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Epitheliale Zellen sind charakterisiert durch eine morphologische und funktionelle Unterteilung 

ihrer Membran in eine apikale und eine basolaterale Domäne, welche durch einen hoch-

spezifischen, polarisierten Sortiervorgang von Lipiden und Proteinen aufrechterhalten wird. Im 

apikalen Transport kann die Vielzahl verschiedener Transportwege aufgrund der Affinität der 

darin transportierten Proteine zu lipid rafts in einen raft-abhängigen und einen raft-

unabhängigen Transport untergliedert werden. Die Trennung der beiden Transportwege in 

einem Post-Golgi-Kompartiment beruht auf der Ausbildung hochmolekularer Cluster, 

vermittelt durch das galactosebindende Lectin Galectin-3.  

Die Bedeutung von Galectin-3 in der apikalen Sortierung von Nicht-raft-Glykoproteinen ist eine 

anerkannte Tatsache und auch die molekularen Mechanismen, die zu diesem Prozess führen, 

werden zunehmend enträtselt. Die Identität des Sortierkompartiments jedoch ist weiterhin 

schleierhaft. Basierend auf der Hypothese, dass endozytiertes Galectin-3 zur Plasmamembran 

zurücktransportiert wird und während dieses Prozesses höchstwahrscheinlich auch das 

Sortierkompartiment durchquert, wurde die Aufnahme von Galectin-3 in MDCK II-Zellen 

studiert. Hierbei handelt es sich um einen glykanabhängigen Prozess, der zur Anreicherung 

dieses Lectins in angesäuerten Kompartimenten führt. Durch Kolokalisationsstudien mit 

fluoreszenzmarkiertem Dextran und Rab11, einem Marker für das apikale Recyclingendosom 

wurde nachgewiesen, dass Galectin-3 höchstwahrscheinlich in einen Recyclingweg und nicht in 

einen degradativen Weg einsortiert wird. Die Ergebnisse der Analyse der Endozytose von 

Galectin-3 stimmen zudem mit Beobachtungen überein, dass dieses Lectin in COS-Zellen in 

angesäuerten, Rab4-CFP-positiven Strukturen zu finden ist, sowie in MDCK-Zellen mit 

verschiedenen endosomalen Markerproteinen kolokalisiert.  

Neben dem intrazellulären Transport von Galectin-3 ist auch dessen unkonventionelle 

Sekretion Thema ausführlicher Diskussionen. In der hier vorgestellten Dissertation konnte 

gezeigt werden, dass Galectin-3 zwar in der exosomalen, nicht aber in der mikrovesikulären 

Fraktion des Zellkulturüberstandes von MDCK-Zellen zu finden ist. In dieser Fraktion ist 

Galectin-3 mit Strukturen assoziiert, deren Morphologie und Dichte sowie die Anreicherung 

von Markerproteinen für ihre Identität als Exosomen sprechen. Mit Hilfe von Proteinase K-

Protektionsversuchen konnte zudem eine Lokalisation von Galectin-3 im Lumen der Exosomen 

gezeigt werden und weiterhin, dass das Auseinanderbrechen und die anschließende Frei-

setzung des Inhalts dieser Strukturen nicht auf eine instabile Natur der Vesikel per se 
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zurückzuführen ist, sondern vielmehr zelluläre Faktoren vorauszusetzen scheint. Obwohl 

Galectin-3 mit verschiedenen Komponenten der ESCRTs (endosomal sorting complex required 

for transport) in COS 7-Zellen kolokalisiert, scheint die exosomale Freisetzung von Galectin-3 in 

MDCK II-Zellen ein ESCRT-unabhängiger Prozess zu sein. Hinweise hierfür fanden sich in 

Studien mit der dominant-negativen Mutante des ESCRT-Dissassemblierungsfaktors Vps4a und 

RNAi-Experimenten zum knock down der ESCRT-I-Komponente Tsg101. Zusätzlich konnten 

Einflüsse der Mikrovesikelbildung und der Autophagie auf die exosomale Sekretion von 

Galectin-3 ausgeschlossen werden. Als mögliches Signal zur Sortierung in diesen 

unkonventionellen Sekretionsweg konnte in silico eine mutmaßliche late domain zur 

Interaktion mit der ESCRT-I-Komponente Tsg101 in der Aminosäuresequenz identifiziert 

werden, die eine essentielle Rolle in der Sekretion einer acylierten Form von Galectin-3 aus 

COS-Zellen spielt. Die Bedeutung dieser Domäne für die exosomale Lokalisation von Galectin-3 

wurde getestet, die entsprechenden Experimente führten jedoch zu keinem eindeutigen 

Ergebnis. Eine Beteiligung der late domain in der Sekretion von Galectin-3 kann allerdings auch 

nicht ausgeschlossen werden. 

Schlussendlich konnte auch die molekulare Identität des in MDCK-Zellen endogen exprimierten 

Sialoglykoproteins gp114 als canines Homolog von CEACAM1 bestätigt werden, da beide 

Proteine in Bezug auf Antikörperdetektion, apikale Lokalisierung und Glykosylierung identische 

Charakteristika aufweisen. 
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Epithelial cells are characterized by a morphological and a functional partitioning of their 

membranes into an apical and a basolateral domain which is maintained by a highly specific 

polarized sorting of lipids and proteins. For the apical transport a variety of different pathways 

are assumed to exist which can be subdivided by the affinity of the transported proteins to 

lipid rafts. Sorting of non-raft associated from raft-associated glycoproteins is thought to occur 

in a post-Golgi compartment through the formation of high molecular weight clusters 

mediated by the galactose-binding lectin galectin-3. 

The importance of galectin-3 in the apical sorting of non-raft glycoproteins is a empirically 

established and also the molecular mechanisms leading to this process are beginning to be 

unraveled. However, the molecular identity of the sorting compartment remains to be 

explored. The present work addressed this question by investigating the uptake of galectin-3 

by MDCK cells with the underlying hypothesis that endocytosed galectin-3 is recycled back to 

the plasma membrane and ought to traverse the sorting compartment during this process. It 

was found that the endocytosis of galectin-3 is a glycan-dependent process leading to the 

accumulation of this lectin in an acidified compartment. Endocytosed galectin-3 is most likely 

sorted into a recycling instead of a degradative pathway as assessed by colocalization studies 

with fluorescently labeled Dextran. The finding that galectin-3 colocalizes with the apical 

recycling endosome marker Rab11 after the start of the endocytosis further backs this 

assumption. In line with these results are the observations that under steady state conditions 

galectin-3 is found in acidified, Rab4-CFP-positive structures in COS cells as well as colocalized 

with miscellaneous endosomal marker proteins in MDCK cells.  

Besides the intracellular trafficking of galectin-3 the unconventional secretion pathway of this 

protein is under extensive debate. In the present work it could be shown that galectin-3 is 

found in the exosomal but not the microvesicular fraction of the cell culture supernatant of 

MDCK cells. In this fraction galectin-3 associates with structures that share characteristics such 

as morphology, density and the presence of marker proteins with exosomes. Using 

proteinase K protection assays, it could be shown that galectin-3 accumulates in the lumen of 

these exosomes and, moreover, that the breakdown of these structures and subsequent 

release of their content is not due to an unstable nature of the vesicles per se but rather seems 

to involve cellular factors. Although galectin-3 colocalizes with various components of 

endosomal sorting complexes required for transport (ESCRTs) in COS 7 cells, the exosomal 
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release of galectin-3 from MDCK II cells seems to be an ESCRT-independent process as 

assessed by studies with a dominant-negative mutant of the ESCRT disassembly factor Vps4a 

and RNAi dependent depletion of the ESCRT-I component Tsg101. In addition, influences of 

membrane blebbing or autophagy on the exosomal secretion of galectin-3 were ruled out. 

Moreover, possible signal sequences and the mechanisms that target this lectin into an 

unconventional secretion pathway remain to be uncovered. In this context, a putative late 

domain for interaction with Tsg101 could be identified by in silico methods in the amino acid 

motif known to be essential for secretion of an acylated form of galectin-3 in COS cells. The 

importance of this domain for exosomal localization of galectin-3 was tested but lead to 

ambiguous results. Still, it cannot be ruled out that the putative late domain might play a role 

in the secretion of galectin-3. 

Finally, the molecular identity of the endogenous MDCK sialoglycoprotein gp114 as the canine 

homologue of CEACAM1 could be confirmed as both proteins shared the same characteristics 

in terms of antibody detection, apical localization and glycosylation.  
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2.1  Das Epithel 

In multizellulären Organismen bildet das Epithel die Grenzschicht zwischen dem Inneren des 

einzelnen Organismus und seiner Umwelt. Epithelzellen bedecken die gesamte äußere Oberfläche, 

aber auch sämtliche inneren Körperhöhlen und sorgen durch ihren Aufbau für einen dichten 

Abschluss des Körpers. Dies erfüllt verschiedene Funktionen: zum einen stellen die verschiedenen 

Epithelien die erste und wichtigste Barriere des Organismus gegen eindringende Pathogene wie Viren 

und Bakterien dar, sind gleichzeitig aber auch für die Erhaltung der Körperhomöostase unerlässlich. 

So sorgen sie z.B. für eine geregelte und selektive Aufnahme von Nährstoffen und anderen 

Molekülen im Darm und sind weiterhin für die Retention wertvoller Substanzen und die 

Ausscheidung von Abfall- und Giftstoffen in der Niere verantwortlich. 

aƛŎƘŀŜƭ IΦ wƻǎǎ ǎŎƘǊŜƛōǘ ƛƴ αHistology ς a text and atlasάΣ Řŀǎǎ 9ǇƛǘƘŜƭƛŜƴ ƴŀŎƘ ŘǊŜƛ DǊǳƴŘǇǊƛƴȊƛǇƛŜƴ 

aufgebaut sind. Zunächst sind die Zellen des Epithels sehr eng benachbart und bilden mit Hilfe von 

Adhäsionsmolekülen starke Zell-Zell-Kontakte aus. Außerdem sind sie über ihre basale Oberfläche 

mit einer zellfreien, protein/polysaccharid-reichen Schicht, der Basalmembran, verbunden. 

Schließlich (und für die vorliegende Arbeit am wichtigsten) zeigen Epithelien eine funktionelle wie 

auch morphologische Polarität, die sich im unterschiedlichen Aufbau und den unterschiedlichen 

Funktionen ihrer Membrandomänen widerspiegelt. Man unterscheidet hier zwischen der apikalen 

Domäne, die die freie Oberfläche des Epithels darstellt, sowie der lateralen und basalen Domäne. Der 

Unterschied zwischen lateraler und basaler Domäne ist jedoch nicht so stark ausgeprägt wie der 

Unterschied der beiden Domänen zur apikalen Domäne, daher werden sie meist zur basolateralen 

Domäne zusammengefasst (Ross und Pawlina 2007). 

Damit die Epithelzellen ihre Barrierefunktion erfüllen können, müssen sie sehr stark miteinander und 

mit der Basallamina vernetzt sein (zur Übersicht siehe Abb. 2-1). Man unterscheidet hier adhäsive 

Strukturen wie die Desmosomen, Hemidesmosomen oder die Zonula adherens, die die Zellen 

miteinander verbinden und auf der Basalmembran verankern, von verschließenden Strukturen wie 

der Zonula occludens (engl. tight junctions), die für die Dichtigkeit des Epithelverbandes 

verantwortlich sind. Die verankernden Strukturen unterscheiden sich untereinander zwar in den 

beteiligten Proteinen, folgen grundsätzlich aber dem gleichen Aufbauschema. So finden sich in all 

diesen Strukturen Adhäsionsproteine, die entweder mit ähnlichen Proteinen der benachbarten Zelle 

oder mit Proteinen der Basallamina interagieren. Da die Ankerstrukturen auf der anderen Seite der 
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Membran mit Zytoskelettelementen (Aktin oder Intermediärfilamente) verbunden sind, wird eine 

hohe mechanische Steifigkeit des gesamten Epithels erreicht. Obwohl auch die Zonula occludens 

Proteine beinhaltet, die eine Verbindung zu den entsprechenden Zonula occludens-Proteinen der 

Nachbarzelle herstellen, ist sie nur in sehr geringem Maße am Zusammenhalt benachbarter Zellen 

beteiligt, sondern fungiert vielmehr als verschließende Verbindung. Dies wird überwiegend durch die 

Wirkung von Occludin und Claudin erreicht, die zusammen ein querverzweigtes Netzwerk von 

Proteinsträngen in der Nähe der apikalen Domäne ausbilden und so für den Verschluss des 

Intrazellularraums sorgen. Je nach Organ kann die daraus resultierende Abdichtungswirkung durch 

die Zonula occludens jedoch mehr oder weniger stark ausgeprägt sein (Ross und Pawlina 2007). 

 

Neben der Abdichtung des Intrazellularraums erfüllt die Zonula occludens jedoch noch eine zweite 

Aufgabe, da sie die Membran der Epithelzelle in einen apikalen (d.h. dem Lumen zugewandten) und 

einen basolateralen (d.h. benachbarten Zellen bzw. der Basalmembran zugewandten) Anteil trennt. 

Aufgrund der Trennung durch die Zonula occludens unterscheiden sich die Membrandomänen sehr 

stark in ihrer Lipid- und Proteinkomposition. Während sich z.B. die apikale Membran durch eine 

Anreicherung von Sphingolipiden und Cholesterin auszeichnet, ist das Hauptlipid der basolateralen 

Abb. 2-1 Aufbau einer Epithelzelle 

PM ς Plasmamembran; z.o. ς Zonula occludens; z.a. ς Zonula adherens; D ς 

Desmosomen. Elektronenmikroskopische Aufnahme freundlicherweise von Prof. 

Horst Kern zur Verfügung gestellt. 
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Membran Phosphatidylcholin (van Meer und Simons 1988). Als Konsequenz dieser asymmetrischen 

Lipidverteilung werden auch Proteine, die mit sphingolipid- und cholesterinreichen 

Membranmikrodomänen, den lipid rafts, assoziieren, überwiegend zur apikalen Membran 

transportiert (Simons und Ikonen 1997). Als Beispiel seien hier die Glycosylphosphatidylinositol (GPI)- 

verankerten Proteine genannt, eine große Proteingruppe, die mittels eines Lipidankers mit den rafts 

assoziiert sind. Die funktionelle Unterteilung der beiden Membrandomänen spiegelt sich auch stark 

in der Proteinverteilung wieder. So finden sich Verdauungsenzyme, wie die Saccharase-Isomaltase 

(SI) oder die Lactase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) in Enterozyten, ebenso wie Aquaporin-2 in den 

Hauptzellen der renalen Sammelrohre, nahezu ausschließlich apikal (Bedford et al. 2003; Hauri et al. 

1985). Demgegenüber sind Proteine, die der Zelladhäsion dienen, wie E-/ŀŘƘŜǊƛƴ ƻŘŜǊ ʲ-Catenin, an 

der basolateralen Membran angereichert (Lock und Stow 2005). Um eine korrekte Verteilung von 

Lipiden und Proteinen an ihre jeweilige Zielmembran zu ermöglichen, nutzen Epithelzellen einen sehr 

zuverlässigen und hochspezifischen Prozess, der auch als polarisierter Transport bezeichnet wird 

(siehe 2.2 Polarisierter Proteintransport). 

Neben der Unterteilung ihrer Membran in eine apikale und eine basolaterale Domäne, zeigen 

Epithelzellen noch eine zweite Besonderheit, die Auswirkungen auf den Vesikeltransport hat. So sind 

die Mikrotubuli (MT) in Epithelzellen, anders als in nicht polarisierten Zellen, nicht mit ihrem Minus-

Ende am Zentrosom verankert, um von dort radial zum Zellkortex auszustrahlen, sondern sind 

stattdessen in der apiko-basalen Achse parallel zueinander angeordnet. Das Plus-Ende der MT 

befindet sich hierbei auf der basalen Seite der Zellen, das Minus-Ende auf der apikalen Seite (Bacallao 

et al. 1989). Als direkte Konsequenz daraus ist es Epithelzellen möglich, schon durch die Auswahl 

plus-ende- oder minus-ende-gerichteter Motorproteine einen Transport zur basolateralen oder 

apikalen Membran zu bewerkstelligen (Musch 2004). In nicht-polarisierten Zellen wäre ein Transport 

zur Plasmamembran nur mit Hilfe von Motorproteinen möglich, die zum Plus-Ende der MT wandern. 

 

2.2  Polarisierter Proteintransport 

2.2.1  Historie 

Die Erforschung der Mechanismen, die zur Polarisierung von Zellen führen und damit indirekt auch 

die Erforschung des polarisierten Proteintransportes, begann Ende der 1970er Jahre mit der 

Entdeckung, dass Madin-Darby canine kidney (MDCK)-Zellen ein elektrisch dichtes, einschichtiges 

Epithel ausbilden, wenn sie auf semipermeablen Substraten ausgesät werden (Cereijido et al. 1978). 

Später konnte gezeigt werden, dass in infizierten MDCK-Zellen die Freisetzung verschiedener Viren 
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polarisiert erfolgt. So findet die Abknospung des Influenza-Virus an der apikalen Seite der Zelle statt, 

während das vesicular stomatitis virus (VSV) von der basolateralen Membran abgeschnürt wird. Der 

Ort der Abknospung wird hierbei durch die polarisierte Verteilung der jeweiligen Hüllglykoproteine 

Hämagglutinin (HA) und VSV Glykoprotein (VSV-G) vorgegeben (Rodriguez und Sabatini 1978). 

Wichtige Erkenntnisse über den polarisierten Transport konnten mit Hilfe derartig infizierter MDCK-

Zellen erlangt werden; so konnte z.B. das Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) als Ort der Sortierung von 

apikalem HA und basolateralem VSV-G identifiziert werden (Rodriguez-Boulan et al. 2005). Da Viren 

jedoch oft sehr stark in die Abläufe der Wirtszelle eingreifen und diese zu ihren Gunsten verändern, 

haben Erkenntnisse, die auf diese Art und Weise gewonnen wurden, immer den potentiellen 

Nachteil, dass sie nicht die endogenen Vorgänge der Zelle abbilden. Daher ging man in den 

darauffolgenden Jahren mehr und mehr dazu über, das Verhalten von Rezeptoren und Enzymen zu 

studieren, die entweder endogen exprimiert werden (z.B. gp135/Podocalyxin oder gp114/CEACAM1) 

oder, wie p75NTR oder pIgR, exogen eingebracht werden (Weisz und Rodriguez-Boulan 2009). Auf 

diese Weise gelang es zunächst in den 1980er Jahren, die verschiedenen Transportwege zur 

Plasmamembran zu identifizieren, um dann im weiteren Verlauf, insbesondere durch die 

Identifikation apikaler und basolateraler Sortiersignale, erste Einblicke in die Mechanismen des 

polarisierten Proteintransports zu erlangen (Matter und Mellman 1994). Jedoch sind auch heute 

noch sehr viele Fragen bezüglich Lokalisation und Mechanismus der Sortierprozesse ungeklärt.  

