischen Unterschiede in der
Bindungsfahigkeit von Galektin-8 an Ras durch Ukpression in den PANC-1 und durch
die ektope Expression in den HEK 293-Zellen festkswerden. Sowohl das ektop
Uberexprimierte als auch das endogen exprimiertek®a-8 long bzw. Galektin-8 short

interagiert in gleichem Mal3e differentiell mit deler Ras-Isoformen.

Verschiedene Hypothesen konnen im Bezug auf dieel®@edg und Funktion dieser
Interaktion aufgestellt werden. Da Galektin-8 solvah der I6slichen als auch in der
partikularen und damit membranaren Fraktion derensoichten Zelllinien nachgewiesen
werden konnte, stellt sich die Frage wo der Ra®kdial-8-Komplex lokalisiert ist. Eine
Mdoglichkeit besteht darin, dass das zytosolischieksa-8 durch die Bindung an die Ras-
Proteine das onkogene Ras im Zytosol halt und soeissen Funktionen in der
Signaltransduktion inaktiviert. Um diese Hypothéserprifen zu konnen, kénnte man durch
in vitro-Bindungsstudien die Galektin-8-K-Ras-Komplexe aesldslichen und partikularen
Fraktion  prazipitieren und durch spezifische ardigktin-8-Antikbrper im
Immunblotverfahren nachweisen. Andererseits kongite membranarer Galektin-8-Ras-
Komplex zu einer verstarkten oder verlangerten VMitung von Ras- insbesondere K-Ras-
abhangigen Signaltransduktionswegen fihren. DakBa8 durch Bindung an K-Ras-GTP
die Aktivitat von K-Ras und nachfolgend der P13-&rkangert (Elad-Sfadiat al, 2004) und
Galektin-1 durch Bindung an H-Ras(G12V) und K-Rd<{®) die Aktivitat von Raf und
ERK1/2 steigert (Elad-Sfadet al, 2002; Pazt al, 2001), kann man die Hypothese stellen,
dass der Galektin-8-K-Ras-Komplex mdoglicherweisehadiese Signaltransduktionswege

beeinflusst. Um eine mdgliche Beeinflussung vom8&ligansduktionswegen zu untersuchen,
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sollte die Aktivitat von Ras und Ras-abhangigem8iigansduktionsproteine und Kaskaden
nach Expression bzw. Inhibition der Expression Bas-Isoformen, bzw. der Galektion-8-
Isoformen bestimmt werden. Hierzu koénnten sowohdngrente Transfektionen mit
Expressionsplasmiden als auch mit spezifische Rad-Galektin sSIRNA Oligonukleotiden

durchgefuhrt werden.

Die Arbeitsgruppe um Paz konnte 2001 Galektin-1 Bilsdungspartner fur H-Ras(12V)
identifizieren. Dieser neue Bindungspartner fur Bsf&12V) konnte sowohl durch Isolierung
des H-Ras(G12V)-Galektin-1-Komplexes und anschiidBe MonoQ Chromatography-
Analysen als auch durch die in dieser Arbeit duethigrten Co-Immunprazipitation-
Verfahren nachgewiesen werden (Retzal, 2001). Des Weiteren konnte nachgewiesen
werden, dass diese Interaktion intrazellular unaplgivon der EigenschafftGalaktoside zu
binden, stattfindet. Interessanterweise konnteupalzseine Arbeitsgruppe beweisen, dass H-
Ras(G12V) an Galektin-1 bindet und nicht umgekebré Entstehung des H-Ras(G12V)-
Galektin-1-Komplexes ist essentiell fur die Bindwan H-Ras(G12V) an die Zellmembran
und somit auch fir die Transformation und Umwangdluder Zelle in einem malignen
Phanotyp (Paet al.,2001; Hancoclet al,, 2003).

Drei Jahre spéter, 2004, untersuchte die gleicheitsgruppe, die Bindungsfahigkeit eines
anderen Lektin, Galektin-3, an Ras-Proteinen. Dimgetsuchungen zeigten auch in diesem
Fall dass eins der Ras-Proteine, K-Ras(G12V), fipelzimit Galektin-3 interagiert. Dartber
hinaus beeinflusst diese Bindung die Ras-inizie@gmnaltransduktionswege, indem es die
Aktivitat von ERK dampft und die des PI3-K verlang@lad-Sfadieet al, 2004).