 

2.2.2  Basolateraler Transport ς Signale und Mechanismen 

In früheren Jahren ging man davon aus, dass Proteine, die keine (apikalen) Sortiersignale enthielten, 

standardmäßig zur basolateralen Membran transportiert wurden (Simons und Wandinger-Ness 

1990). Arbeiten von Mostov bzw. Mellman und ihren Mitarbeitern konnten jedoch zeigen, dass 

basolaterale Sortiersignale existieren und meist dominant gegenüber apikalen Signalen sind 

(Casanova et al. 1991; Hunziker et al. 1991; Simons und Ikonen 1997). Im Laufe der folgenden Jahre 

konnte eine ganze Reihe verschiedener basolateraler Sortiersignale identifiziert werden; hierbei 

handelt es sich meist um kurze Aminosäuresequenzen, die sich im zytoplasmatischen Anteil des 

Polypeptids befinden. Man unterscheidet NPXY-Motive, tyrosinbasierte Motive und 

dihydrophobische Motive, wobei tyrosinbasierte Motive meist durch die Sequenz YXX ˒ (Tyrosin, 

gefolgt von zwei beliebigen Aminosäuren und einer großen hydrophobischen Aminosäure) 

charakterisiert sind, während dihydrophobische Motive durch die Kombination von zwei 

hydrophobischen Aminosäuren (meist LL oder II) gebildet werden (Duffield et al. 2008). Bei 

genauerer Betrachtung der Sortiersignale stellt man fest, dass viele dieser Motive mit 

Endozytosemotiven übereinstimmen. So sorgt das NPXY-Motiv in den meisten Proteinen 
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überwiegend für eine Steigerung der Endozytose und dient nur in einigen Fällen als tatsächliches 

basolaterales Sortiersignal. Ähnlich können auch dihydrophobische Motive auf der einen Seite als 

Endozytosesignal dienen, auf der anderen Seite bewerkstelligen sie den Transport des jeweiligen 

Proteins zur basolateralen Membran (Duffield et al. 2008).  

Die Erkennung basolateraler Sortiersignale erfolgt ähnlich wie die Erkennung von Endozytosesignalen 

durch Adaptorproteinkomplexe oder die funktionell verwandten GGAs (Golgi-ŀǎǎƻŎƛŀǘŜŘΣ ʴ-adaptin 

ear containing, Arf binding proteins), die ihrerseits meist Clathrin rekrutieren und zur Ausbildung von 

Stachelsaumbläschen (clathrin-coated vesicles) führen. So konnte z.B. in AP1B-freien LLC-PK1-Zellen 

gezeigt werden, dass basolaterale Proteine, wie der LDL- und der Transferrinrezeptor, die in diesen 

Zellen irrtümlicherweise zur apikalen Membran transportiert werden, durch die Expression von AP1B 

korrekt zur basolateralen Membran sortiert werden (Folsch et al. 1999). Man geht davon aus, dass 

die hier beschriebenen Sortiersignale je nach genauer Zusammensetzung und je nach umgebendem 

Proteinkontext mit unterschiedlichen Adaptorkomplexen interagieren könnten und dadurch die 

unterschiedlichen Effekte bezüglich ihres Transportes ausgelöst werden (Duffield et al. 2008). Es 

sollte hierbei jedoch angemerkt werden, dass bisher nur die Beteiligung von AP1B und AP4 am 

basolateralen Transport beschrieben wurde (Folsch et al. 1999; Simmen et al. 2002).  

 

2.2.3  Apikaler Transport ς Signale und Mechanismen 

Während sich die Sortiersignale in basolateralen Proteinen weitestgehend auf Aminosäuresequenzen 

im zytoplasmatischen Teil beschränken, sind apikale Proteine durch eine viel höhere Vielfalt in der 

Art und Lokalisation ihrer Signale gekennzeichnet. So befinden sich die Signale in diesen Proteinen 

nicht nur im zytoplasmatischen Anteil, sondern häufiger auch in der Transmembran- und in der 

exoplasmatischen Domäne (Weisz und Rodriguez-Boulan 2009). Die apikalen Sortiersignale können in 

zwei Hauptgruppen eingeteilt werden: in der einen Gruppe führen die Signale letztlich zu einer 

Assoziation mit lipid rafts, die andere Gruppe beruht auf Modifikation der Proteine durch N- oder O-

Glykane. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass Überschneidungen zwischen den beiden Gruppen nicht 

ausgeschlossen sind. 

Unter lipid rafts versteht man Membranmikrodomänen, die aufgrund ihrer Anreicherung mit 

Cholesterin und Sphingolipiden in der Membranebene aggregieren und damit floßartige Strukturen 

(engl. rafts) bilden. Diese Aggregation führt schließlich zur Unlöslichkeit der rafts in nicht-ionischen 

Detergenzien bei geringer Temperatur (daher werden sie auch als detergenzresistente Membranen 

(DRMs) bezeichnet) und zu einer geringen beobachteten Dichte in der Dichtegradienten-

zentrifugation (Hooper 1999). Ursprünglich wurde die lipid rafts-Hypothese 1988 von Kai Simons und 

Gerrit van Meer aufgrund der hier beschriebenen Eigenschaften sowie der Beobachtung, dass die 
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apikale Membran mit Cholesterin und Sphingolipiden angereichert ist, entwickelt, um die Sortierung 

von apikalen Proteinen in Epithelzellen zu erklären (van Meer und Simons 1988). In der damaligen 

Theorie führt die Assoziation eines Proteins mit den rafts zur Segregation von anderen Proteinen und 

der anschließenden Aufnahme in apikale Transportvesikel. Bestätigung für diese Hypothese fand sich 

im Verhalten der vermutlich größten und bekanntesten Gruppe raft-assoziierter Proteine, den GPI-

verankerten Proteinen. Diese Proteine besitzen keine Transmembrandomäne, sondern eine 

Erkennungssequenz, die nach Translokation des Proteins in das Lumen des endoplasmatischen 

Retikulums zu einer Übertragung des Polypeptids auf einen sogenannten Glycosylphosphatidyl-

inositol (GPI)-Anker führt; dieser wiederum führt zur Assoziation des Proteins mit lipid rafts. Es 

konnte gezeigt werden, dass in MDCK-Zellen sämtliche endogenen GPI-Proteine, sowie Proteine, die 

künstlich mit einem GPI-Anker versehen wurden, an der apikalen Membran lokalisiert sind (Lisanti et 

al. 1989a; Lisanti et al. 1989b), und weiterhin, dass GPI-Proteine im Bereich des Golgi-Apparates in 

DRMs aufgenommen werden (Brown und Rose 1992). Neben der Modifikation mit GPI-Ankern 

können jedoch auch intrinsische Signale die Assoziation von Proteinen mit lipid rafts bewirken. So 

finden sich die apikal sortierten Proteine Saccharase-Isomaltase und Hämagglutinin in DRMs (Alfalah 

et al. 1999; Simons und Ikonen 1997). Für HA konnte weiterhin gezeigt werden, dass sowohl für die 

Raft-Assoziation als auch für den Transport zur apikalen Membran die Transmembrandomäne eine 

entscheidende Rolle spielt (Lin et al. 1998; Scheiffele et al. 1997). Wie sich mittlerweile jedoch 

herausgestellt hat, scheint die Assoziation mit lipid rafts weder eine obligate Voraussetzung noch 

eine zwingende Konsequenz für den apikalen Transport zu sein, da sowohl die Existenz raft-

unabhängiger, apikal sortierter Proteine, wie z.B. des Neurotrophinrezeptors p75NTR oder der 

Lactase-Phlorizin-Hydrolase (Delacour et al. 2006; Guerriero et al. 2008), als auch der Transport raft-

assoziierter Proteine zur basolateralen Membran, hier am Beispiel des GPI-verankerten 

Prionenproteins PrpC in MDCK-Zellen (Sarnataro et al. 2002), beschrieben wurde. 

In der zweiten Hauptgruppe apikaler Sortiersignale spielt die posttranslationale Modifikation von 

Proteinen durch Zuckerketten eine entscheidende Rolle. Man unterscheidet hierbei zwischen N- und 

O-Glykosylierung, abhängig davon, ob die Kohlenhydratgruppen über die freie Säureamidgruppe 

eines Asparaginrestes (N-Glykosylierung) oder die Hydroxygruppe eines Serin- oder Threoninrestes 

(O-Glykosylierung) gebunden sind. Schon früh fanden sich Hinweise, dass diese Zuckerketten eine 

Funktion in der Sortierung apikaler Proteine erfüllen könnten, da es in mutierten MDCK-Zelllinien, die 

sich in ihrem jeweiligen Glykosylierungsmuster unterscheiden, zur Fehlsortierung apikaler 

Glykoproteine kommt (Le Bivic et al. 1993; Parczyk und Koch-Brandt 1991). Weiterhin stellte sich 

heraus, dass das Einfügen zweier N-Glykosylierungsstellen in die Sequenz des normalerweise 

unglykosylierten und unpolar sekretierten Wachstumshormons der Ratte (rGH) zu einer starken 
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apikalen Sekretion dieses Proteins führt (Scheiffele et al. 1995). Aufgrund wenig definierter 

Konsensussequenzen war es zunächst schwierig eine Beteiligung von O-Glykanen am apikalen 

Transport nachzuweisen, jedoch konnte durch Arbeiten von Yeaman et al. gezeigt werden, dass die 

Deletion der stark O-glykosylierten Stabregion von p75NTR zu einer basolateralen Sortierung dieses 

normalerweise apikal lokalisierten Proteins führt (Yeaman et al. 1997). Ähnlich führte der Transfer 

der Transmembrandomäne der SI zusammen mit der ebenfalls stark O-glykosylierten Stabregion auf 

rGH zu einer überwiegend apikalen Lokalisation des Wachstumshormons (Spodsberg et al. 2001). 

Eine übergreifende Systematik bezogen auf Lage oder Modifikation der Kohlenhydratreste hat sich 

bisher jedoch nicht herauskristallisiert (Weisz und Rodriguez-Boulan 2009). 

Nicht nur Art und Lokalisation der Signale für den apikalen Transport sind von Interesse, sondern 

auch die Frage, durch welche Mechanismen diese Signale erkannt werden und wie es anschließend 

zur Trennung von Cargomolekülen mit unterschiedlichem Ziel kommt. Mehrere Hinweise der letzten 

Jahre lassen auf ein übergreifendes Motiv schließen, welches auf die Abhängigkeit des apikalen 

Transports von der Ausbildung hochmolekularer Cluster zielt. Für GPI-verankerte Proteine konnten 

Hannan und Kollegen bereits 1993 zeigen, dass diese in Concanavalin A resistenten MDCK-Zellen 

nicht mehr korrekt zur apikalen Membran sortiert wurden. Dies führten die Autoren auf die 

Beobachtung zurück, dass GPI-Proteine in diesen Zellen im Gegensatz zu Wildtyp-MDCK-Zellen nicht 

zur Clusterbildung fähig sind (Hannan et al. 1993). Neuere Studien von Wissenschaftlern um Zurzolo 

konnten die Annahme, dass die Oligomerisierung zu hoch-molekularen Clustern eine Vorbedingung 

des apikalen Transports von GPI-verankerten Proteinen darstellt, bestätigen (Paladino et al. 2004; 

Paladino et al. 2007). Mit Galectin-3 und Galectin-4 konnten vor kurzem zwei Galectine, einer Familie 

galactosebindender Lectine, identifiziert werden, die die Ausbildung dieser hochmolekularen Cluster 

im raft-unabhängigen bzw. im raft-abhängigen Transport bewerkstelligen könnten. So wurde 

Galectin-3 aus LPH-assoziierten Vesikeln isoliert und es konnte weiterhin gezeigt werden, dass ein 

knock down bzw. knock out dieses Lectins zur Fehlsortierung nicht-raft-assoziierter apikaler Proteine 

in MDCK-Zellen und Enterozyten des Intestinums der Maus führt (Delacour et al. 2006; Delacour et 

al. 2008). Unter gleichen Bedingungen kommt es weiterhin in MDCK-Zellen zur verminderten 

Clusterbildung von p75NTR (Delacour et al. 2007), was darauf hindeutet, dass die Ausbildung 

hochmolekularer Cluster durch Galectin-3 eine Vorbedingung des apikalen Transports raft-

unabhängiger Glykoproteine darstellt. Ähnlich wie bei Galectin-3 führt ein knock down von Galectin-4 

in Enterozyten zu Einschränkungen im apikalen Transport, jedoch kommt es hier nicht zu einer 

Fehlsortierung von raft-abhängig transportierten Proteinen, sondern vielmehr zu einer Akkumulation 

derselben in einem Post-Golgi-Kompartiment (Delacour et al. 2005; Stechly et al. 2009).  
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Abb. 2-2  Modell der Sortierung in einem Post-Golgi-Kompartiment 

 

Ein Modell des Sortiermechanismus ist in Abb. 2-2 gezeigt. Der Prozess der Sortierung beruht hierbei 

auf der Eigenschaft der Galectine auf der einen Seite spezifisch und mit hoher Affinität 

Oligosaccharide zu binden und damit auf der anderen Seite für die Kreuzvernetzung der 

Glykoproteine zu sorgen. Als Liganden wurden für Galectin-4 Glykoproteine und Glycolipide (im 

speziellen Sulfatide), für Galectin-3 nur Glykoproteine beschrieben. Die Kreuzvernetzung der 

Liganden bewirkt schließlich die Ausbildung hochmolekularer Cluster und könnte damit direkt oder 

indirekt zur Membrankrümmung und zur Abschnürung apikaler Transportvesikel führen.  

 

2.2.4  Lokalisation des Sortierprozesses im apikalen Transport 

Im Gegensatz zum einfach verständlichen Transport von Proteinen zur basolateralen Membran 

zeichnet sich der apikale Transport durch eine hohe Komplexität in den verwendeten Mechanismen, 

Signalen und Wegen ŀǳǎΦ {ƻ ŜȄƛǎǘƛŜǊǘ ƴƛŎƘǘ αŘŜǊ ŜƛƴŜά ²ŜƎ ȊǳǊ ŀǇƛƪŀƭŜƴ aŜƳōǊŀƴΣ ǎƻƴŘŜǊƴ tǊƻǘŜƛƴŜ 

können über eine Vielzahl von verschiedenen Wegen an ihr Ziel gelangen. Es können hierbei drei 

Hauptwege vom TGN zur apikalen Plasmamembran unterschieden werden, die als Übersicht in Abb. 

2-3 dargestellt sind.  

Im ersten der hier beschriebenen Transportwege (in der Abbildung Punkt 1) werden die Proteine 

nach Verlassen des TGNs direkt, d.h. ohne Umwege über andere Kompartimente, zur apikalen 

Membran transportiert. Trotz der scheinbaren α9ƛƴŦŀŎƘƘŜƛǘά ŘƛŜǎŜǎ ²ŜƎŜǎΣ blieben direkte Beweise 

für dessen tatsächliche Existenz lange aus. Erst in den letzten Jahren konnte durch Arbeiten von 

Keller und Kollegen sowie Hua und Kollegen gezeigt werden, dass ein direkter Transport von GPI-
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verankerten Varianten des green fluorescent protein (GFP) vom TGN zur Plasmamembran tatsächlich 

stattfindet (Hua et al. 2006; Keller et al. 2001). Im Gegensatz dazu fanden sich schon früh Hinweise 

für einen alternativen Transportweg, in dem die Proteine indirekt zur apikalen Membran 

transportiert werden (siehe Abb. 2-3, Punkt 2). In diesem als Transzytose bezeichneten Weg werden 

die apikalen Proteine erst zur basolateralen Membran transportiert, von dort endozytiert, woraufhin 

dann die Sortierung zur apikalen Membran erfolgt. Das klassische Beispiel für diesen Transportweg 

ist der polymerische IgA-Rezeptor (pIgR), dessen Transzytose in MDCK-Zellen bereits früh 

nachgewiesen wurde (Mostov 1994). In späteren Studien konnte gezeigt werden, dass der pIgR durch 

ein basolaterales Sortiersignal, möglicherweise über das frühe basolaterale Endosom (BEE), zur 

basolateralen Membran dirigiert wird (Orzech et al. 2000). Geleitet von einem zweiten, spezifisch für 

die Transzytose gedachten Signal, wird der pIgR dann über das gemeine Recycling-Endosom (CRE) 

und das apikale Recycling-Endosom (ARE) zur apikalen Membran transportiert (Brown et al. 2000; 

Luton et al. 2009). Endosomen spielen jedoch nicht nur in der Transzytose, sondern auch im letzten 

der hier beschriebenen Wege eine entscheidende Rolle (siehe Abb. 2-3, Punkt 3). Im Unterschied zur 

Transzytose gelangen die apikalen Proteine in diesem Weg nicht über den Umweg der basolateralen 

Membran zum endosomalen System und von dort aus zur apikalen Membran, sondern werden direkt 

vom TGN zu (verschiedenen) Endosomen transportiert. Die Nutzung dieses dritten Weges wurde für 

mehrere apikale Proteine beschrieben. Es ist z.B. bekannt, dass die apikalen Markerproteine LPH und 

SI auf ihrem Weg zur Plasmamembran endosomale Strukturen durchqueren, die Rab4, -8 und -11 

positiv sind (Cramm-Behrens et al. 2008). Weiterhin konnte sowohl für das raft-unabhängig 

transportierte Endolyn als auch für das raft-abhängige MUC1 eine Beteiligung des AREs gezeigt 

werden, da die Expression einer dominant-negativen Mutante von Myosin Vb, des Motorproteins, 

das für den Transport von ARE zur Plasmamembran verantwortlich ist, zur Inhibition des apikalen 

Transports der beiden Proteine führt (Lapierre et al. 2001; Mattila et al. 2009). Endolyn kolokalisiert 

in MDCK-Zellen zudem mit Rab11a, einem Markerprotein für das ARE (Brown et al. 2000). Es sollte 

angemerkt werden, dass die hier beschriebenen Transportrouten der Epithelzelle eine Vereinfachung 

der tatsächlichen Situation darstellen. Insbesondere der Transport über Endosomen scheint eine 

weitaus höhere als die hier gezeigte Komplexität zu besitzen, insofern, dass je nach untersuchtem 

Protein eine unterschiedliche Abhängigkeit von den verschiedenen Endosomentypen beobachtet 

werden kann. Weiterhin können die einzelnen Wege meist zusätzlich in Bezug auf ihre Abhängigkeit 

von lipid rafts unterteilt werden. Für detailliertere Informationen hierzu sei jedoch der 

Übersichtsartikel von Weisz und Rodriguez-Boulan von 2009 empfohlen (Weisz und Rodriguez-

Boulan 2009). 
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Aufgrund der zentralen Rolle, die dem Trans-Golgi-Netzwerk als Ausgangspunkt aller hier 

beschriebenen Transportwege zukommt, ging man früher davon aus, dass dieses Kompartiment die 

zentrale Sortierstation für den polarisierten Proteintransport bildet. Beweise für diese Hypothese 

stammen aus Experimenten mit PK2- und MDCK-Zellen, in denen beobachtet wurde, dass basolateral 

sortiertes VSV-G und apikal sortiertes GPI-GL-GFP das TGN bereits in separaten Vesikeln verlassen 

(Hua et al. 2006; Keller et al. 2001). Aufgrund der zunehmend erforschten Bedeutung der 

Endosomen für den apikalen Transport geht man in der letzten Zeit jedoch davon aus, dass 

zumindest ein Teil des Sortierprozesses in einem oder mehreren endosomalen Kompartimenten 

stattfindet. In Bezug auf die Sortierung von raft-abhängigem und raft-unabhängigem Transport 

wurden starke Hinweise für die Richtigkeit dieser Aussage gefunden, da mit Hilfe von 

fluoreszenzmikroskopischen Experimenten in lebenden Zellen die Trennung von raft-abhängiger SI 

Abb. 2-3  Transportwege in der epithelialen Zelle 

1 ς Direkter Transport: apikale Proteine werden direkt vom TGN zur apikalen Membran transportiert; 

2 ς Transzytose: apikale Proteine werden vom TGN zunächst zur basolateralen und dann erst zur 

apikalen Membran transportiert; 3 ς Transport über Endosomen: apikale Proteine werden vom TGN zu 

Endosomen transportiert, dort möglicherweise sortiert, um schließlich an die apikale Membran zu 

gelangen. AEE ς frühes apikales Endosom (apical early endosome), ARE ς apikales Recycling-Endosom, 

BEE ς frühes basolaterales Endosom (basolateral early endosome); CRE ς gemeines Recycling-Endosom 

(common recycling endosom); TGN ς Trans-Golgi-Netzwerk; z.o. ς Zonula occludens.  