Die Rolle der Interaktion zwischen Ras, insbesomdteRas und Galektin-8-Isoformen sollte
in weiteren Analysen untersucht werden. Da K-Ragdtre verschiedene
Signaltransduktionswege, die in der TumorentstelunthMetastasierung eine entscheidende
Rolle spielen, beeinflussen, sollten weitere Untelnsingen den Einfluss des
Proteinkomplexes K-Ras-Galektin-8 auf diese Sigaaiduktionswege aufklaren.
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass GaleldineBwichtige Rolle im Tumorwachstum
und Metastasierung, besonders des Kolonkarzinonagy(t al, 2002) spielt. Interessant
ware zu erfahren, ob der Proteinkomplex K-Ras-Gelek verantwortlich fur diese Funktion
des Galektin-8 ist und ob dieses auch auf Pankaeaskmzellen zutrifft. Dazu kdnnte man
nach Uberexpression des Galektin-8 in Karzinomaeligie Migration, Proliferation und

Adhasion im Vergleich zu Karzinomzellen, die Gaiel& nicht enthalten analysieren.
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Des Weiteren kdnnte man durch Inhibition der GateBt Expression mittels spezifischer
siRNAs in Zellen die endogen Galektin-8 enthaltdan Einfluss von Galektin-8 auf die

Migration, Proliferation und Adh&sion der Zellertensuchen.

Paz und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die Meamgdi-Ras(G12V), die an Galektin-1
binden kann, der Menge entspricht, die von denededixprimierten H-Ras(G12V). Dagegen
bindet nicht das gesamte exprimierte Galektin-1HaRas(G12V) (Pazt al, 2001). Da
aufgrund der publizierten Daten davon ausgegangadem kann, dass sowohl Galektin-1,
Galektin-3 und Galektin-8 an K-Ras binden konneonkkirrieren vermutlich die drei
Galektine um die Bindung an K-Ras. Um diese Hyps¢heu Uberprifen misste der K-Ras-
Galektin-8-Komplex in verschiedenen humanen Tunitezgedie unterschiedliche Mengen
Galektin-1, Galektin-3 und Galektin-8 enthaltenansticht werden. AuRerdem kdénnten durch
Verdrangungsstudien mittels Uberexpression der chégdenen Ras-Isoformen bzw.
Galektin-Isoformen Praferenzen in der Interaktiestbmmt werden.

Da HEK 293-Zellen endogen weder Galektin-1 nochetaal-3 oder Galektin-8 aufweisen,
kénnte man vermuten, dass hier die Ras-Proteinbhamgig von diesen ihre Funktion
ausuben. Die ektope Expression des Galektin-8 mnHieK 293-Zellen fiihrt zu der Bildung
des Galektin-8-Ras-Komplexes. Es konnte somit nawhegen werden, dass die Ras-Proteine
mit dem ektop exprimierten Galektin-8 auch in Zellelie dieses Protein endogen nicht
produzieren interagieren. Ob durch die ektope Esgiom des Galektin-8 in den HEK 293-
Zellen und die Bildung des Galektin-8-Ras-Komplegas endogene Ras in seiner Aktivitat
und damit Funktion beeinflusst wird, muss in wate¥ersuchen geklart werden.

Welche Rolle Galektin-8 und die Bildung des Galel@iK-Ras-Komplexes fur die
Entstehung und die Progression von Pankreaskaremapielt, konnte bis heute noch nicht
aufgeklart werden. Um eine mogliche Korrelation sahien der Expression von Galektin-8
bzw. der Starke der Galektin-8-Ras-Interaktion dadProgression des Pankreaskarzinom zu
finden, konnte die Expression und die Ras-Inteoaktdes Galektin-8 in verschiedenen
Stadien der Tumorgenese des Pankreaskarzinomssuctierwerden. Bereits 2005 deutete
Stillman und Mitarbeiter auf die Rolle der Galektinals Tumormarker und deren
therapeutische Bedeutung hin (Stillmat al, 2005). Ob in Zukunft Galektine und
insbesondere Galektin-1, Galektin-3 oder Galektiu®h deren Synthesehemmung oder —
stimulierung zur wertvollen Therapieoption der Tusrgrankungen werden, missen weitere

Experimente und Studien zeigen.
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Die vorliegende Arbeit bringt neue Hinweise auf dienktion des Galektin-8 in der
Tumorgenese und kénnte dazu beitragen, die komplenaekularen Mechanismen die zur
Entstehung des malignen Phanotyps der Pankreasfi@leen zu klaren.
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5. Zusammenfassung

Das duktale Pankreaskarzinom zahlt heutzutage 2zu adgressivsten Tumorart des
menschlichen Organismus. Sowohl die rasche Waclssatenund die friilhe Metastasierung
als auch der Mangel an Friherkennungsmethoden hadhpiemoglichkeiten fihren zu einer
hohen Mortalitat. Aktivierende Mutationen im Hés-Gen zahlen zu den haufigsten
genetischen Veranderungen der Pankreaskarzinomz&ie Rolle der aktivierten K-Ras-
Proteine konnte bis heute nur teilweise erklartdear

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Lektedektin-1, Galektin-3 und Galektin-
8, die multiple Funktionen in der Tumorentstehungd uMetastasierung verschiedener
Tumorentitdten aufweisen, in Pankreaskarzinomzetibarakterisiert. Hierzu wurde die
Expression von Galektin-1, -3 und -8 in Gesamtlysatind subzellularen Fraktionen von
neun verschiedene Pankreaskarzinomzelllinien, éfldonkarzinom-, einer Brustkarzinom-
und einer embryonale Nierenzelllinien analysierd uguantifiziert. Die Untersuchungen
ergaben unterschiedliche Galektin-Expressionsmenigerden verschiedenen Zelllinien.
Wahrend in der Pankreaskarzionmzelllinie PANC-Edinhe Menge Galektin-1 und -8, aber
kein Galektin-3 nachweisbar war, konnten in anddPamkreaskarzinozelllinien alle drei
untersuchten Galektine nachgewiesen werden. Inetdoryonalen Nierenzellen HEK 293
konnten weder Galektin-1 noch Galektin-3 oder-8 Bufteinebene detektiert werden. Da
Galektin-8 im Immunblotverfahren als Doppelbandeniifiziert werden konnte, wurde die
Identitdt dieser zwei Banden néher charakterisi®trch Analyse der kodierenden
Desoxyribonukleinsdure des Galektin-8 mittels Paygase-Kettenreaktion-Verfahren in
verschiedenen Zelllinien und dem Vergleich der kehan Sequenzen mit Sequenzen in den
Nukleotiden-Datenbanken und publizierten Sequenkennten die zwei Galektin-8-
Isoformen Galektin-8 long und Galektin-8 short itiieziert werden. Diese beiden Galektin-
8-1soformen unterscheiden sich in der Expressiom Exon 11, zwischen den Basenpaare
550 und 698, wodurch sie einen Unterschied von @ihAsauren aufweisen.

Um zu analysieren, ob die zwei Galektin-8-Isoformeit den vier Ras-Proteinen K-
Ras(G12V), K-Ras(G17N), HA-N-Ras(G12V) und H-Rasil@ityp) interagieren, wurden
beide Galektin-8 Isoformen in den eukaryontisch&préssionsvektor pcDNA3 kloniert und
in PANC-1- und HEK 293-Zellen exprimiert. Durch @omunprézipitationsanalysen konnte
anschlieend im Immunblotverfahren die Interakilen Galektin-8 Isoformen mit den Ras-
Isoformen dargestellt werden. Hierbei zeigte siallass die Galektin-8-Isoformen

unterschiedlich mit den vier Ras-Proteinen intexeggi. Wahrend Guanosintriphosphat-
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gebundenes konstitutiv-aktives K-Ras(G12V) sowohl @alektin-8 long als auch an
Galektin-8 short stark bindet, interagiert GDP-gatenes dominant-negatives K-Ras(S17N)
schwacher mit diesen beiden Isoformen. HA-N-Ras{G 1#ndet starker als wildtypisches
H-Ras, jedoch schwacher als K-Ras(G12V). Am schetéchbindet wildtypisches H-Ras an
die Galektin-8-Isoformen. Die Untersuchungen zeigielerdem, dass die zwei Isoformen
Galektin-8 long und Galektin-8 short in gleichem Mamit den vier Ras-Isoformen
interagieren. Des Weiteren konnten keine zelltypfisehen Unterschiede in der
Bindungsfahigkeit von Galektin-8 an Ras durch Ukpgression in PANC-1 und durch die
ektope Expression in den HEK 293-Zellen festgdstalerden. Sowohl das ektop
Uberexprimierte als auch das endogen exprimiertek®a8 long bzw. Galektin-8 short
interagiert in gleichem Mal3e differentiell mit deler Ras-Proteinen.