 

S e i t e |  15  

 

und raft-unabhängiger LPH in einem Post-Golgi-Kompartiment, anzunehmenderweise einem 

Endosom, beobachtet werden konnte (Jacob und Naim 2001). Als mögliche Kandidaten für ein 

solches endosomales Sortierkompartiment werden vor allem das ARE und das CRE gehandelt 

(Delacour und Jacob 2006; Weisz und Rodriguez-Boulan 2009). 

 

2.2.5  Endozytose 

Proteine, die die Plasmamembran erreicht haben, erwartet im Wesentlichen eines von zwei 

möglichen Schicksalen. Einige Proteine werden durch Interaktion mit dem Zytoskelett oder mit 

zytoskelett-assoziierten Proteinen an der Membran verankert, die meisten werden jedoch mehr oder 

weniger rasch wieder in die Zelle aufgenommen. Dieser als Endozytose bezeichnete Vorgang kann 

über mindestens zwei morphologisch unterscheidbare Strukturen ablaufen, den 

Stachelsaumgrübchen (engl. clathrin coated pits, CCP) und den Caveolae (Duffield et al. 2008). Wie 

die englische Übersetzung schon vermuten lässt, handelt es sich bei den Stachelsaumgrübchen um 

vesikuläre Strukturen, die durch die Wirkung des Mantelproteins Clathrin entstehen. Während man 

früher davon ausging, dass Stachelsaumgrübchen erst durch die Interaktion von Cargoproteinen mit 

dem Adapterprotein AP-2 und der daraus resultierenden Rekrutierung von Clathrin entstehen 

(Duffield et al. 2008), ist heutzutage bekannt, dass diese Strukturen auch spontan entstehen können 

und erst durch Interaktion mit den Cargoproteinen stabilisiert werden (Ehrlich et al. 2004). Die 

Signale, die zur Segregation eines Proteins in die Stachelsaumgrübchen führen, sind hierbei recht 

ähnlich zu basolateralen Sortiersignalen (vergleiche 2.2.2 Basolateraler Transport ς Signale und 

Mechanismen). Ähnlich zu den CCPs werden auch die Caveolae durch die Wirkung von 

Mantelproteinen geschaffen. Hier ging man früher davon aus, dass diese Strukturen allein durch die 

Zusammenlagerung verschiedener Isoformen der Caveoline, integraler Membranproteine, die 

Cholesterin binden, entstehen können. Jedoch ist heute bekannt, dass Caveolae auch durch die 

Wirkung der Mantelproteine Flotillin-1 und -2 entstehen (Frick et al. 2007; Glebov et al. 2006). Trotz 

ihrer morphologischen Ähnlichkeit scheinen beide Mantelproteine jedoch unterschiedliche 

Endozytosewege zu definieren (Hansen und Nichols 2009). 

Erster Zielort apikal aufgenommenen Materials scheint jedoch unabhängig vom gewählten 

Endozytosemechanismus das AEE zu sein (vergleiche auch Abb. 2-3), das u.a. durch die Anwesenheit 

der Markerproteine EEA1 und Rab4 definiert wird (Duffield et al. 2008). In diesem Kompartiment fällt 

auch die Entscheidung, ob ein Protein den Weg zur Degradation einschlägt, d.h. zum Lysosom 

transportiert wird, oder ob es letztendlich zur Plasmamembran zurücktransportiert wird. Im zweiten 

Fall gelangen die Proteine entweder direkt über das Rab11-positive apikale Recycling-Endosom zur 

Plasmamembran, oder werden alternativ erst zum CRE, und dann über das ARE zur Membran 



 

S e i t e |  16  

 

transportiert (Perret et al. 2005). Vergleicht man das Recycling apikaler Proteine mit deren 

biosynthetischem Transport, so bemerkt man, dass in beiden Wegen oft ähnliche endosomale 

Kompartimente, wie z.B. das ARE oder CRE, durchquert werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass 

die Sortierprozesse in beiden Wegen die gleichen sind. 

 

2.3  Unkonventionelle Sekretion 

2.3.1  Mechanismen 

Die Produktion sämtlicher sekretorischer Proteine startet im Zytosol durch die Translation der mRNA 

durch die Ribosomen. In der klassischen Sekretion sorgt die Synthese einer N-terminalen oder 

internen Signalsequenz anschließend für den Arrest der Translation und den Transport des 

translatorischen Komplexes zum endoplasmatischen Retikulum. Durch die Wirkung der 

Signalsequenz kommt es zur Translokation des Proteins über die Membran, respektive bei 

Membranproteinen zur Insertion in die Membran (Ross und Pawlina 2007). Vom endoplasmatischen 

Retikulum gelangen die sekretorischen Proteine dann über den Golgi-Apparat letztendlich an die 

Plasmamembran oder in das extrazelluläre Medium. Neben dieser Gruppe klassisch sekretierter 

Proteine existiert jedoch noch eine zweite Gruppe an sekretierten Proteinen, die sich durch zwei 

Charakteristika auszeichnen. Zum einen besitzen sie entweder keine oder zumindest keine klassische 

Signalsequenz für ihre Sekretion, zum anderen erfolgt ihre Sekretion unabhängig von 

endoplasmatischem Retikulum und Golgi-Apparat. Zur Abgrenzung von der klassischen Sekretion 

ǿŜǊŘŜƴ tǊƻȊŜǎǎŜΣ ŀǳŦ ŘƛŜ ŘƛŜǎŜ /ƘŀǊŀƪǘŜǊƛǎǘƛƪŀ ȊǳǘǊŜŦŦŜƴΣ ǳƴǘŜǊ ŘŜƳ hōŜǊōŜƎǊƛŦŦ αunkonventionelle 

{ŜƪǊŜǘƛƻƴά ȊǳǎŀƳƳŜƴƎŜŦŀǎǎǘ (Nickel 2010).  

Wie schon im vorherigen Absatz angedeutet, zeichnet sich die unkonventionelle Sekretion nicht 

durch einen gemeinsamen Mechanismus aus, sondern ist vielmehr die Zusammenfassung von 

mindestens fünf verschiedenen Transportwegen (dargestellt in Abb. 2-4). Grundsätzlich kann bei der 

unkonventionellen Sekretion zwischen vesikelabhängigen und vesikelunabhängigen Prozessen 

unterschieden werden. Die vesikelunabhängige Sekretion basiert auf der direkten Translokation der 

sekretierten Proteine über die Membran (Abb. 2-4, Punkt 1); klassische Vertreter dieser Gruppe sind 

der fibroblastische Wachstumsfaktor FGF2 und das Hefeprotein mating factor a. Während jedoch für 

den mating factor a gezeigt wurde, dass die Translokation dieses Proteins durch den 

membranständigen ABC-Transporter Ste6p erfolgt (McGrath und Varshavsky 1989), sind die 

Bedingungen für den Export von FGF2 zwar weitestgehend bekannt, der genaue Mechanismus ist 

jedoch bisher nicht aufgeklärt. Das zur Zeit existierende Modell geht davon aus, dass FGF2 über 
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Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PI(4,5)P2) an die Membran rekrutiert wird, daraufhin 

oligomerisiert und in die Membran inseriert. Derart wird die Translokation von FGF2 in gefalteter 

Konformation über die Membran bewerkstelligt; die treibende Kraft für diesen Prozess wird 

vermutlich durch die hochaffine Bindung an extrazelluläre Heparansulfat-Proteoglykane als FGF2-

Ligand bereitgestellt (Nickel 2010). 

Ein weiterer Exportweg ist genaugenommen als eine Mischung aus vesikelunabhängiger und 

vesikelabhängiger Sekretion anzusehen (Abb. 2-4, Punkt 2). Dieser Weg, am besten für das 

Interleukin IL-мʲ ōŜǎŎƘǊƛŜōŜƴΣ ǎŜǘȊǘ ŘƛŜ ¢Ǌŀƴǎƭƻƪŀǘƛƻƴ ŘŜǎ sekretierten Proteins über die Membran 

spezialisierter Lysosomen, den sekretorischen 

Lysosomen, voraus. Diese fusionieren 

anschließend mit der Plasmamembran, was 

schließlich zur Freisetzung von IL-мʲ ƛƴ ŘŜƴ 

Extrazellularraum führt (Andrei et al. 1999). 

Beteiligte Faktoren, inklusive des 

mutmaßlichen Transporters, sind bisher 

jedoch keine bekannt. 

Die Abschnürung von Mikrovesikeln von der 

Plasmamembran (auch membrane blebbing 

genannt; Abb. 2-4, Punkt 3) und die Exozytose 

von dann als Exosomen bezeichneten 

intraluminalen Vesikeln (ILV) multivesikulärer 

Körperchen (Abb. 2-4, Punkt 4), stellen zwei 

weitere mechanistisch verwandte Wege der 

unkonventionellen Sekretion dar. Beide Wege 

beruhen auf der Induktion negativer 

Membrankrümmung, die letztlich zur 

Ausbildung vesikulärer Strukturen führt; im 

Fall des membrane blebbings findet diese Induktion an der Plasmamembran statt, im Fall der 

Exosomen an speziellen Endosomen, die aufgrund ihres späteren Aussehens auch als multivesikuläre 

Körperchen bezeichnet werden (Nickel und Rabouille 2009). Beispiele für diese Exportwege sind das 

tǊƛƻƴŜƴǇǊƻǘŜƛƴ tǊǇ/ ŀƭǎ ŜȄƻǎƻƳŀƭŜǎ ǳƴŘ L[мʲ ŀƭǎ ƳƛƪǊƻǾŜǎƛƪǳƭŅǊŜǎ tǊƻǘŜƛƴ (Fevrier et al. 2004; 

MacKenzie et al. 2001). Da als Endprodukt beider Wege vesikuläre Strukturen in den 

Extrazellularraum abgegeben werden, ist es wichtig, zwischen Mikrovesikeln und Exosomen 

unterscheiden zu können. Dies ist zum einen über ihre Morphologie möglich - Mikrovesikel stellen 

Abb. 2-4  Mechanismen der unkonventionellen 

Sekretion 

1 ς direkte Translokation über die Membran; 2 ς Export 

über sekretorische Lysosomen; 3 ς Abschnürung von 

Mikrovesikeln an der Plasmamembran; 4 ς Integration in 

ILVs, dann Sekretion als Exosomen; 5 ς Export über 

Autophagosomen. MVK ς multivesikuläres Körperchen 
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eine heterogene Population von 100-1000 nm großen Vesikeln dar, während Exosomen 

typischerweise eine Größe von 50-90 nm aufweisen - zum anderen über ihre unterschiedliche 

Sedimentation im Schwerefeld - hier pelletieren Mikrovesikel bereits bei 10.000 g, Exosomen erst bei 

100.000 g (Muralidharan-Chari et al. 2010). Weitgehend offen ist in beiden Fällen aber immer noch 

die Frage, wie die sekretierten Proteine die Mikrovesikel bzw. die Exosomen nach der Freisetzung 

wieder verlassen. Nach Studien von Tian bzw. Taraboletti und Kollegen wäre jedoch ein Modell 

denkbar, in dem diese vesikulären Strukturen nach ihrer Freisetzung von der gleichen oder den 

umliegenden Zellen wieder aufgenommen würden und es dann aufgrund des sauren pHs in 

Endosomen zum Zerfall der Vesikel und somit zur Freisetzung der darin enthaltenen Proteine käme 

(Taraboletti et al. 2006; Tian et al. 2010). 

Vor kurzem konnte ein weiterer bis dahin unbekannter Sekretionsmechanismus identifiziert werden 

(Abb. 2-4, Punkt 5). Wie Untersuchungen der Sekretion des Dictyostelium discoideum-Proteins AcbA 

bzw. seines Pichia pastoris-Homologs Acb1 zeigen konnten, beruht dieser Mechanismus auf der 

Ausbildung von Autophagosomen und der anschließenden Fusion dieser oder daraus 

hervorgegangener Strukturen mit der Plasmamembran (Duran et al. 2010; Manjithaya et al. 2010). 

Spätere Versuche konnten weiterhin zeigen, dass auch das Säugerhomolog von AcbA, das von 

Astrozyten produzierte ACBP, über einen ähnlichen Weg sekretiert wird (Loomis et al. 2010). Neben 

ihrer Abhängigkeit von verschiedenen Autophagieproteinen ist die Sekretion von AcbA/Acb1 auf das 

GRASP-Homolog GrpA (ansonsten notwendig für die Organisation der Golgi-Stapel) sowie, zumindest 

in P. pastoris, auf peroxisomale Funktionen angewiesen. Aufgrund der Inhibition der AcbA-Sekretion 

durch Deletion der Gene für die ESCRT (endosomal sorting complex required for transport)-Proteine 

Vps23 und Vps4 gingen die Autoren weiterhin von einer Beteiligung multivesikulärer Körperchen aus, 

jedoch ist dieser Effekt vermutlich besser durch die direkte Abhängigkeit der 

Autophagosomenbildung von der ESCRT-Maschinerie zu erklären (Hurley und Hanson 2010).  

Eine weitgehend offene Frage in der Erforschung der unkonventionellen Sekretion ist weiterhin, 

warum manche zytoplasmatische Proteine nicht über den klassischen Weg sekretiert werden, 

sondern stattdessen einen unkonventionellen Mechanismus wählen. Zur Zeit existieren zur Erklärung 

dieser Frage zwei Modelle. Das erste Modell geht davon aus, dass ein Export via ER und Golgi-

Apparat und den damit einhergehenden Unterschieden in der Faltung und der posttranslationalen 

Modifikation zu inaktiven Proteinen führen würde. Hinweise für die Richtigkeit dieses Modells 

stammen aus der Beobachtung, dass durch die Fusion einer N-terminalen ER-Signalsequenz an FGF2 

dessen biologische Aktivität im Extrazellulärraum verloren geht (Wegehingel et al. 2008). Umgekehrt 

könnte aber auch die Anwesenheit unkonventionell sekretierter Proteine in ER und Golgi zur 

vorzeitigen Bindung an ihre jeweiligen Liganden führen, was wiederum deren Aggregation oder 
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Missfaltung auslösen könnte. Dies ist ein Modell, dass insbesondere für die Sortierung der Galectine 

in die unkonventionelle Sekretion entwickelt wurde (Nickel und Rabouille 2009). 

 

2.3.2  Exosomen-Biogenese 

Da die Hypothese, dass die unkonventionelle Sekretion von Galectin-3 mittels Exosomen stattfindet, 

einen zentralen Teil der vorliegenden Arbeit darstellt, wird in diesem Kapitel noch einmal detailliert 

auf die Biogenese dieser Strukturen eingegangen.  

Wie bereits im vorherigen Kapitel erwähnt, werden als Exosomen die intraluminalen Vesikel (ILVs) 

multivesikulärer Körperchen (MVK) nach deren Freisetzung in den Extrazellularraum bezeichnet. Die 

genannten MVKs wiederum entstehen durch die Abknospung kleiner Vesikel in das Innere spezieller 

Endosomen. Im Gegensatz zu Abknospungen im intrazellulären Transport, z.B. die durch Clathrin 

vermittelten, ist die Abtrennung der ILVs jedoch nicht mit Hilfe zytosolischer Faktoren möglich, die 

sich um den Vesikelhals legen, sondern muss aufgrund der Topologie dieser Strukturen von der 

Innenseite des Halses aus geschehen. Um dieses Ziel zu erreichen, haben sich vier Proteinkomplexe 

entwickelt, die zusammengenommen als ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) 

bezeichnet werden. Die Entstehung intraluminaler Vesikel beginnt mit der Erkennung und dem 

Clustern der Cargoproteine durch den ESCRT-0, bestehend aus den Proteinen HRS und STAM (Wollert 

und Hurley 2010). Der ESCRT-0 rekrutiert wiederum den heterotetrameren ESCRT-I, der aus den 

Proteinen Tsg101, Vps28, Vps37 und Mvb12 aufgebaut ist, über die Interaktion des PTAP-Motivs in 

HRS mit Tsg101. Die Rekrutierung des ebenfalls heterotetrameren ESCRT-II (Vps22, Vps36, 2x Vps25) 

erfolgt über die Bindung von Vps36 an eine hervorstehende C-terminale Helix von Vps28, die sich auf 

der gegenüberliegenden Seite der Interaktion mit ESCRT-0 befindet (Hurley und Hanson 2010). Die 

genaue Funktion von ESCRT-I und -II in der Biogenese von ILVs war lange Zeit unbekannt, jedoch zeigt 

eine neuere Studie, dass diese beiden Komplexe für die eigentliche Induktion der negativen 

Membrankrümmung und die Sortierung der Cargomoleküle in die Vesikelknospen verantwortlich 

sind; eine Funktion also, die zuvor eher dem ESCRT-III zugeschrieben wurde (Wollert und Hurley 

2010). Dieser Komplex, der ein dynamisches Polymer aus den vier Kernkomponenten CHMP2, 

CHMP3, CHMP4 und CHMP6 und weiteren regulativen Komponenten darstellt, und durch die 

Interaktion mit Vps25 zum Vesikelhals rekrutiert wird, scheint jedoch vielmehr für den eigentlichen 

Vorgang des Abschnürens verantwortlich zu sein (Wollert et al. 2009; Wollert und Hurley 2010). 

Zudem sorgt der ESCRT-III für die Rekrutierung von Vps4, einer AAA-ATPase, die für die Trennung der 

ESCRTs nach erfolgreicher Abschnürung eines ILVs verantwortlich ist (Hurley und Hanson 2010). 

Bisher wird nur die Ubiquitinylierung von Proteinen als endogenes Signal für die Sortierung in ILVs 

gehandelt (Raiborg und Stenmark 2009). Jedoch ist von vielen ummantelten Viren, wie z.B. dem HI- 
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oder dem Ebola-Virus, bekannt, dass diese als late domain bezeichnete P(S/T)AP-Motive nutzen, um 

die ESCRTs an die Membran zu rekrutieren und damit ihre Knospung zu bewerkstelligen (Chen und 

Lamb 2008). Dies lässt eine Nutzung des P(S/T)AP-Motivs auch durch zelluläre Proteine möglich 

erscheinen. 

 

2.4  Zentrale Proteine 

2.4.1  Galectin-3 

Bei den Galectinen handelt es sich um eine Familie löslicher Lectine mit einer molekularen Masse von 

14-39 kDa, die, nach der ursprünglichen Definition von Barondes und Kollegen, durch ihre Affinität zu 

-̡Galactosiden und der Präsenz einer konservierten Zuckerbindedomäne, der carbohydrate 

recognition domain (CRD), charakterisiert 

werden (Barondes et al. 1994). Anhand der 

Anzahl und Organisation der CRDs können die 

Galectine in verschiedene Untergruppen 

eingeordnet werden (siehe Abb. 2-5). Zunächst 

sei hierbei die Gruppe der prototypischen 

Galectine genannt, die jeweils nur aus einer 

CRD aufgebaut sind. Manche Proteine dieser 

Gruppe besitzen jedoch zusätzlich noch die 

Fähigkeit zur Dimerisierung und können so zur 

Kreuzvernetzung von Proteinen führen. Anders 

als die prototypischen Galectine besitzen Galectine des Tandem repeat-Typs nicht eine sondern zwei 

CRDs mit leicht unterschiedlichen Bindungsspezifitäten, die über eine Linkersequenz miteinander 

verbunden sind. Galectine des chimären Typs, dessen einziger Vertreter Galectin-3 ist, sind wiederum 

nur aus einer CRD aufgebaut, besitzen im Gegensatz zu den Prototyp-Galectinen aber zusätzlich noch 

eine lange N-terminale Domäne, die u.a. der Multimerisierung dient. 

5ƛŜ /w5 ŘŜǊ DŀƭŜŎǘƛƴŜ ǎǘŜƭƭǘ ŜƛƴŜ ʲ-Sandwichstruktur dar, in denen sechs -̡Stränge (S1-S6) die 

ƪƻƴƪŀǾŜ ǳƴŘ ŦǸƴŦ ʲ-Stränge (F1-F5) die konvexe Seite bilden (beispielhaft gezeigt durch die CRD von 

Galectin-3 in Abb. 2-6, A). Die Zuckerbindungstasche der Galectine befindet sich auf der konkaven 

Seite, ist in etwa groß genug, ein lineares Tetrasaccharid aufzunehmen (Abb. 2-6, B) und kann 

dementsprechend in die Bindungsstellen A bis D unterteilt werden. Zusätzlich existiert noch eine 

fünfte Bindungsstelle (E), die jedoch weniger stark durch ihre Struktur definiert ist (Leffler et al. 

Abb. 2-5  Familie der Galectine 

CRD ς hellgrau; dunkelgrau ς CRD mit veränderter 

Feinspezifität; mittelgrau ς N-terminale Domäne bzw. 

Linkersequenz 
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2004). Stelle C ist hierbei die galectin-ŘŜŦƛƴƛŜǊŜƴŘŜ ʲ-Galactosid-Bindungsstelle und gleichzeitig die 

einzige Stelle, die eine messbare Affinität zu einem Monosaccharid aufweist. In humanem Galectin-3 

wird die Stelle C durch die Aminosäuren His158, Asn160, Arg162, Asn174, Trp181 und Glu184 

gebildet (in Abb. 2-6 B orange markiert). Die 

Stellen A,B und D,E verstärken durch die Bindung 

weiterer Zuckerreste die Affinität zu komplexen 

Glykanen, sind jedoch weniger stark konserviert 

und daher der Grund für die unterschiedliche 

Feinspezifität der verschiedenen Galectine (Leffler 

et al. 2004). Galectin-3 zeichnet sich in dieser 

Beziehung durch einen außergewöhnlichen 

Facettenreichtum in der Affinität zu verschiedenen 

Liganden aus, wie die Arbeit von Salomonsson und 

Kollegen zeigt (Salomonsson et al. 2010). 

Neben der CRD ist Galectin-3 weiterhin durch die 

Präsenz einer weitgehend ungeordneten, aber 

hochkonservierten N-terminalen Domäne 

charakterisiert, die durch 7-14 Wiederholungen 

einer prolin-, tyrosin- und glycinreichen Sequenz 

gebildet wird (Dumic et al. 2006). Es konnte 

nachgewiesen werden, dass diese Domäne wichtig 

ist für die Multimerisierung von Galectin-3 und 

positive Kooperativität bei der Lectinbindung an 

immobilizierte Ligandencluster zeigt (Massa et al. 

1993; Mehul et al. 1994). 

Obwohl Galectin-3 Aufgaben im klassischen 

Sekretionsweg erfüllt (siehe 2.2.3 Apikaler 

Transport ς Signale und Mechanismen), besitzt es selbst keine klassische Signalsequenz, sondern 

scheint unkonventionell sekretiert zu werden. Entsprechende Hinweise ergeben sich aus der Studie 

von Lindstedt und Kollegen, die zeigen konnten, dass Monensin und Brefeldin A - beides Inhibitoren 

der klassischen Sekretion - keinen Effekt auf die Sekretion von Galectin-3 aus MDCK-Zellen haben 

(Lindstedt et al. 1993). Im Gegensatz dazu konnte die Sekretion durch Inkubation der Zellen bei 20 °C 

und Zerstörung des Mikrotubulizytoskeletts durch Nocodazol inhibiert werden. Weitere Ergebnisse 

dieser Studie waren, dass Galectin-3 vorzugsweise apikal sekretiert wird und dass der ABC-

Abb. 2-6  Struktur der Galectin-3 CRD 

 (A) Galectin-3 CRD. Lactose als beispielhafter 

[ƛƎŀƴŘ ƛǎǘ ŀƭǎ {ǘŀōƳƻŘŜƭƭ ŘŀǊƎŜǎǘŜƭƭǘΣ ʲ-Stränge sind 

orange dargestellt. N und C geben die jeweiligen 

Termini an. (B) Oberflächenmodell der CRD mit 

Blick auf die Bindungstasche. Orange dargestellt 

sind die Aminosäuren, die für die Bindung in der C-

Stelle wichtig sind. Die Buchstaben A-E bezeichnen 

die Bindestellen, Lactose ist als Stabmodell 

dargestellt. 

Gezeigt ist jeweils die CRD des humanen Galectin-3 

(PDB-ID 1kjl), dargestellt mit Hilfe von PyMOL 1.3.  
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Transporter-Inhibitor Verapamil diese Sekretion nicht beeinflusst. Basierend auf Experimenten in 

COS-7-Zellen mit einer lipidverankerten (und daher stärker sekretierten) chimären Form von 

Galectin-3, wurde durch Wissenschaftler um R. Colin Hughes später ein Modell postuliert, dass von 

einer Sekretion via membrane blebbing ausgeht (Mehul und Hughes 1997). Die selben 

Wissenschaftler konnten auch zeigen, dass das Motiv YPSAPGAY in der N-terminalen Domäne von 

Galectin-3 essentiell, aber alleine nicht ausreichend für dessen Sekretion ist (Menon und Hughes 

1999). Im Gegensatz dazu wurde Galectin-3 mit Hilfe proteomischer Analysen in den Exosomen 

dendritischer Zellen gefunden (Thery et al. 2001), während in einer in vitro Studie sogar gezeigt 

wurde, dass dieses Lectin per se mit Lipiden der Membran interagiert und diese überqueren kann 

(Lukyanov et al. 2005). Abschließend lässt sich festhalten, dass kein einheitliches Bild über die 

unkonventionelle Sekretion von Galectin-3 vorliegt. Ganz im Gegenteil, manche Ergebnisse scheinen 

sich sogar zu widersprechen. 

 

2.4.2  Gp114/CEACAM1 

Neben der Untersuchung des Verhaltens exogener Proteine wie z.B. p75NTR oder der Saccharase-

Isomaltase stützt sich die Erforschung des polarisierten Proteintransports in MDCK-Zellen sehr stark 

auf endogene Proteine. Ein Beispiel dafür ist gp114, das zugleich auch eines der 

Hauptsialoglykoproteine in MDCK-Zellen darstellt (Le Bivic et al. 1990). Hierbei handelt es sich um ein 

stark N-glykosyliertes Protein mit einer molekularen Masse von 114 kDa, das vektorial, d.h. nicht 

durch Transzytose über die basolaterale Membran, zur apikalen Membran transportiert wird (Le Bivic 

et al. 1990; Le Bivic et al. 1993). Gleichzeitig befindet sich gp114 in Ricinus communis-Agglutinin 

insensitiven MDCK-Zellen (MDCK-RCAr), einer Zelllinie, in der die Glykosylierung gestört ist, 

vorwiegend an der basolateralen Membran. Dies lässt auf die Existenz eines basolateralen Signals 

schließen, dass jedoch rezessiv gegenüber dem apikalen Signal zu sein scheint. Weiterhin konnte in 

MDCK-RCAr ein reger transzytotischer Transport von gp114 zwischen apikaler und basolateraler 

Membran beobachtet werden. Neu synthetisiertes gp114 wurde jedoch auch in diesen Zellen direkt 

sowohl zur apikalen als auch zur basolateralen Membran transportiert. (Brandli et al. 1990; Le Bivic 

et al. 1993). Sicher scheint jedoch, dass die apikale Sortierung von gp114 entscheidend von der 

Modifikation mit Glykanen abhängt. Entsprechend konnte in aktuellen Studien aus unserem Labor 

gezeigt werden, dass gp114 zum einen mit dem galactosebindenden Lectin Galectin-3 interagiert und 

dadurch in hochmolekulare Cluster rekrutiert wird und zum anderen, dass ein knock down von 

Galectin-3 zur Fehlsortierung dieses Glykoproteins zur basolateralen Membran führt (Delacour et al. 

2006; Delacour et al. 2007). 
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Trotz der Wichtigkeit von gp114 in der Untersuchung des polarisierten Proteintransports war lange 

Zeit die molekulare Identität dieses Proteins ungeklärt. Erst 2006 fanden Füllekrug et al. durch eine 

massenspektrometrische Studie heraus, dass es sich bei gp114 um das canine Homolog eines 

Proteins der CEACAM-Familie (carcinoembyronic antigen cell adhesion molecule), höchst vermutlich 

CEACAM1, handelt. Eine Bestätigung dieser Hypothese durch andere Verfahren blieben die Autoren 

jedoch schuldig (Fullekrug et al. 2006). 

Bei den CEACAMs handelt es sich um eine Gruppe von zwölf Proteinen (human), die sich durch die 

Anwesenheit einer variablen Immunglobulin (IgV)-ähnlichen N-terminalen Domäne und bis zu sechs 

Wiederholungen einer konstanten Immunglobulin (IgC)-ähnlichen Domäne auszeichnen. Von 

CEACAM1 existieren im Hund sechs verschiedene Isoformen, die jeweils durch alternatives Spleißen 

entstehen (Kammerer et al. 2007). Diese unterscheiden sich zum einen durch die Anwesenheit einer 

langen (L) oder kurzen (S) cytoplasmatischen Domäne, zum anderen durch die Anzahl der Ig-

ähnlichen Domänen (4 ς eine IgV, drei IgC; 2 ς eine IgV, eine IgC; 1 ς eine IgV). Aufgrund der 

beobachteten Größe von gp114 in der SDS-PAGE im Vergleich zur Größe der CEACAM1-Isoformen ist 

davon auszugehen, dass es sich bei gp114 um die Isoform CEACAM1-4L handelt. 

 

2.5  Fragestellung dieser Arbeit 

Nach bisherigen Erkenntnissen ist das Lectin Galectin-3 entscheidend an der Sortierung raft-

unabhängiger Proteine im apikalen Transport beteiligt. Mit der galectin-3-vermittelten Rekrutierung 

der Liganden in hochmolekulare Cluster existiert bereits ein sehr gutes Modell des Mechanismus, der 

diesem Prozess zugrunde liegt. Weiterhin offen ist jedoch die Frage, was der Auslöser des 

Sortiervorganges ist, oder, anders gesagt, was dafür sorgt, dass es in einem Post-Golgi-Kompartiment 

zur Sortierung der Liganden kommt, gleichzeitig aber verhindert, dass sich dieser Vorgang an der 

Membran wiederholt. Ebenfalls unbekannt ist zum jetzigen Zeitpunkt die genaue Lokalisation des 

Sortiervorganges. Durch die biochemische und fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der 

Endozytose von Galectin-3 soll die vorliegende Arbeit direkt oder indirekt Antworten auf diese 

Fragen finden.  

Weiterhin soll der Frage nachgegangen werden, über welchen unkonventionellen Sekretionsweg 

Galectin-3 in den Extrazellularraum und damit an den Ort der Sortierung gelangt. Die zu dieser Frage 

existierenden Studien widersprechen sich teilweise in ihren Aussagen, daher soll die vorliegende 

Arbeit mittels zellbiologischer Fraktionierungen, fluoreszenz- und elektronenmikroskopischer, sowie 

biochemischer Untersuchungen helfen, diese Widersprüche aufzulösen und den konkreten 

Sekretionsmechanismus für Galectin-3, insbesondere in MDCK-Zellen, zu finden. 
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In einem weiteren Teilprojekt, das nicht in direktem Zusammenhang mit den anderen beiden 

Projekten steht, soll die Frage nach einer möglichen Identität von gp114 und CEACAM1 mit Hilfe 

fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen und der biochemischen Charakterisierung von 

CEACAM1-GFP durch Präzipitations- und Deglykosylierungsversuche geklärt werden.  
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3.1  Geräte, Chemikalien und Materialien 

3.1.1  Geräte 

Tab. 3-1  Geräte 

Gerät Bezugsquelle 

Inkubatoren  

Inkubator für Zellkultur (CO2-begast), 
 Galaxy B 

New Brunswick Scientific, Edison (USA) 

Inkubator für Bakterienkultur Memmert, Schwabach 

Schüttelinkubator für Bakterienkultur 
innova 4300 

New Brunswick Scientific, Edison (USA) 

  

Sterilbänke  

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

Sterilbank für Zellkultur HeraSafe Kendro, Langenselbold 

  

Zentrifugen  

Tischzentrifuge BioFuge pico Heraeus 

Kühlzentrifuge BioFuge fresco Heraeus 

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

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

Rotofix 32X Hettich, Tuttlingen 

  

Ultrazentrifugen  

Optima LE-80K Beckman-Coulter, Fullerton (USA) 

Combi Plus Sorvall 

Optima TL Beckman-Coulter, Fullerton (USA) 

  

Rotoren  

JA 25.50 Beckman-Coulter, Fullerton (USA) 

JLA 16.250 Beckman-Coulter, Fullerton (USA) 

JLA 8.1000 Beckman-Coulter, Fullerton (USA) 

JA 12 Beckman-Coulter, Fullerton (USA) 

C0650 Beckman-Coulter, Fullerton (USA) 

C1015 Beckman-Coulter, Fullerton (USA) 

FX3015 Beckman-Coulter, Fullerton (USA) 
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SX4250 Beckman-Coulter, Fullerton (USA) 

SW-41 Beckman-Coulter, Fullerton (USA) 

TH-641 Sorvall 

TLA-45 Beckman-Coulter, Fullerton (USA) 

  

Heizgeräte  

Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg 

Heizblock UBD Grant 

Heizblock MB-102 Bioer, Hangzhou (China) 

Kontrollgerät Tempcontrol 37-2 digital  
(für Mikroskop DMI6000B) 

Leica Microsystems, Wetzlar 

  

Schüttler  

Schüttler KS10 Edmund Bühler, Tübingen 

Überkopfschüttler REAX2 Heidolph, Kelheim 

  

PCR-Geräte  

Mastercycler gradient Eppendorf, Hamburg 

  

SDS-Gelelektrophorese  

tƭŀǘǘŜƴΣ α{ǇŀŎŜǊάΣ YŅƳƳŜ Hoefer, San Francisco (USA) 

Gießvorrichtung Hoefer, San Francisco (USA) 

Elektrophoresekammer Mighty Small II Hoefer, San Francisco (USA) 

Elektrophoresekammer miniVE Hoefer, San Francisco (USA) 

Elektrophoresekammer SE600 Ruby Hoefer, San Francisco (USA) 

Netzgerät EPS 301 Amersham, Piscataway (USA) 

Netzgerät EPS 501 Amersham, Piscataway (USA) 

Netzgerät PowerPac Basic Biorad, Hercules (USA) 

  

Agarose-Gelelektrophorese  

Gießvorrichtung, Elektrophoresekammer Peqlab, Erlangen 

Netzgerät PowerPac Basic Biorad, Hercules (USA) 

  

Mikroskope  

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop 
(KLSM) TCS SP2 montiert auf Stativ DM IRE2 

Leica Microsystems, Wetzlar 

Inverses Epifluoreszenzmikroskop 
DMI6000B, zusätzlich ausgestattet mit Leica 
AM TIRF MC Modul 

Leica Microsystems, Wetzlar 

Inverses Lichtmikroskop Axiovert 10 Carl Zeiss AG, Oberkochen 
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Elektronenmikroskop EM 109 Carl Zeiss AG, Oberkochen 

  

Sonstige optische Geräte  

Chemilux-Imager Intas, Göttingen 

Spektralphotometer Specord S300 UV VIS Analytik Jena, Jena 

Fluoreszenzspektrometer FP-6300 Jasco, Easton (USA) 

Gelscanner GS800 Calibrated Densitometer Biorad, Hercules (USA) 

  

Sonstige Geräte  

CyberScan pH 510 Eutech Instruments, Nijkerk (Niederlande) 

Gradientenmischer Econo Gradient Pump Biorad, Hercules (USA) 