In dieser Arbeit konnte Galektin-8 mit zwei Isof@m in Pankreaskarzinomzellen
identifiziert und seine Expression und subzellulaokalisation quantifiziert werden. Die
Galektin-8 Isoformen interagieren differentiell nitas-Proteinen, wobei eine préaferentielle
Bindung an K-Ras4B beschrieben werden konnte. Brgastellten Ergebnisse bieten einen
neuen Ansatzpunkt in der Aufklarung der komplexeolekularen Mechanismen, die zu
einem malignen Phanotyp der Pankreaszelle fluhresh kimnten zur Entwicklung von
spezifisch wirksamen Arzneistoffen in der Tumor#pee beitragen.
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Anhang

Nukleotidsequenz: Galektin-8 long

1 tggacttgga tccgaggcag acgaggaagc tgagaaaacc ctggcgttga ccccgtggac

61 ctgggcgccc cgggaaggcc agcgcettggt ccaggcaggc ggggcctgtg cggt gaccac

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

cctggtcctg
agccagccgce
aacctgctcc
caggt aacct
t cgacaagaa
aacccggt aa
gt gat acgtg
agcagcat ga
ggctgcattg
gacacgcctt
ttccaggt gg
aaaat agaca
agct cggact
aatgttccaa
at cgcaccca
t gcaccaaaa
aacaccccca
aaaagcttta
ccacgcct ga
gaagagagaa
tattgtgatg
cacagattta
ct ggaagt aa

ggcttctgtg

tt aaaat gag

aaaagt ccca
ccacggacgc
gt ggagcgcc
tt aaat gaaa
gct ggaaaag
tccegtttgt
ggcatgttcc
aacct cgagc
tttgcaatac
t caaaagaga
ct gt aaat gg
ct ct gggcat
t acaaagt ac
agt ct ggcac
gaactgtcta
taccacct at
tgggccctgg
at gtt gacct
at at t aaagc
atattacctc
ttagagaatt
aagagct cag
ggagct ggt a
at act ggcct

cttgtgcacc

gccccgagceg
cagagccggg
t gaaacacca
cttgcctaaa
aatgatgttg
tggcaccatt
t agt gacgca
cgat gt ggcc
tttgat aaat
aaagtctttt
aaaacat act
ttat ggcaaa
ccaagcat ct
gccccagcett
caccaagagc
gaactatgtg
acgaactgtc
act agcagga
atttgtaaga
tttcccattt
caaggttgca
cagt at t gac
gcct acct ac
t gct gaaacg

att aggt cct

ccectccctcce
aaccct gacg
gtctttgggg
atcttaggtc
tccttaaaca
cct gat cagc
gacagattcc
tttcatttca
gaaaaat ggg
gagat cgt ga
ctgctctatg
gtgaatattc
agt ct ggaac
cct agt aata
aaagattcga
t caaagaggc
gt cgt t aaag
aaat caaagg
aattcttttc
agt cct ggga
gt aaat ggcg
acgct ggaaa
acagctgcta

catctcactg

gctgggtgtt

t agacct gga
gcact t agct
ccagtgcctc
at acacagaa

acct acagaa

tggat cct gg
aggt ggat ct
atcctcgttt
gacgggaaga
ttatggt gct
gccacaggat
act caat t gg
t gacagagat
gaggaggaga
ct gt caat ca
tgccattcgce
gagaagt gaa
atattgctct
ttcaggagtc
tgtactttga
tacacagcct
tt aat ggaga
caaaaaccaa
tcattctatt

ctcagtcctt

ggcct ggaac
gct gacaaac
agtttcaatc
gagact ccaa
tatcatctat
aactttgatt
gcagaat ggc
caaaagggcc
gat cacct at
gaaggacaaa
cggcccagag
ttttagettc
aagt agagaa
catttctaaa
cactttgact
tgcaaggttg
t gcaaat gcc
acactt gaac
ct ggggagaa
gat gat aatt
ggagt acaaa
catccactta
aat acagaat
gtttatattg

gccat gaagt
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1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

Nukleotidsequenz: Galektin-8 short

1

61

121

181

241

at ggt ggt gt
gccact ct gc
t at ggagt ac
aaact gt gaa
tgagcttcga
aact cct aag
cttacagaag
cccatcactg
tctattagct
aaaaaaccaa
agctgatttc
agtttcagga
gt caggatta
agggacccac
aat caaggcc
actcttccac
ctgtgatttt
caggt cagat
agt cagt gag
tattttcaga
caatcttatt
cttttcatat

ggt gccacag

tggacttgga

ct gggcgcecc

cctggtcctg
agccagccgce

aacctgctcc

ct agcact ga
cctctctcect
ct act at aat
gagct aggat
ctcttctgtg
gggtcctctg
acacaact cc
aggact gat g
gcaagcttta
agcaaaacaa
tgtgtatttg
agaggcaaga
gact t caggc
aaagcaggca
tccgttcttc
tttacgtgat
tctattattt
cttgttacag
gatcatttta
acagatttta
tttttaaaag
t aat gt at gc

ggaaagct gt

t ccgaggcag
cgggaaggcc
aaaagt ccca

ccacggacgc

gt ggagcgcc

at ggggaaac
actttggctg
acagt agct a
at at acttgg
cgct act get
ggattagtta
ttccccagtg
ttgact gaca
ccaagt aat t
at acat ggtg
aact t agggc
tgcattcaat
att cat aagg
gaggt aat gc
t aaagat t ag
t aaaat caaa
gaggggagtt
gaaatttcaa
tcacattaga
gatattattt
tact cagt gt
agagt ct cac

agaaggcaag

acgaggaagc
agcgctt ggt
gccccgageg
cagagccggg

t gaaacacca

tgggggcagce

actcttcaag
acatgtattg
t gaaacaaac
gcgcact get
tgcagat att
at cactgtca
tcattttctt
ggcat gacat
ctgaaattaa
aaat cagagt
ttgaaagat a
caggcact at
agaaat ct gt
tccatcatca
cct gtatcag
ggcagaagt t
aggtttggga

ctggggcaga

ct at ccat at
agaaat cgct
caagct caaa

aagact cgag

t gagaaaacc
ccaggcaggc
ccectccctcce

aaccct gacg

gtctttgggg

aacacttata
aatgccattc
agcacagat t
cagtatgttc
ttttctacag
aaat cacccg
t aaccagt gc
tatcgtaata
ct gagcacag
cttgatgcca
ctacacagac
tttatgggca
cagaaagt gt
tttgttccca
ttagcaactg
caagt t aaat
ccat gt at at
gt ggggaggg
act ct gccag
at t gaaaaga
agccctt aat
gacact ggt t

aat cccccag

ctggcgttga
ggggcctgtg
tagacct gga
gcact t agct

ccagt gcctc

gccagtt aaa
aacaagt att
ttttttggta
cctgttctct
gcattacatc
aagacact aa
tctaccgt at
aacat gt ggc
aaat t aaggc
agcccaaggce
gcct acagaa
acaaagt aag
acgccaact a
t gaaat cacc
agat caaagc
ggttccattt
gggatcttta
aaaaaagct c
gatttaggaa
at accatt gt
tcttttccag

gggggt ggag

agtt at

ccccgt ggac
cggt gaccac
ggcct ggaac
gct gacaaac

agtttcaatc
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301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

caggt aacct
t cgacaagaa
aacccggt aa
gt gat acgtg
agcagcat ga
ggctgcattg
gacacgcct t
ttccaggt gg
aaaat agaca
agct cggact
aatgttccaa
cccat gggcec
tttaatgttg
ctgaatatta
agaaat atta
gat gtt agag
tttaaagagc
gt aaggagct
tgtgatactg
tgagcttgtg
gt gt ct agca
ctgccctctc
gtacctacta
t gaagagct a
tcgactcttc
t aaggggt cc
gaagacacaa
act gaggact
agct gcaagc
ccaaagcaaa