Analysewaage SBC 22 ScalTec Instrument, Göttingen 

Präzisionswaage SI-114 Denver Instrument, Göttingen 

Reinstwasser-System Clear 
SG Wasseraufbereitung und Regeneration, 
Hamburg 

Ultraschallgerät Labsonic U B. Braun, Melsungen 

  

Software  

Volocity 5 Improvision, Lexington (USA) 

Prism5 GraphPad, La Jolla (USA) 

LabImage Intas, Göttingen 

Photoshop CS5 Adobe, San Jose (USA) 

Office 2007  Microsoft, Redmond (USA) 

 

3.1.2  Chemikalien und Materialien 

 

Tab. 3-2  Chemikalien und Materialien 

Chemikalie/Material Bezugsquelle 

Acrylamid Roth, Karlsruhe 

Agarose Roth, Karlsruhe 

Ampicillin Boehringer, Mannheim 

APS Merck, Darmstadt 

Chloroquin Serva, Heidelberg 

Cryoröhrchen Greiner, Kremsmünster 

DEAE-Dextran Amersham, Piscataway (USA) 

Deckgläser (42 mm x 0,17 mm) P. Saur, Reutlingen 

Deckgläser (18 mm) Menzel Gläser, Braunschweig 

DMSO Roth, Karlsruhe 

DTT Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 
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ECL-Reagenz SuperSignal West Dura 
Extended Duration Substrate 

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA) 

Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe 

FKS PAA Laboratories, Pasching (Östereich) 

L-Glutamin (10X) PAA Laboratories, Pasching (Östereich) 

HEPES Serva, Heidelberg 

Kanamycin Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

Lipofectamin2000 und RNAimax Invitrogen, Carlsbad (USA) 

Magermilchpulver Serva, Heidelberg 

Molekulargewichtsstandard für Agarosegele 
Quick-Load 100bp und 1kb DNA-ladder 

New England Biolabs, Ipswich (USA) 

Molekulargewichtsstandard für SDS-PA-Gele 
PageRuler 

Fermentas, St. Leon-Rot 

Mowiol 4-88 Merck, Darmstadt 

Nitrocellulose-Membran Protran Schleicher & Schüll, Dassel 

NP40 Merck, Darmstadt 

Nycodenz Axis Shield, Oslo (Norwegen) 

Penicillin/Streptomycin (10X) PAA Laboratories, Pasching (Östereich) 

Pipettenspitzen (10 µl, 200 µl, 1000 µl) Greiner, Kremsmünster (Österreich) 

Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml, 15 
ml, 50 ml) 

Sarstedt, Nürnbrecht 

Spritzen, Kanülen Sarstedt, Nürnbrecht 

TEMED Roth, Karlsruhe 

Triton X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

Tris Roth, Karlsruhe 

Zellkulturplatten 
WillCo, Amsterdam (Niederlande) und 
Sarstedt, Nürnbrecht 

 

Weitere, hier nicht aufgeführte, aber allgemein gebräuchliche Chemikalien sind mindestens 

von p.a.-Qualität und wurden von Sigma, Roth, Riedel-de Häen, Fluka, Merck, Serva oder ICN 

bezogen. 

 

3.2  Allgemeine Puffer 

Im Folgenden werden häufig verwendete Puffer aufgeführt. Alle Lösungen wurden mit 

sterilem, doppeltdestilliertem Wasser angesetzt. 
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PBS 

140 mM  NaCl  

2,5 mM  KCl 

6,5 mM  Na2PO4 

1,5 mM  K2HPO4 

pH 7,35 

 

PBS++ 

PBS zusätzlich mit  

1 mM   CaCl2 

1 mM   MgCl2  

 

TE 

10 mM   Tris  

1 mM   EDTA  

pH 8,0 (mit HCl) 

 

3.3  Zellkultur 

3.3.1  Verwendete Zelllinien 

 

COS-7 

Bei diesen Zellen handelt es sich um Epithelzellen aus der Niere der Grünen Meerkatze 

(Cercopithecus aethiops). COS-7-Zellen wachsen adhärent mit fibroblastischer Morphologie. 

Hervorgegangen sind sie aus CV-1-Zellen durch Infektion mit einer replikationsdefizienten 

SV40-Virus-Mutante (Gluzman 1981). COS-7-Zellen tragen das SV40 late antigen und sind 

daher weiterhin permissiv für Infektion mit SV40-Viren. 

5ǳǊŎƘ ƛƘǊŜ ŦƭŀŎƘŜΣ αǎǇƛŜƎŜƭŜƛά-förmige Morphologie und aufgrund der sehr starken Expression 

transient transfizierter Plasmide sind COS-7-Zellen sehr gut für fluoreszenzmikroskopische 

Lokalisations- und Kolokalisationsstudien geeignet. 

 

MDCK Typ II (Madin-Darby Canine Kidney) 

Bei MDCK-Zellen handelt es sich um Epithelzellen aus der Niere des Haushundes (Canis 

familiaris, genauer: Cockerspaniel). Entstanden ist diese Zelllinie nach Isolation der 
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Nierenzellen durch wiederholte Selektion mit Trypsin-Versene-Lösung. MDCK-Zellen wachsen 

adhärent und bilden nach Erreichen von Konfluenz ein einschichtiges, zylindrisches Epithel. 

Dieser Vorgang der Polarisation beginnt etwa 2 Tage nach Ausplattieren und ist etwa nach 

weiteren 4 Tagen abgeschlossen. Aufgrund der Tatsache, dass MDCK-Zellen eine ausgeprägte 

Zonula occludens (tight junctions) ausbilden und damit eine differenzierte Plasmamembran 

entwickeln (unterteilt in apikal = dem Lumen zugewandt und basolateral = der Basalmembran 

zugewandt), eignen sie sich ideal als Modell für den polarisierten Proteintransport (Rodriguez-

Boulan et al. 2005). 

 

3.3.2  Medien und Lösungen 

Sämtliche für die Zellkultur verwendete Medien und Lösungen (mit Ausnahme von Zeocin, dass 

von Invitrogen, Carlsbad (USA) bezogen wurde) wurden gebrauchsfertig von PAA Laboratories, 

Pasching (Österreich), bezogen. Für die entsprechenden Zelllinien wurden folgende Medien 

verwendet: 

 

COS-7 

DMEM (low glucose) mit 

10 % (v/v) FKS  

1 % (v/v) 100X Penicillin/Streptomycin 

1% (v/v) 100X L-Glutamin 

 

MDCK II 

MEM mit 

5 % (v/v) FKS 

1 % (v/v) 100X Penicillin/Streptomycin 

1 % (v/v) 100X L-Glutamin 

 

In Medien stabiler Zelllinien wurden fakultativ zusätzlich noch folgende Zusätze verwendet 

(siehe auch 3.3.11 Auflistung stabiler Zelllinien): 

0,2 mg/ml Zeocin 

0,5 mg/ml G418 

0,2 mg/ml Hygromycin 
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3.3.3  Kultivierung 

Die Kultivierung sowohl der COS-7- als auch der MDCK Typ II-Zelllinie fand bei 37 °C, 5 % CO2 

und hoher Luftfeuchtigkeit auf Plastikkulturschalen (Durchmesser 3, 6 oder 10 cm) oder in 6-, 

24- oder 96 Loch-Schalen satt. Um eine selektive Erreichbarkeit der apikalen bzw. 

basolateralen Membran zu ermöglichen, aber auch, weil die Zellen unter diesen Bedingungen 

stärker polarisieren, wurden die MDCK-Zellen bei Bedarf auf PET-Filtern im 6- oder 24 Loch-

Format ausgesät (siehe dazu auch Abb. 3-1). In der Regel wurde alle zwei bis drei Tage das 

Medium gewechselt. Die jeweils verwendeten Medien finden sich unter 3.3.2 Medien und 

Lösungen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.4  Passage 

Beide Zelllinien wurden in der Regel etwa am zweiten oder dritten Tag nach Ausplattieren auf 

neue Kulturplatten passagiert. Dazu wurden die Zellen zunächst zweifach mit PBS gewaschen 

und anschließend bei 37°C mit einer Trypsin/EDTA-Lösung (0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA in D-

PBS) von der Platte abgelöst. Das Trypsin sorgt hierbei für die Spaltung von zur Adhäsion 

wichtigen Oberflächenproteinen, während EDTA Calcium-Ionen chelatiert, die ebenfalls für die 

Zelladhäsion wichtig sind. Nach Ablösen der Zellen wurde die Trypsinierung durch Zugabe des 

jeweiligen Kulturmediums in etwa fünffachem Volumen gestoppt. Anschließend wurden die 

Zellen 5 min bei 800 rpm zentrifugiert und nach Abnahme des überstehenden Mediums im 

Verhältnis 1:4 bis 1:8 ausgesät (je nach weiterer Verwendung der Zellen).  

Abb. 3-1  Kultivierung von MDCK II-Zellen auf PET-Filtern 

Auf PET-Filtern ausgesäte MDCK II-Zellen bilden eine geschlossene Zellschicht aus, die sich u.a. durch 

hohe elektrische Dichtigkeit und verstärkte Polarisation auszeichnet. Methodisch bietet die Kultur von 

MDCK II-Zellen auf Filtern einige Vorteile. So können z.B. Proteine an der apikalen bzw. basolateralen 

Membran spezifisch durch Antikörper, Biotinylierungsreagenzien (siehe 3.7.6 Oberflächenbiotinylierung) 

o.ä. modifiziert werden. Weiterhin ist u.a. auch die Bestimmung des transepithelialen Widerstands, ein 

Maß für die Dichtigkeit des Epithels, möglich (aus Rodriguez-Boulan et al. 2005, modifiziert) 

 



 

S e i t e |  32  

 

3.3.5  Einfrieren und Auftauen 

Um nicht alle Zelllinien ständig in Kultur halten zu müssen, wurden einzelne Aliquots in 

flüssigem Stickstoff gelagert. Zum Einfrieren wurden dazu Zellen einer konfluenten 10 cm 

Kulturplatte wie beim Passagieren durch Trypsin von der Platte abgelöst, in 1 ml 

Einfriermedium aufgenommen und in Cryoröhrchen überführt. Nach Zwischenlagerung für 1 h 

bei -20 °C und ca. 18 h bei -80 °C wurden die Röhrchen in flüssigen Stickstoff überführt. 

Zum Auftauen wurden die Zellen aus dem Cryoröhrchen zunächst mit 5 ml Medium verdünnt 

und anschließend für 5 min bei 800 rpm zentrifugiert. Das überstehende Medium wurde 

abgenommen, die Zellen in Medium resuspendiert und vollständig auf eine 10 cm Kulturplatte 

ausgesät. 

 

Einfriermedium 

Dem Zelltyp entsprechendes Medium mit 10 % FKS und 10 % DMSO. 

 

3.3.6  Transfektion von COS-7-Zellen mit DEAE-Dextran 

Die DEAE-Dextran-Transfektionsmethode stellt eine einfache und günstige Methode dar, um 

COS-7-Zellen transient zu transfizieren, d.h. exogene DNA in die Zelle einzubringen, um damit 

die Expression eines gewünschten Proteins zu erreichen. Die Transfektion mit DEAE-Dextran 

beruht auf dem Prinzip, dass negativ geladene DNA an positiv geladenes Diethylaminoethanol 

(DEAE) bindet und, da dieses wiederum kovalent an Dextran gebunden ist, von der Zelle 

endozytiert wird. In der Zelle gelangen die Plasmide auf bisher noch ungeklärte Weise in den 

Zellkern, wo es zur Expression der auf den Plasmiden kodierten Gene kommt. Die Methode sei 

hier beispielhaft an der Transfektion von 10 cm Kulturplatten erklärt. Es wurden jedoch auch 

Transfektionen mit 3 oder 6 cm Platten durchgeführt. 

Zur Vorbereitung der Transfektion wurde am jeweiligen Vortag eine konfluente COS-7-Platte 

im Verhältnis 1:5 auf eine 10 cm Kulturplatte ausgesät. Am nächsten Tag wurden zunächst 

10 µg DNA (bei Doppeltransfektionen jeweils 5 µg beider Plasmide) mit DEAE-Dextran 

(300 µg/ml Medium) und 3 ml DMEM (ohne Zusätze) gemischt und für 5 min bei RT inkubiert. 

Währenddessen wurden die Zellen zweifach mit PBS gewaschen. Das DNA-DEAE-Dextran-

Gemisch wurde nun auf die Zellen gegeben und für ca. 1,5 h bei 37 °C im Inkubator inkubiert. 

Anschließend wurde das Gemisch abgesaugt und durch 5 ml Vollmedium mit Chloroquin als 

Zusatz (60 µg/ml Medium, verhindert die Ansäuerung der Endosomen) ersetzt. Nach einer 

weiteren Inkubation von 2-3 h wurde auch dieses Medium wieder abgenommen und durch 
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10 ml Vollmedium ersetzt. Nach 40-72 h Inkubation im Inkubator wurden die Zellen nun 

entweder für biochemische Methoden oder Lebendzellbeobachtung verwendet, oder aber für 

die Fluoreszenzmikroskopie fixiert. 

 

3.3.7  Transfektion von MDCK-Typ II-Zellen mit Lipofectamin 

Die Transfektion von Zellen unter Zuhilfenahme von Lipofectamin beruht auf einem ähnlichen 

Prinzip wie die Transfektion mit DEAE-Dextran. Bei Lipofectamin handelt es sich um eine 

Lösung von positiv geladenen Lipiden, die wiederum die negativ geladene DNA binden und 

dadurch DNA-Lipid-Komplexe bilden, die vermutlich per Endozytose in die Zelle aufgenommen 

werden. Diese gelangen letztendlich in den Zellkern, in dem die Expression der 

entsprechenden Gene startet. 

Analog zur Transfektion mit DEAE-Dextran wurden am Vortag der Transfektion die MDCK II-

Zellen im Verhältnis 1:4 auf eine 10 cm Kulturplatte ausgesät. Am nächsten Tag wurden dann 

5 µg DNA mit 1,5 ml Kulturmedium (ohne Zusätze) sowie 10 µl fertige Lipofectamin-Lösung 

ebenfalls mit 1,5 ml des gleichen Mediums gemischt. Beide Lösungen wurden 5 min bei RT 

inkubiert, dann gemischt und weitere 30 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden nun zweifach 

mit PBS gewaschen und schließlich das DNA-Lipofectamin-Gemisch auf die Kulturplatte 

gegeben. Die MDCK-Zellen wurden dann für 5-8 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, das 

Gemisch wurde anschließend abgenommen und durch Vollmedium ersetzt. Nach ca. 48 h 

Inkubation bei 37 °C im Brutschrank wurden die Zellen (z.B. für die Fluoreszenzmikroskopie) 

weiterverarbeitet. 

Alternativ zur oben beschriebenen Methode, im Speziellen um früher nach der Transfektion 

polarisierte Zellen zu erhalten, wurde am Tag der Transfektion eine konfluente Platte von 

MDCK-Typ II-Zellen im Verhältnis 1:1,5 auf eine 10 cm Kulturplatte ausgesät. Unmittelbar nach 

Absetzen der Zellen (ca. 1,5 h nach Aussaat) wurden diese dann mit dem DNA-Lipofectamin-

Gemisch inkubiert. Die weiteren Schritte der Transfektion waren gleich. 

 

3.3.8  RNA-Interferenz 

Die RNA-Interferenz (RNAi) ist ein in Zellen natürlich vorkommender Mechanismus, mit dem 

Ziel die Expression eigener, aber auch fremder, Proteine spezifisch zu unterbinden. Sie beruht 

auf der Interaktion eines kurzen komplementären RNA-Abschnitts mit der jeweiligen Ziel-

mRNA und des daraus resultierenden Abbaus derselben durch Proteinkomplexe. In der 

biomedizinischen Forschung ist die RNA-Interferenz ein etabliertes Instrument um die 
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Expression verschiedener Proteine auszuschalten und dadurch Rückschlüsse auf ihre Funktion 

zu ziehen. Man spricht hier von einem knock down, im Gegensatz zum knock out, bei dem die 

Expression eines Proteins bereits auf DNA-Ebene unterbunden wird. Es existieren verschiedene 

Möglichkeiten einen knock down technisch durchzuführen; in der vorliegenden Arbeit wurden 

hierfür sogenannte siRNAs (short interfering RNAs) verwendet. Bei den siRNAs handelt es sich 

um kurze, doppelsträngige und zur Sequenz des Zielgens homologe RNA-Stücke mit einer 

Länge von 21-23 bp ǳƴŘ «ōŜǊƘŅƴƎŜƴ ŀƳ ƧŜǿŜƛƭƛƎŜƴ оΨ-Ende von jeweils 2 bp. Diese dsRNA-

Stränge werden in Zellen transfiziert, dort durch Proteine der Argonaut-Familie erkannt und in 

den als RISC (RNA-induced silencing complex) bezeichneten Proteinkomplex eingebaut. Im RISC 

verbleibt nur einer der beiden RNA-Einzelstränge und leitet diesen (im Fall des sogenannten 

Sense-Stranges) zur gewünschten Ziel-mRNA, deren Degradation der RISC schließlich 

bewerkstelligt. 

Die Transfektion der siRNAs für den knock down von Tsg101 erfolgte mit Hilfe von RNAimax 

(Invitrogen, Carlsbad (USA)). Hierzu wurden pro 10 cm-Kulturschale 20 µl RNAimax und je 

200 pmol der unten aufgeführten siRNAs mit je 1 ml MEM (ohne Zusätze) gemischt, 

anschließend zusammengegeben und für 20 min bei RT inkubiert. Die für die Transfektion 

verwendeten Zellen wurden am Vortag im Verhältnis 1:6 gesplittet und kurz vor der 

Transfektion dreifach mit PBS gewaschen. Nach dem Waschen erfolgte die Inkubation mit dem 

SiRNA-RNAimax-Gemisch für 5 h bei 37 °C, während derer die Zellen alle 30 min kurz 

geschwenkt wurden, um das Gemisch zu verteilen. Anschließend an diese Inkubation wurde 

der Transfektionsansatz abgenommen und durch Kulturmedium (mit allen Zusätzen) ersetzt. 

Die Transfektion wurde am nächsten Tag wiederholt. Um einen effizienten knock down zu 

erreichen, ließ man die Zellen nun für zwei Tage ruhen.  

Tab. 3-3  Verwendete siRNAs 

Bezeichnung Sense-Strang όрΨ Ҧ оΨύ Zielsequenz 

Tsg101 siRNA 1 GUACAAAUACAGAGACCUAUU xm_542525, ab Position 142 

Tsg101 siRNA 2 AUGGGAAGAUAUAUCUUCCUU xm_542525, ab Position 417 

 

3.3.9  Generierung stabiler Zelllinien 

Nach transienter Transfektion von MDCK II-Zellen findet sich aufgrund der allgemein niedrigen 

Transfektionseffizienz dieser Zelllinie oft nur in einem kleinen Teil der Zellpopulation das 

gewünschte Plasmid (nach Transfektion mit Lipofectamin üblicherweise nur in 20 ς 40 % der 

Zellen). Insbesondere für proteinbiochemische Methoden ist es jedoch wünschenswert, dass 

alle, oder zumindest nahezu alle, Zellen das gewünschte Protein exprimieren, da durch die 
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somit erreichte Einheitlichkeit der Zellen sicherere Aussagen über die Wirkung des exogenen 

Proteins möglich sind. Des Weiteren erleichtert eine höhere Transfektionsrate auch die 

Detektion des gewünschten Proteins, da so natürlich größere Mengen desselben zur 

Verfügung stehen. Eine Möglichkeit dies zu erreichen stellt die stabile Integration der Plasmid-

DNA in das Wirtsgenom dar. Hierzu tragen die verwendeten Plasmide jeweils zusätzlich zum 

eigentlichen Gen noch ein weiteres Gen unter eukaryotischem Promoter, das Resistenz gegen 

ein verwendetes Antibiotikum bewirkt. Dadurch ist eine Selektion von Zellpopulationen 

möglich, die das gewünschte Plasmid in ihr Genom integriert haben. 

Die Transfektion der DNA zur Generierung stabiler Zelllinien verlief analog zur transienten 

Transfektion mit Lipofectamin (siehe 3.3.7 Transfektion von MDCK-Typ II-Zellen mit 

Lipofectamin), mit dem einzigen Unterschied, dass am Tag nach der ersten Transfektion diese 

noch einmal wiederholt wurde. Zudem wurde darauf geachtet, dass nur Zellen mit geringer 

Passagenzahl für die Generierung stabiler Zelllinien verwendet wurden. Zwei Tage nach der 

letzten Transfektion wurden die Zellen passagiert und in hohen Verhältnissen (i. d. R. 1:10, 

1:25 und 1:50) auf neuen Kulturplatten ausgesät. Von nun an wurde dem Medium zusätzlich zu 

den bekannten Zusätzen das jeweils benötigte Antibiotikum zur Selektion zugegeben (für 

Antibiotika-Konzentration siehe 3.3.2 Medien und Lösungen). Bis zum Auftauchen klonaler 

Zellhaufen wurde alle 2-3 Tage das Medium gewechselt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS 

wurden auf diese Zellhaufen mit Trypsin/EDTA-getränkte, gelochte Whatman-Papiere gelegt 

und für ca. 20 min bei 37 °C im Inkubator inkubiert. Schließlich wurden die Whatman-Papiere 

in mit frischem Medium vorbereitete 24 Loch-Kulturschalen überführt und dort für 1-2 Tage 

inkubiert, um den Zellen Zeit zu geben, sich auf dem Schalenboden abzusetzen. Im weiteren 

Verlauf wurden die Zellklone dann jeweils bei Erreichen von Konfluenz komplett auf die 

nächstgrößere Kulturplattengröße passagiert. Währenddessen wurden die einzelnen Klone 

mittels Fluoreszenzmikroskopie auf die Rate erfolgreich transfizierter Zellen und mittels 

Western Blot und wiederum Fluoreszenzmikroskopie auf die Expression des korrekten Proteins 

und dessen Expressionsstärke kontrolliert. Für weiterführende Versuche wurden Zellklone 

gewählt, die eine Rate transfizierter Zellen von mindestens 80 %, in der Regel aber 95-100 % 

erreichten und gleichzeitig eine Expressionsstärke zeigten, die ausreichend für 

proteinbiochemische und fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen war, ansonsten zur 

Vermeidung von Überexpressionseffekten aber möglichst niedrig war. 
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3.3.10  Induzierbare Zelllinie MDCK| Sw-Vps4a-E228Q-GFP 

Zur Überprüfung der Exosomenhypothese wurde im Verlauf dieser Arbeit eine stabile Zelllinie 

generiert, die die induzierbare Expression einer dominant-negativen ESCRT-III Mutante, Vps4a-

E228Q-GFP, erlaubt. Diese Zelllinie basiert auf dem GeneSwitch-System der Firma Invitrogen 

(Carlsbad (USA)). In diesem System induziert ein regulatives Hybridprotein, bestehend aus der 

S. cerevisiae GAL4-DNA-Bindedomäne, einer verkürzten Ligandenbindedomäne des humanen 

Progesteronrezeptors (die den Effektor Mifepriston bindet) und der Aktivierungsdomäne des 

humanen NF- Bˁ-Proteins, über die Bindung an die GAL4-Promoterregion die Transkription des 

gewünschten Gens (zum genauen Mechanismus siehe Abb. 3-2). 

 

 

Abb. 3-2  Mechanismus des GeneSwitch Systems 

In Abwesenheit von Mifepriston findet eine geringe basale Expression des regulativen Proteins durch 

Aktivierung des Herpes simplex Thymidinkinase-Promoters statt, das gebildete Protein liegt jedoch nur 

in inaktiver Form vor. Nach Zugabe von Mifepriston bindet dieses mit hoher Affinität an die 

Ligandenbindedomäne des Progesteronrezeptors und führt zur Aktivierung des Hybridproteins, was 

wiederum dessen Dimerisierung erlaubt. Als aktives Dimer bindet das Hybridprotein nun zum einen an 

die GAL4-Promoterregion des eigenen Gens, was zu einer positiven Verstärkung der Induktion führt, 

zum anderen löst es über Bindung an den GAL4-Promoter des gewünschten Proteins dessen 

Transkription aus. (Quelle: www.geneswitch.com) 
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Als Grundlage für die Erstellung der induzierbaren MDCK| Sw-Vps4a-E228Q-GFP-Zelllinie wurde 

die MDCK|Switch-Zelllinie verwendet (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Gerd 

Zimmer, Hannover), die bereits das Regulatorplasmid pSwitch stabil in ihr Genom integriert 

trägt. Diese wurde dann stabil mit dem induzierbaren Expressionsplasmid pSw-Vps4a-E228Q-

GFP transfiziert (siehe 3.3.9 Generierung stabiler Zelllinien). Da die anschließend untersuchten 

Klone nur sehr niedrige Transfektionsraten zeigten, wurde der Klon mit der höchsten Rate in 

zwei Durchläufen vereinzelt, um einen Klon mit ausreichender Transfektionsrate zu erhalten. 

Zur Vereinzelung wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA von der Zellkulturplatte gelöst, durch 

Zugabe von genügend FKS-haltigem Medium wurde die Trypsinreaktion gestoppt. 

Anschließend wurde die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer bestimmt und die 

Zellen in 96 Loch-Kulturschalen so ausgesät, dass eine statistische Zahl von 0,5 Zellen pro Loch 

erreicht wurde. Sobald die einzelnen Klone Konfluenz erreicht hatten, wurden sie passagiert 

und zu gleichen Teilen auf zwei 96 Loch-Schalen aufgeteilt, wovon eine zur Analyse der Klone 

verwendet wurde. Der Klon mit der höchsten Transfektionsrate wurde für die zweite Runde 

der Vereinzelung ausgewählt. 

Zur Induktion der Expression von Vps4a-E228Q-GFP wurde das Kulturmedium von den Zellen 

abgesaugt und durch Medium mit zusätzlich 10 nM Mifepriston ersetzt und für 4-24 h bei 37 °C 

inkubiert. 

 

3.3.11  Auflistung stabiler Zelllinien 

Folgende Zelllinien wurden im Rahmen dieser Dissertation verwendet oder erstellt (*). Sofern 

nicht anders angegeben wurde das in 3.3.2 Medien und Lösungen für MDCK II-Zellen 

beschriebene Medium mit entsprechenden Antibiotika verwendet. 

 

Tab. 3-4  Auflistung stabiler Zelllinien 

Zelllinie Exprimiertes Protein 
Besonderheiten 
Medium 

*MDCK|CEACAM1-
GFP 

Canines CEACAM1-4L (gp114) fusioniert 
mit GFP 

DMEM (high glucose) 
+ 10 % FKS 
+ G418 

*MDCK|Gal3-DsRed Humanes Galectin-3 fusioniert mit DsRed  + Zeocin 

MDCK|Gal3-YFP Humanes Galectin-3 fusioniert mit YFP 
DMEM (high glucose) 
+ 10 % FKS 
+ G418 

*MDCK|Gal3-V5 Humanes Galectin-3 fusioniert mit V5-Tag + Zeocin 
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*MDCK|Gal3-ASAA-V5 
Humanes Galectin-3 mit Mutation in der 
mutmaßlichen late domain όt{!t Ҧ !{!!ύΣ 
fusioniert mit V5-Tag 

+ Zeocin 

*MDCK|Gal3-R186S-
V5 

Humanes Galectin-3 mit Mutation in CRD, 
fusioniert mit V5-Tag 

+ Zeocin 

MDCK|p75-GFP Humanes P75NTR fusioniert mit GFP 
DMEM (high glucose) 
+ 10 % FKS 
+ G418 

*MDCK|p75-
GFP/Gal3-DsRed 

Humanes p75NTR fusioniert mit GFP und 
Galectin-3 fusioniert mit DsRed 

DMEM (high glucose) 
+ 10 % FKS 
+ G418 
+ Zeocin 

MDCK|Switch GeneSwitch-Regulatorprotein + Zeocin 

*MDCK|Sw-Vps4a-
E228Q-GFP 

Dominant-negative Mutante von 
humanem Vps4a fusioniert mit GFP, 
induzierbar 

+ Zeocin 
+ Hygromycin 

 

3.4  Molekularbiologische Methoden 

3.4.1  Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

Konnten DNA-Fragmente im Laufe der Dissertation nicht mittels Restriktionsendonuklease-

behandlung aus ihrem jeweiligen Vektor geschnitten werden, beziehungsweise mussten für 

eine weitere Verarbeitung der Fragmente spezielle Schnittstellen für Restriktionsenzyme 

angebracht werden, so geschah dies unter Zuhilfenahme der Polymerase-Ketten-Reaktion 

(PCR, Mullis et al. 1986).  

 

Für die PCR wurde nach folgendem Pipettierschema vorgegangen: 

0,1 µg  Vorlage (DNA, cDNA) 

10 µl  Reaktionspuffer (5x Phusion HF Puffer) 

1 µl  10 mM dNTPs 

5 µl  je Primer (10 µM) 

0,5 µl  Phusion-Polymerase 

Auffüllen auf 50 µl mit ddH2O 
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Der Ansatz wurde gründlich gemischt und anschließend im PCR-Gerät inkubiert. Das PCR-Gerät 

wurde dabei auf folgenden Ablauf programmiert: 

Initiale 
Denaturierung 

45 s bei 98 °C  

Denaturierung 15 s bei 98 °C 

30 
Wiederholungen 

Anlagerung der 
Primer 

30 s bei 56 °C* 

Verlängerung 15 s bei 72 °C 

Abschließende 
Verlängerung 

3 min bei 72 °C  

* Als Anlagerungstemperatur wurde in der Regel 56 °C gewählt. Bei sehr viel höheren und sehr 
viel niedrigeren Schmelztemperaturen der Primer wurde entsprechend nach oben oder unten 
korrigiert. 
 

Nach der PCR wurden 25 µl des Ansatzes mit 5 µl 30 % (v/v) Glycerin gemischt und mittels 

Agarose-Gelelektrophorese analysiert (1-1,5 % (w/v) Agarose in TAE, 3,7 µl/50 ml SYBR Safe- 

DNA-Färbelösung (Invitrogen, Carlsbad (USA); Stock 10.000x); die Auswahl der Prozentigkeit 

erfolgte nach Größe des zu erwartenden Fragments; die Herstellung des Gels wurde nach 

Molecular Cloning (Sambrook et al. 2001) durchgeführt). Fragmente geeigneter Größe wurden 

ŀǳǎ ŘŜƳ DŜƭ ŀǳǎƎŜǎŎƘƴƛǘǘŜƴ ǳƴŘ ƳƛǘǘŜƭǎ αŦǊŜŜȊŜΩƴΩǎǉǳŜŜȊŜά ŀǳŦƎŜǊŜƛƴƛƎǘ όǎƛŜƘŜ 3.4.4 

Gelextraktion von DNA-CǊŀƎƳŜƴǘŜƴ όαŦǊŜŜȊŜΩƴΩǎǉǳŜŜȊŜάύ). Die aufgereinigten Fragmente 

wurden dann in den Vektor pCR 2.1 TOPO-TA von Invitrogen, Carlsbad (USA), ligiert. Die 

Ligation erfolgte nach Anleitung des Herstellers. 

Jeweils 7,5 µl der so erstellten Konstrukte wurden zur Transformation chemisch-kompetenter 

Bakterien eingesetzt (siehe 3.4.6 Transformation chemisch-kompetenter E. coli-Bakterien 

mittels Hitze-schock), mit denen nun eine Plasmidisolierung im kleinen Maßstab durchgeführt 

werden konnte (siehe 3.4.7 Plasmidisolierung im kleinen Maßstab (Minipräp)). Die erhaltenen 

Plasmide konnten als Grundlage für eine Restriktionsendonukleasebehandlung (siehe 3.4.3 

Restriktionsendonukleasebehandlung) dienen. 

Phusion-Polymerase und Reaktionspuffer für die PCR wurden von New England Biolabs, 

Ipswich (USA), dNTPs von Fermentas, St.Leon-Rot, bezogen. 

 

TAE (Laufpuffer für Agarose-Gelelektrophorese) 

40 mM   Tris/Base  

20 mM   Essigsäure  

1 mM   EDTA  

pH 8,0  
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Tab. 3-5  Verwendete Primer 

Bezeichnung {ŜǉǳŜƴȊ όрΨ Ҧ оΨύ Verwendet für Klonierung  

G3wt fw EcoRI GAATTCTATGGCAGACAATTTTTCG 

Gal3 aus pGal3-YFP C1 für pSw-
Gal3-V5;  
Gal3-R186S aus pGal3-R186S-
GFP C1 für pSw-Gal3-R185S-V5; 
Flankierender Primer für 
t{!¢Ҧ!{!!-Mutation 

рΨ Dŀƭо/ 9ŎƻwL f GAATTCTATGCTGATTGTGCCTTATAAC 
Gal3-ɲb ŀǳǎ ǇDŀƭо-ɲb-YFP C1 
für pSw-Gal3-ɲb-V5 

G3 V5 rev NotI GCTTCATATACCATGATAGCGGCCGC 

Gal3 aus pGal3-YFP C1 für pSw-
Gal3-V5;  
Gal3-R186S aus pGal3-R186S-
GFP C1 für pSw-Gal3-R186S-V5; 
Gal3-ɲb ŀǳǎ ǇDŀƭо-ɲb-YFP C1 
für pSw-Gal3-ɲb-V5; 
Flankierender Primer für 
t{!¢Ҧ!{!!-Mutation 

G3R r KpnI GATACCGGATCCACCGTGAGGTACC Gal3-DsRed aus pGal3-DsRed C1 
für pGal3-DsRed (Zeo) 

G3R f AflII CTTAAGATGGACAACACCGAGGACGTC Gal3-DsRed aus pGal3-DsRed C1 
für pGal3-DsRed (Zeo) 

Tsg101 f EcoRI GAATTCAATGGCGGTGTCGGAGAGCC Tsg101 aus pTsg101-GFP C2 in 
pECFP C1, pEYFP C1, pDsRed C1  

Tsg101 r KpnI GGTACCGTATCAGAGAAGTCAGTAGAG Tsg101 aus pTsg101-GFP C2 in 
pECFP C1, pEYFP C1, pDsRed C1 

GFP-C1 f KpnI GGTACCATGGTGAGCAAGGGCGAG 
Vps4a-E228Q-GFP aus pVps4a-
E228Q-GFP C1 für pSw-Vps4a-
E228Q-GFP C1 

Vps4a r BamHI GGATCCTTAACTCTCTTGCCCAAAGTC 
Vps4a-E228Q-GFP aus pVps4a-
E228Q-GFP C1 für pSw-Vps4a-
E228Q-GFP C1 

 

3.4.2  Overlap extension-PCR (OE-PCR) 

Die overlap extension-PCR (OE-PCR) ist eine Sonderform der im letzten Kapitel beschriebenen 

Standard-PCR. Sinn der OE-PCR ist es Mutationen (z.B. Insertionen, Deletionen oder auch 

Punktmutationen) in ein Gen einzuführen oder aber auch zwei Gene zu fusionieren. Im Falle 

der Einführung einer Punktmutation, wie sie im Verlauf dieser Dissertation zur Herstellung der 

Galectin-3-ASAA-Mutante durchgeführt wurde, läuft wie folgt ab: Zunächst werden in zwei 

getrennten PCR-!ƴǎŅǘȊŜƴ ŘŜǊ рΨ- ǳƴŘ ŘŜǊ оΨ-gelegene Anteil des Gens amplifiziert, jeweils 

unter Verwendung eines flankierenden Primers und eines internen Primers (vergleiche Abb. 

3-3). Das besondere an den internen Primern ist, dass sie zum einen weitestgehend 

komplementär zur Zielsequenz sind, d.h. immer noch mit dieser hybridisieren können, zum 

anderen aber in ihrer Sequenz Mutationen tragen, die zum gewünschten 
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Aminosäureaustausch führen. Weiterhin sind die beiden internen Primer komplementär zu 

einander, was in einer anschließenden PCR-Reaktion dazu führt, dass die beiden zuvor 

amplifizierten Fragmente miteinander hybridisieren und die Polymerase die entstehenden 

Lücken auffüllt. Die entstandene mutierte DNA-Sequenz wird in der gleichen Reaktion unter 

Verwendung der ebenfalls zugegebenen flankierenden Primer amplifiziert und steht für 

weitere Verwendungen zur Verfügung. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die beiden ersten PCRs der OE-PCR wurden identisch zur Standard-PCR (siehe 3.4.1 

Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)) durchgeführt. Die entstanden Proben wurden mittels 

Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Banden, die der erwarteten Größe entsprachen, 

ǿǳǊŘŜƴ ŀǳǎƎŜǎŎƘƴƛǘǘŜƴ ǳƴŘ ŘǳǊŎƘ αŦǊŜŜȊŜΩƴΩǎǉǳŜŜȊŜά όǎƛŜƘŜ 3.4.4 Gelextraktion von DNA-

CǊŀƎƳŜƴǘŜƴ όαŦǊŜŜȊŜΩƴΩǎǉǳŜŜȊŜάύ) aufgereinigt.  

 

 

 

 

 

 

Abb. 3-3  OE-PCR 

fP ς flankierender Primer; iP ς interner Primer, trägt mutierte 

Sequenzen (rote Punkte) 
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Unter Verwendung der aufgereinigten Fragmente als Vorlagen-DNA wurde eine weitere PCR 

mit folgendem Pipettierschema durchgeführt: 

5 µl  je aufgereinigtes Amplifikat (Fragment 1 + 2) 

10 µl  Reaktionspuffer (5x Phusion HF Puffer) 

1 µl  10 mM dNTPs 

5 µl  je flankierendem Primer (10 µM) 

0,5 µl  Phusion-Polymerase 

Auffüllen auf 50 µl mit ddH2O 

 

Die Programmierung des PCR-Geräts war auch für diese PCR mit der Standard-PCR identisch. 