tttctgtgta

tt aaat gaaa
gct ggaaaag
tccegtttgt
ggcatgttcc
aacct cgagc
tttgcaatac
t caaaagaga
ct gt aaat gg
ct ct gggcat
t acaaagt ac
agt ct ggcac
ct ggacgaac
acct act agc
aagcatttgt
cctetttcce
aat t caaggt
t cagcagt at
ggt agcct ac
gccttgetga
caccatt agg
ct gaat gggg
tcctactttg
t aat acagt a
ggat at at ac
t gt gcgct ac
tctgggatta
ctccttccce
gat gt t gact
tttaccaagt
acaaat acat

tttgaactta

cttgcctaaa
aatgatgttg
t ggcaccat t
t agt gacgca
cgat gt ggcc
tttgat aaat
aaagtctttt
aaaacat act
tt at ggcaaa
ccaagcat ct
gccccagcett
tgtcgtcgtt
aggaaaat ca
aagaaat t ct
atttagtcct
t gcagt aaat
tgacacgctg
ct acacagct

aacgcatctc

tcct gct ggg

aaact ggggg

gctgactctt
gct aacat gt
tt ggt gaaac
tgct gcgcac
gttatgcaga
agt gat cact
gacatcattt
aattggcatg
ggt gct gaaa

gggcaaat ca

atcttaggtc
tccttaaaca
cct gat cagce
gacagattcc
tttcatttca
gaaaaat ggg
gagat cgt ga
ctgctctatg
gtgaatattc
agt ct ggaac
aggct gccat
aaaggagaag
aaggatattg
tttcttcagg
gggat gt act
ggcgt acaca
gaaattaatg
gct acaaaaa
actgtcattc
tgttctcagt
cagcaacact
caagaat gcc
at t gagcaca
aaaccagt at
tgetttttct
tattaaatca
gt cat aacca
tctttatcgt
acat ct gagc
ttaacttgat

gagt ct acac

at acacagaa

acct acagaa

t ggat cct gg
aggt ggat ct
atcctcgttt
gacgggaaga
ttat ggt gct
gccacaggat
act caat t gg
t gacagagat
tcgct gcaag
t gaat gcaaa
ctctacactt
agt cct gggg
tt gagat gat
gcct ggagt a
gagacat cca
ccaaaat aca
tattgtttat
ccttgccatg
t at agccagt
att caacaag
gatttttttt
gttccctgtt
acaggcatta
cccgaagaca
gtgctctacc
aat aaacat g
acagaaatta
gccaagccca

agacgcct ac

gagact ccaa
tatcatctat
aactttgatt
gcagaat ggc
caaaagggcc
gat cacct at
gaaggacaaa
cggcccagag
ttttagcttc
aagt agagaa
gtt gaacacc
t gccaaaagc
gaacccacgc
agaagaagag
aatttattgt
caaacacaga
cttactggaa
gaat ggcttc
attgttaaaa
aagt atggtg
t aaagccact
tatttatgga
ggt aaaact g
ctcttgagcet
cat caact cc
ctaacttaca
gtatcccatc
tggctctatt
aggcaaaaaa
aggcagct ga

agaaagtttc
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2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

aggaagaggc
attagacttc
ccacaaagca
ggcctcegtt
ccactttacg
tttttctatt
agatcttgtt
t gaggat cat
cagaacagat
tattttttta
at at t aat gt

acagggaaag

aagat gcatt
aggcat t cat
ggcagaggt a
cttctaaaga
t gat t aaaat
atttgagggg
acaggaaat t
tttatcacat
tttagatatt
aaagt act ca
at gcagagt c

ct gt agaagg

caatttgaaa
aaggcaggca
at gcagaaat
ttagtccatc
caaacctgta
agtt ggcaga
tcaaaggttt
t agact gggg
atttctatcc
gt gt agaaat
t caccaagct

caagaagact

gatatttatg
ct at cagaaa
ctgttttgtt
atcattagca
t cagcaagtt
agttccat gt
gggagt gggg
cagaactctg
at atattgaa
cgct agccct
caaagacact

cgagaat ccc

ggcaacaaag
gt gt acgcca
cccat gaaat
act gagat ca
aaat ggttcc
at at gggat c
agggaaaaaa
ccaggattta
aagaat acca
taattctttt

ggt t gggggt

ccagagtt at

t aaggt cagg
act aagggac
caccaat caa
aagcactctt
atttctgtga
tttacaggtc
gct cagt cag
ggaatatttt
ttgtcaatct

ccagcttttc

ggagggtgcce
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