Das erhaltene Produkt wurde erneut per Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels 

αŦǊŜŜȊŜΩƴΩǎǉǳŜŜȊŜά ŀǳŦƎŜǊŜƛƴƛƎǘΦ aƛǘ ŘŜƳ ŀǳŦƎŜǊŜƛƴƛƎǘŜƴ tǊƻŘǳƪǘ ǿǳǊŘŜ ŀƴŀƭƻƎ Ȋǳ ŘŜƴ 

Produkten der Standard-PCR verfahren (siehe 3.4.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)). 

 

Tab. 3-6  Verwendete Mutageneseprimer 

Bezeichnung {ŜǉǳŜƴȊ όрΨ Ҧ оΨύ Verwendet für Mutation 

Gal3-!{!! рΨ нƴŘ GGACAGgCaAGTgCCGCCGGAGC Galectin-3, P95A + T98A (ASAA) 

Gal3-!{!! оΨ мǎǘ GCTCCGGCGGcACTtGcCTGTCC Galectin-3, P95A + T98A (ASAA) 

Mutierte Nukleotide sind in Kleinbuchstaben dargestellt. 

 

3.4.3  Restriktionsendonukleasebehandlung 

In der Vorbereitung zur Ligation mussten sowohl Ausgangs- als auch Zielvektor einer 

Restriktionsendonukleasebehandlung unterzogen werden. Dazu wurde nach folgendem 

Pipettierschema vorgegangen: 

10 µg  Vektor-DNA 

5 µl  Reaktionspuffer (10X FastDigest-Puffer) 

1,5 µl  FastDigest-Restriktionsendonuklease A 

(1,5 µl  FastDigest-Restriktionsendonuklease B) 

Auffüllen auf 50µl mit ddH2O 

 

Der Ansatz wurde gut gemischt und dann für 5-15 min bei 37 °C inkubiert. Jeweils 25 µl des 

Ansatzes wurden (wie weiter oben beschrieben) mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert, 

die restlichen 25 µl bei -20 °C gelagert. DNA-Fragmente, deren Größen mit den Erwartungen 

übereinstimmten, wurden aus dem Gel ausgeschnitten und wiederum mittels 
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αŦǊŜŜȊŜΩƴΩǎǉǳŜŜȊŜά ŀǳŦƎŜǊŜƛƴƛƎǘΦ FastDigest-Enzyme und Reaktionspuffer für 

Restriktionsendonukleasebehandlungen wurden von Fermentas, St. Leon-Rot bezogen. 

 

3.4.4  Gelextraktion von DNA-CǊŀƎƳŜƴǘŜƴ όαŦǊŜŜȊŜΩƴΩǎǉǳŜŜȊŜάύ 

Zur Aufreinigung der DNA-Fragmente wurden diese zunächst mit Hilfe von Agarose-

Gelelektrophorese aufgetrennt (45-60 min bei 80-100 V). Die gefärbten Agarosegele wurden 

dann im ChemiLux-Imager unter Verwendung von UV-Licht betrachtet und die Größe der 

entstandenen Fragmente durch Vergleich mit einem Molekulargewichtsstandard (je nach 

erwarteter Größe des Fragments Quick-Load 100bp oder Quick-Load 1kb DNA ladder von New 

England Biolabs, Ipswich (USA)) bestimmt. Fragmente der erwarteten Größe wurden mit Hilfe 

eines sterilen Skalpells aus dem Gel ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefäß überführt. 

Dieses wurde in flüssigem Stickstoff schockgefroren, die Gelstücke dann zwischen 

doppellagigem Parafilm mit Hilfe eines Objektträgers vorsichtig ausgequetscht. Die freigesetzte 

Flüssigkeit wurde mit einer Pipette abgesaugt und in ein sauberes Reaktionsgefäß überführt. 

Anschließend erfolgte die Fällung der darin enthaltenen DNA durch Zugabe von 3 M 

Natriumacetat (1/10 Volumen der DNA-Lösung) und 96 % Ethanol (zweifaches Volumen) bei 

4 °C für 10 min. Die so gefällte DNA wurde durch Zentrifugation (13000 rpm/15 min/4 °C) 

pelletiert, das entstandene Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen und wiederum zentrifugiert 

(13000 rpm/15 min/4 °C). Anschließend wurde der überstehende Alkohol abgesaugt und das 

Pellet getrocknet. Das Pellet wurde in 20 µl ddH2O aufgenommen und konnte so für die 

Ligation oder andere Anwendungen eingesetzt werden. 

 

3.4.5  Ligation 

Für die Ligation von Insert und Zielvektor wurde zunächst deren DNA-Konzentration über die 

vor der Aufreinigung durchgeführte Agarose-Gelelektrophorese durch Vergleich der 

Bandenstärken abgeschätzt. Die aufgereinigten Fragmente wurden im ungefähren Verhältnis 

Vektor : Insert = 1 : 5 eingesetzt. Es wurde dabei nach folgendem Pipettierschema 

vorgegangen: 

X µl  Vektor 

Y µl  Insert 

2 µl  Reaktionspuffer (10x) 

1 µl   T4 DNA-Ligase 

Auffüllen auf 20 µl mit ddH2O 
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Dieser Ligationsansatz wurde zunächst gründlich gemischt und dann für 1 h bei RT inkubiert. 

Bis zur Transformation in kompetente Bakterien wurde der ligierte Vektor bei -20 °C 

aufbewahrt. 

 

3.4.6  Transformation chemisch-kompetenter E. coli-Bakterien mittels Hitze-

schock 

¢ǊŀƴǎŦƻǊƳƛŜǊǘ ǿǳǊŘŜƴ 5Iрʰ-Bakterien für die Amplifikation von Plasmiden und BL21-Star-

Bakterien, die zur Produktion von rekombinanten Proteinen genutzen werden konnte (siehe 

3.7.1 Herstellung von rekombinantem Galectin-3). Bei den Bakterien handelt es sich um 

verschiedene transformationskompetente Escherichia coli-Stämme, die in beiden Fällen von 

New England Biolabs, Ipswich (USA), bezogen wurden. 

Nach Auftauen der kompetenten Bakterien wurden etwa 100 µl eines Bakterienaliquots mit 

7,5 µl des Ligationsansatzes gemischt und für 15 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte 

durch Inkubation für 30 s bei 42 °C der sogenannte Hitzeschock, auf den wiederum eine 

Inkubation von 3 min auf Eis folgte. Zur Regeneration der Bakterien wurden diese mit 400 µl 

SOC-Medium gemischt und für 45 min bei 37 °C schüttelnd inkubiert. Die angewachsenen 

Bakterien wurden für 1 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Vom Überstand wurden 300 µl 

abgenommen und das Pellet im Restüberstand resuspendiert. Die Lösung wurde jetzt auf eine 

LB-Agarplatte ausgestrichen und bei 37 °C über Nacht inkubiert. Es wurde hierbei darauf 

geachtet, dass die Kulturplatten das Antibiotikum (Kanamycin oder Ampicillin) enthielten, das 

jeweils zur Selektion des entsprechenden Konstrukts nötig war. 

Am darauffolgenden Tag konnten gewachsene Kolonien (die mutmaßlich das entsprechende 

Plasmid enthielten) zur Animpfung für DNA-Präparationen im großen oder kleinen Maßstab 

genutzt werden. 

 

SOC 

2 % (w/v)  BactoTrypton  

0 ,5% (w/v)  Bacto-yeast-extract  

0,5 % (w/v)  NaCl  

2,5 mM KCl  

pH 7,0 (mit NaOH)  

Nach dem Autoklavieren plus 20 mM Glucose (sterilfiltriert) 
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LB 

1 % (w/v)  Bacto Trypton  

0,5 % (w/v) Bacto-yeast-extract  

1 % (w/v)  NaCl  

  

LB-Agar 

LB - Medium mit zusätzlich:  

1,5 % (w/v)  Bacto-Agar 

Je nach Bedarf wurden noch Antibiotika zugegeben (Kanamycin 25 ˃ ƎκƳƭ aŜŘƛǳƳΤ !ƳǇƛŎƛƭƛƴ 

100 ˃ ƎκƳƭ aŜŘƛǳƳύ 

 

3.4.7  Plasmidisolierung im kleinen Maßstab (Minipräp) 

Zur Plasmidisolierung im kleinen Maßstab wurden Kolonien mit Hilfe eines sterilen 

Zahnstochers von der entsprechenden Kulturplatte gepickt und zum Animpfen von 2 ml LB-

Medium eingesetzt. Dieses Kulturmedium enthielt Antibiotika, die dem Resistenzgen des 

jeweiligen Plasmids entsprachen. Die über Nacht bei 37 °C im Schüttelinkubator gewachsene 

Kultur wurde vollständig für 1 min bei 5000 rpm in der Tischzentrifuge pelletiert. Mit dem 

Pellet wurde eine Plasmidisolierung im kleinen Maßstab durch alkalische Lyse nach Molecular 

Cloning (Sambrook et al. 2001) durchgeführt. Das resultierende Pellet wurde in 50 µl TE-Puffer 

resuspendiert und bei -20 °C gelagert. 

Zur Analyse der erhaltenen Plasmide wurden diese einer erneuten Restriktionsendonuklease-

behandlung unterzogen. Verwendet wurden dafür entweder die bereits zuvor eingesetzten 

oder andere als geeignet erscheinende Restriktionsenzyme. Die Proben wurden wie bereits 

beschrieben über Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und das entstehende Bandenmuster 

wurde mit den theoretisch zu erwartenden Bandengrößen verglichen. Eine Klonierung wurde 

zunächst als erfolgreich bezeichnet, wenn die Bandengrößen den theoretisch zu erwartenden 

Größen entsprachen. Um die fehlerfreie Klonierung zu bestätigen, wurde zudem noch eine 

Sequenzierung des enthaltenen Gens durchgeführt (siehe 3.4.9 Sequenzierung). Dies war 

insbesondere dann nötig, wenn die Klonierung auch einen PCR-Schritt enthielt, da DNA-

Polymerasen eine gewisse Fehlerwahrscheinlichkeit besitzen und daher ungewollt Mutationen 

in das Gen einführen können. 
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Für die alkalische Lyse verwendete Lösungen: 

Lösung 1 

50 mM   Glucose 

10 mM   EDTA 

25 mM   Tris 

pH 8,0 (mit HCl) 

 

Lösung 2 

200 mM  NaOH 

1 % (w/v)  SDS 

 

Lösung 3 

3 M   KAc 

pH 4,8 

 

3.4.8  Plasmidisolierung im großen Maßstab (Maxipräp) 

Um Plasmide erfolgreicher Klonierungen in größerer Menge zu produzieren, wurden zunächst 

mit positiven Kolonien von der Kulturplatte Zwischenkulturen (2 ml LB-Medium mit 

entsprechendem Antibiotikum) angeimpft und über 8-10 h bei 37 °C im Schüttelinkubator 

wachsen gelassen. Mit Hilfe dieser Zwischenkulturen wurden wiederum 200 ml LB-Medium 

angeimpft und über Nacht bei 37 °C im Schüttelinkubator inkubiert. Auch dieses Medium 

enthielt Antibiotika, die dem Resistenzgen des entsprechenden Plasmids entsprachen. Aus den 

gewachsenen Kulturen wurde 500 µl Bakteriensuspension entnommen und mit 500 µl Glycerin 

vermischt. Diese Suspension wurde bei -80 °C gelagert und diente als Reserve für spätere 

Bakterienkulturen. Mit dem restlichen Volumen wurde eine Plasmidisolierung im großen 

Maßstab durch alkalische Hydrolyse nach Molecular Cloning (Sambrook et al. 2001) 

durchgeführt.  

Alternativ wurde ein kommerzielles Kit (JetStar 2.0, Genomed, Löhne) zur Aufreinigung der 

Plasmide eingesetzt. Hierbei wurde nach Anweisung des Herstellers vorgegangen. 

Konzentration sowie Reinheit der erhaltenen DNA-Präparation wurden photometrisch 

bestimmt. Die Konzentration der DNA kann dabei aus der Absorption der Lösung bei 260 nm 

nach Molecular Cloning (Sambrook et al. 2001) berechnet werden. Über den Quotienten aus 

der Absorption bei 260 nm durch die Absorption bei 280 nm kann wiederum die Reinheit der 

Probe bestimmt werden. Ein Quotient von 1,75 - 1,95 gilt dabei als sehr reine Probe, während 
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ein Quotient über 1,95 auf eine RNA-Verunreinigung und ein Quotient unter 1,75 auf eine 

Verunreinigung mit Proteinen und/oder Phenol hinweist. 

 

Für alkalische Lyse verwendete Lösungen siehe 3.4.7 Plasmidisolierung im kleinen Maßstab 

(Minipräp). 

 

3.4.9  Sequenzierung 

Um ungewollte Mutationen in den klonierten Genen auszuschließen, wurde deren Sequenz 

mittels Sequenzierung festgestellt. Dazu wurden Proben des jeweiligen Plasmids zusammen 

mit spezifischen Sequenzierprimern an die Firma Seqlab, Göttingen, geschickt, die die 

Sequenzierung durchführte. Zur Vorbereitung der Proben wurde nach Anweisung der Firma 

vorgegangen. 

 

Tab. 3-7  Verwendete Sequenzierprimer 

Bezeichnung {ŜǉǳŜƴȊ όрΨ Ҧ оΨύ Sequenzierung von Vektor 

pCR3.1-BGHrev  TAGAAGGCACAGTCGAGG pCDNA4 Myc/His A, pGene 
V5/His A 

DsRed C1 for GGCTCCCAGTCCGGACTCAG pDsRed(Monomer) C1 

DsRed N1 rev GTACTGGAACTGGGGGGACAG pDsRed(Monomer) N1 

pEGFP C1 for GATCACTCTCGGCATGGAC pECFP C1, pEGFP C1, pEYFP C1 

pEGFP C1 rev CATTTTATGTTTCAGGTTCAGGG 
pDsRed(Monomer) C1, pECFP 
C1, pEGFP C1, pEYFP C1 

pEGFP N1 for GTCGTAACAACTCCGCCC pDsRed(Monomer) N1, pECFP 
N1, pEGFP N1, pEYFP N1 

pEGFP N1 rev GTCCAGCTCGACCAGGATG pECFP N1, pEGFP N1, pEYFP N1 

M13 Forward (-20) GTAAAACGACGGCCAG pCDNA4 Myc/His A, pCR2.1 
TOPO 

M13 Reverse CAGGAAACAGCTATGAC pCR2.1 TOPO 

 
 

3.4.10  Auflistung verwendeter Plasmide 

 

Tab. 3-8  Verwendete Plasmide 

Bezeichnung Vektorhintergrund Kurzbeschreibung 

CFP-Konstrukte   

CHMP4C-CFP pECFP 

CHMP4C, ESCRT III-Komponente, durch Fusion 
mit CFP dominant-negativ; freundlicherweise zur 
Verfügung gestellt von Dr. Thomas Strecker, 
Institut für Virologie, Philipps-Universität Marburg 
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*Gal3-ɲb-CFP pECFP C1 
Mutante von Galectin-3, N-Terminus bis AS 114 
deletiert 

Rab4-CFP pECFP C1 Rab4, GTPase, Marker für das frühe Endosom 

*Rab13-CFP pECFP C1 Rab13, GTPase, Marker für Recycling-Endosom 

*Tsg101-CFP pECFP C1 Tsg101, ESCRT I-Komponente 

   

GFP-Konstrukte   

CEACAM1-GFP pEGFP N1 
CEACAM1-4L, Zelladhäsionsmolekül, vermutete 
Identität mit MDCK-Protein gp114 

*Gal3-ɲb-GFP pEGFP C1 
Mutante von Galectin-3, N-Terminus bis AS 114 
deletiert 

P75NTR-GFP pEGFP N1 
P75NTR, Neurotrophinrezeptor, Marker für raft-
unabhängigen apikalen Transport 

*Rab13-GFP pEGFP C1 Rab13, GTPase, Marker für Recycling-Endosom 

Sw-Vps4a-E228Q-
GFP 

pGene V5/His A 
Dominant-negative Mutante von Vps4a, Mutation 
in der ATPase-Domäne; induzierbares Plasmid 

Tsg101-GFP pEGFP C2 
Tsg101, ESCRT I-Komponente; freundlicherweise 
zur Verfügung gestellt von Prof. Bong-Yoon Kim, 
Yonsei-Universität, Seoul (Südkorea)  

Vps4a-GFP pEGFP C1 

Vps4a, ESCRT-III-Komponente, sorgt für 
Disassemblierung des ESCRT; freundlicherweise 
zur Verfügung gestellt von Prof. Wes Sundquist, 
University of Utah (USA) 

Vps4a-E228Q-GFP pEGFP C1 

Dominant-negative Mutante von Vps4a, Mutation 
in der ATPase-Domäne; freundlicherweise zur 
Verfügung gestellt von Prof. Wes Sundquist, 
University of Utah (USA) 

Vps4a-K173Q-GFP pEGFP C1 

Dominant-negative Mutante von Vps4a, Mutation 
in der ATPase-Domäne; freundlicherweise zur 
Verfügung gestellt von Prof. Wes Sundquist, 
University of Utah (USA) 

   

YFP-Konstrukte   

CHMP3-YFP pEYFP 

CHMP3, ESCRT III-Komponente, durch Fusion mit 
YFP dominant-negativ; freundlicherweise zur 
Verfügung gestellt von Dr. Thomas Strecker, 
Institut für Virologie, Philipps-Universität Marburg 

Gal3-YFP pEYFP C1 
Galectin-3, galactosebindendes Lectin, 
vermuteter Sortierrezeptor 

*Gal3-ɲb-YFP pEYFP C1 
Mutante von Galectin-3, N-Terminus bis AS 114 
deletiert 

*Rab13-YFP pEYFP C1 Rab13, GTPase, Marker für Recycling-Endosom 

*Tsg101-YFP pEYFP C1 Tsg101, ESCRT I-Komponente 
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DsRed-Konstrukte   

CHMP4B-DsRed pDsRed 

CHMP4B, ESCRT III-Komponente, durch Fusion 
mit DsRed dominant-negativ; freundlicherweise 
zur Verfügung gestellt von Dr. Thomas Strecker, 
Institut für Virologie, Philipps-Universität Marburg 

Gal3-DsRed pDsRed C1 
Galectin-3, galactosebindendes Lectin, 
vermuteter Sortierrezeptor 

*Gal3-DsRed (Zeo) pCDNA4 Myc/His A 
Galectin-3, galactosebindendes Lectin, 
vermuteter Sortierrezeptor, umkloniert für 
Zeocin-Resistenz 

*Gal3-ɲb-DsRed pDsRed C1 
Mutante von Galectin-3, N-Terminus bis AS 114 
deletiert 

Mito-DsRed - DsRed mit mitochondrialer Targeting-Sequenz 

*P75NTR-DsRed pDsRed N1 
P75NTR, Neurotrophinrezeptor, Marker für raft-
unabhängigen apikalen Transport 

*Rab13-DsRed pDsRed C1 Rab13, GTPase, Marker für Recycling-Endosom 

*Tsg101-DsRed pDsRed C1 Tsg101, ESCRT I-Komponente 

   

Sonstige    

*Gal3-V5 pCDNA4 Myc/His A 
Galectin-3, galactosebindendes Lectin, 
vermuteter Sortierrezeptor 

*Gal3-ASAA-V5 pCDNA4 Myc/His A 
Mutante von Galectin-3, Mutation in möglicher 
late domain όt{!t Ҧ !{!!ύ 

*Gal3-ɲb-V5 pCDNA4 Myc/His A 
Mutante von Galectin-3, N-Terminus bis AS 114 
deletiert 

*Gal3-R186S-V5 pCDNA4 Myc/His A 
Mutante von Galectin-3, Mutation in der 
Zuckerbindedomäne 

Switch -  Regulatorplasmid des GeneSwitch-Systems 

*Sw- Gal3-V5 pGene V5/His A 
Galectin-3, galactosebindendes Lectin, 
vermuteter Sortierrezeptor, induzierbares 
Plasmid 

*Sw- Gal3-ɲb-V5 pGene V5/His A 
Mutante von Galectin-3, N-Terminus bis AS 114 
deletiert; induzierbares Plasmid 

*Sw-Gal3-R186S-
V5 

pGene V5/His A 
Mutante von Galectin-3, Mutation in der 
Zuckerbindedomäne; induzierbares Plasmid 

Mit (* ) markierte Plasmide wurden im Rahmen dieser Arbeit kloniert bzw. subkloniert. Zur 
±ŜǊŜƛƴŦŀŎƘǳƴƎ ǿǳǊŘŜ Řŀǎ αǇά für Plasmid (z.B. pGal3-GFP) in der Bezeichnung jeweils weggelassen. 

 

3.5  Zellbiologische Methoden 

3.5.1  Endozytose von Galectin-3 

Die Feststellung der Endozytosebedingungen eines Proteins nur mit Hilfe des endogenen 

Proteins ist meist nur eingeschränkt möglich, da dazu der Anteil der Proteinpopulation, der 
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sich zum Start des Experiments nicht an der Membran befindet, vom Versuch ausgeschlossen 

werden muss. Eine Möglichkeit dieses Problem zu umgehen stellt die exogene Zugabe von 

meist in Bakterien hergestelltem, rekombinantem Protein dar. 

Zur Herstellung von rekombinantem Galectin-3 für diesen Versuch siehe 3.7.1 Herstellung von 

rekombinantem Galectin-3.  

Für diesen Versuch wurden MDCK-Zellen verwendet, die für 7 d auf 6 cm Kulturschalen (für 

biochemische Versuche) oder auf 24 Loch-Filtern (für Fluoreszenzmikroskopie) kultiviert 

wurden. Diese wurden zunächst zweimal für jeweils 30 min bei 37 °C mit MEM (ohne Zusätze) 

inkubiert, um störendes FKS zu entfernen. Nach zweimaligem Waschen mit PBS++ wurden die 

Zellen dann bei 4 °C für 30 min mit rekombinantem Galectin-3 (1 µM in PBS++) inkubiert. 

Dieser 4 °C-Schritt sollte eine Anlagerung des Proteins ohne gleichzeitige Endozytose bewirken 

um eine synchronisierte Aufnahme des rekombinanten Proteins zu erreichen. Die eigentliche 

Aufnahme wurde dann für 0 bis 60 min bei 37 °C durchgeführt, wobei zu beachten ist, dass das 

rekombinante Galectin-3 nach 10 min von der Kulturplatte abgesaugt wurde und für den Rest 

des Versuches durch vorgewärmtes PBS++ ersetzt wurde. In manchen Versuchen wurde 

zusätzlich zum rekombinanten Protein zudem noch 0,5 mg/ml Dextran-Alexa647 als 

Flüssigphasenmarker zugegeben. 

Die so behandelten Zellen konnten für fluoreszenzmikroskopische oder biochemische 

Untersuchungen verwendet werden. 

 

3.5.2  Exosomenpräparation 

Bei Exosomen handelt es sich um vesikuläre Strukturen, die von verschiedenen Zelltypen 

sezerniert werden (für nähere Informationen siehe 2.3 Unkonventionelle Sekretion). Mittels 

differentieller Zentrifugation können Exosomen aus dem Zellkulturüberstand isoliert und für 

weitere Untersuchungen verwendet werden. Das hier verwendete Protokoll wurde erstmals 

von Raposo und Kollegen beschrieben (Raposo et al. 1996), jedoch im weiteren Verlauf 

modifiziert und für die eigenen Belange optimiert. 

Für die Präparation von Exosomen aus dem Kulturüberstand von MDCK-Zellen wurden meist 

vier 10 cm-Kulturplatten verwendet, für die Präparation von apikalen und basolateralen 

Exosomen jedoch insgesamt zwölf 6 Loch-Filter. Nach 6 d in Kultur wurden diese Zellen 

dreifach mit PBS gewaschen und schließlich für 4-16 h bei 37 °C in MEM (mit allen Zusätzen) 

inkubiert. Um Artefakte durch möglicherweise im Kälberserum vorhandene Exosomen zu 

verhindern, wurde das für diese Inkubation verwendete FKS zuvor bei 100.000 g für 1 h 

zentrifugiert, der Überstand dann abgenommen und sterilfiltriert. Im Anschluss an die 37 °C-
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Inkubation wurde das Medium abgenommen, in ein 50 ml Falcon-Gefäß überführt und der hier 

aufgelisteten differentiellen Zentrifugation unterzogen (sämtliche Schritte wurden bei 4 °C 

durchgeführt): 

1. Zentrifugation:  300 g für 6 min in 50 ml Falcon-Gefäß     

   (Entfernung verbliebener Zellen) 

2. Zentrifugation: 5.000 g für 30 min in 50 ml Falcon-Gefäß   

   (Entfernung von Zelldebris) 

3. Zentrifugation: 20.000 g für 30 min in 2 ml Reaktionsgefäßen   

   (Entfernung von Mikrovesikeln) 

4. Zentrifugation: 4500 rpm in Amicon Ultra-15 100K, Millipore, Billerica (USA)  

   (zur Konzentration auf unter 1,5 ml) 

Nach Ankonzentrieren des Medienüberstandes wurde dieser in ein 1,5 ml Polyallomer-

Reaktionsgefäß überführt, falls nötig auf 1,5 ml mit PBS++ aufgefüllt, und schließlich wurden 

durch Zentrifugation für 1 h bei 100.000 g und 4 °C die Exosomen pelletiert. Nach Abnahme 

des Überstandes und Waschen des Pellet mit 1,5 ml PBS++ wurden die Exosomen ein zweites 

Mal zentrifugiert. Der Überstand dieser Zentrifugation wurde verworfen, das Pellet je nach 

weiterer Verwendung durch Vortexen in 30 µl PBS++ oder 30 µl 1x SDS-Probenpuffer 

resuspendiert. 

 

3.5.3  Mikrovesikelpräparation 

Mikrovesikel sind den Exosomen ähnliche Strukturen, die jedoch morphologische und 

funktionelle Unterschiede aufweisen (siehe 2.3 Unkonventionelle Sekretion). Zusätzlich 

unterscheiden sich beide Strukturen auch in ihren Zentrifugationseigenschaften. Während 

Exosomen, wie im vorherigen Kapitel beschrieben, erst durch Zentrifugieren bei 100.000 g 

pelletierbar werden, können Mikrovesikel bereits mit 10.000 g pelletiert werden 

(Muralidharan-Chari et al. 2009). 

Die Präparation von Mikrovesikeln wurde bis zur 3. Zentrifugation identisch zur 

Exosomenpräparation durchgeführt. Anschließend wurde der Zellkulturüberstand jedoch nicht 

bei 20.000 g, sondern nur bei 10.000 g für 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Zudem wurde der 

Medienüberstand nicht auf 2 ml Reaktionsgefäße verteilt, sondern gesammelt in einem 50 ml 

Falcon-Gefäß zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde dann mit 2 ml PBS++ gewaschen und 

erneut für 30 min bei 10.000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und 

das Pellet je nach weiterer Verwendung in 30 µl PBS++ oder 30 µl 1x SDS-Probenpuffer 

resuspendiert.  
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3.5.4  Flotation von Exosomen  

Zur Überprüfung der Hypothese, ob es sich bei den isolierten Exosomen tatsächlich um 

vesikuläre Strukturen handelt, wurden diese einem Flotationstest unterzogen. Hierzu wurden 

die isolierten Exosomen statt in PBS++ in 1 ml 60 % (w/v) Nycodenz aufgenommen und mit 

Hilfe des Gradientenmischers Econo Gradient Pump mit einem linearen Nycodenz-Gradienten 

(40-5 % Nycodenz; Stock: 60 % (w/v) Nycodenz; verdünnt in 10 mM Hepes, pH 7,4) 

überschichtet. Die Gradienten wurden für 16 h bei 100.000 g und 4 °C im SW-41-Rotor 

zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Gradient in 1 ml Fraktionen von unten nach 

oben abgenommen und die Fraktionen anschließend TCA-gefällt (siehe 3.6.4 

Trichloressigsäure-Fällung). 

 

3.6  Allgemeine proteinbiochemische Methoden 

3.6.1  Herstellung von Zelllysaten 

Als Kontrolle zur Überprüfung der Expression eines Proteins in Säuger-Zellen durch das 

Western Blot-Verfahren, oder auch als Ausgangspunkt für weitergehende Versuche, war es 

mitunter nötig, Zellen zu lysieren. Dazu wurden diese zweifach mit PBS++ gewaschen. 

Anschließend wurde auf die Kulturplatte ein Lysispuffer, meist Standardlysispuffer, und 

Protease-Inhibitoren-Mix (PI) pipettiert. Die konkreten Volumina dafür waren jeweils 

versuchsabhängig, meist wurden jedoch 500 µl Lysispuffer und 20 µl PI für eine 10 cm-

Kulturschale verwendet. Die Zellen wurden mit Hilfe eines Gummischabers von der Schale 

abgelöst und mit der Pipette in ein Reaktionsgefäß überführt. Bis hier wurden alle Schritte auf 

Eis durchgeführt. Zur eigentlichen Lyse wurden die Zellen für ca. 30 min auf dem 

Überkopfschüttler bei 4 °C inkubiert und anschließend bei 13000 rpm und 4 °C für 10 min in 

der Kühlzentrifuge zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt 

und auf diese Weise von unlöslichem Zelldebris getrennt. Die Proben wurden nun entweder 

direkt durch SDS-PAGE aufgetrennt oder bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt. 
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Standardlysispuffer (CoIP-Lysis-Puffer) 

25 mM  Tris 

1 mM  EDTA 

1 mM  EGTA 

100 mM NaCl 

1 % (v/v) Triton X-100 

0,5 % (v/v) NP40 

pH 7,5 (mit HCl) 

 

Proteinase-Inhibitoren-Mix (PI) 

Lösung 1:  

PMSF 3,4 mg/ml (in DMSO) 

  

Lösung 2 (für 20ml in PBS):  

20 ˃ ƭ   Pepstatin 1mg/ml (in DMSO)  

20 ˃ ƭ   !ƴǘƛǇŀƛƴ мƳƎκнлл˃ƭ όƛƴ 5a{hύ  

20 ˃ ƭ   [ŜǳǇŜǇǘƛƴ мƳƎκнлл˃ƭ όƛƴ t.{ύ  

20 ˃ ƭ   Aprotinin 1mg/ml (in PBS)  

20 ˃ ƭ   Trypsin/Chymotrypsin-LƴƘƛōƛǘƻǊ нрƳƎκрлл˃ƭ όƛƴ t.{ύ  

 

Vor Gebrauch wurden 25 µl Lösung 1 mit 500 µl Lösung 2 gemischt. 

 

3.6.2  Immunpräzipitation 

Manche Versuche machen es nötig, ein bestimmtes Protein aus dem Lysat spezifisch zu 

isolieren, um anschließend weitere Versuche, z.B. die Überprüfung des Glykosylierungsstatus 

(3.7.7 Glykosidase-Behandlung), durchführen zu können. Zudem verbessert die Isolation aus 

dem Lysat oft die anschließende Detektion im Western Blot. Hierzu führt man eine sogenannte 

Immunpräzipitation (IP) durch, in der zunächst die spezifische Bindung eines Antikörpers an 

sein Antigen genutzt wird um das Antigen in einem zweiten Schritt über Bindung des 

Antikörpers an Protein-A-Sepharose (PAS) oder Protein-G-Sepharose (PGS) pelletierbar zu 

machen. 

Zellen für die Immunpräzipitation wurden wie unter 3.6.1 Herstellung von Zelllysaten 

beschrieben zunächst mit IP-Lysispuffer lysiert. Nach Überführen des PNS in ein neues 

Reaktionsgefäß wurde zu jeder Probe 50 µl PAS bzw. PGS gegeben und 1 h bei 4 °C auf dem 
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Überkopfschüttler inkubiert, um Proteine, die unspezifisch an Protein A/G oder Sepharose 

binden, durch einen Zentrifugationsschritt bei 6000 rpm für 2 min bei 4 °C zu entfernen. Der 

Überstand dieser Zentrifugation wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 

spezifischem Antikörper (siehe unten) wiederum für 1 h bei 4 °C auf dem Überkopfschüttler 

inkubiert. Nach Zugabe von 50 µl PAS bzw. PGS erfolgte eine Inkubation über Nacht bei 4 °C 

auf dem Überkopfschüttler, anschließend wurden die IP-Beads in Mobicols (MoBiTec, 

Göttingen) überführt und je zweimal mit IP-Waschpuffer 1 und IP-Waschpuffer 2 gewaschen. 

Zur Entfernung der Lösung wurden die Mobicols vor und während des Waschens jeweils für 

20 s bei 6000 rpm zentrifugiert, der Durchfluss wurde jeweils verworfen. Um die Proteine von 

den Beads zu eluieren, wurden die Mobicols unten mit einer Kappe verschlossen, dann wurden 

die Beads in 50 µl 1x SDS-Probenpuffer aufgenommen und für 5 min bei 95 °C inkubiert. Die 

Kappe wurde jetzt wieder entfernt und die Proteinlösung durch Zentrifugation bei 6000 rpm 

für 20s aus den Mobicols eluiert. 

 

IP-Lysispuffer 

25 mM  Tris 

50 mM   NaCl 

0,5 % (w/v)  Natriumdesoxycholat 

0,5 % (v/v)  Triton X-100 

pH 8,0 (mit HCl) 

 

IP-Waschpuffer 1 

PBS mit zusätzlich 

0,05 % (w/v)  Natriumdesoxycholat 

0,5 % (v/v)  Triton X-100 

 

IP-Waschpuffer 2 

125 mM  Tris 

500 mM  NaCl 

10 mM   EDTA 

0,5 % (v/v)  Triton X-100 

pH 8,0 (mit HCl) 
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Tab. 3-9  Verwendete Antikörper (IP) 

Antigen Klon Spezies 
pk/
mk 

Hersteller Verdünnung 
PAS/ 
PGS 

Galectin-3 3/38 Ratte mk 
Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz (USA) 

5 µl/500 µl 
Lysat 

PGS 

GFP (FL) Kaninchen pk 
Clontech, Mountain View 
(USA) 

2 µl/500 µl 
Lysat 

PAS 

Tsg101 (M-19) Ziege pk 
Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz (USA) 

5 µl/500 µl 
Lysat 

PGS 

Mk ς monoklonal, pk ς polyklonal, PAS ς Protein-A-Sepharose, PGS ς Protein-G-Sepharose 
 

 

3.6.3  Coimmunpräzipitation 

Bei der Coimmunpräzipitation (CoIP) handelt es sich um eine Abwandlung der Immun-

präzipitation. Während bei dieser jedoch nur ein bestimmtes Protein isoliert werden soll, zielt 

die CoIP darauf ab, neben dem Antigen auch Proteine zu isolieren, die an das Antigen 

gebunden haben. Damit ist eine Identifikation oder auch Überprüfung möglicher 

Interaktionspartner möglich. 

Vom methodischen Ablauf war die CoIP identisch zur Immunpräzipitation (siehe 3.6.2 

Immunpräzipitation). Es wurden lediglich weniger stringente Puffer verwendet, d.h. Puffer, die 

auch schwächere Proteinwechselwirkungen nicht auflösen. Als Lysispuffer wurde der CoIP-

Lysispuffer verwendet (siehe 3.6.1 Herstellung von Zelllysaten), gewaschen wurde je zweimal 

mit PBS + 0,1 % (v/v) NP40 und PBS. 

 

3.6.4  Trichloressigsäure-Fällung 

Manche Versuche produzieren Proteinlösungen, deren Proteinkonzentration zu niedrig ist, um 

sie direkt mittels SDS-PAGE zu analysieren. Um eine genügend hohe Konzentration zu 

erreichen, können die Proteine jedoch mittels Fällung durch Trichloressigsäure (TCA) 

pelletierbar gemacht werden, um sie schließlich in einem geringeren Volumen wieder 

aufzunehmen. 

Zur Durchführung der TCA-Fällung wurden die Proben 2:1 mit 30 % TCA gemischt 

(Endkonzentration: 10 %), gevortext und dann 5 min bei RT auf dem Überkopfschüttler 

inkubiert. Nach einer weiteren Inkubation von 30 min bei RT wurden die Proteine durch 

Zentrifugation bei 13000 rpm für 10 min bei 4 °C pelletiert. Der Überstand wurde nun 

abgenommen und die Pellets insgesamt zweimal mit Aceton gewaschen. Zum Waschen 

wurden jeweils 500 µl Aceton auf die Pellets gegeben, dann wurden diese gevortext, für 5 min 

bei RT auf dem Überkopfschüttler inkubiert und schließlich bei 13000 rpm für 5 min bei 4 °C 
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zentrifugiert. Nach dem Waschen wurde der Überstand wieder abgenommen und das Pellet 

getrocknet. Das Pellet wurde nun in 30-100 µl 1x SDS-Probenpuffer aufgenommen.  

 

3.6.5  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur Auftrennung der Proteine wurde das diskontinuierliche System nach Lämmli (Laemmli 

1970) eingesetzt. In diesem System werden die Proteine zunächst in einem Sammelgel 

fokussiert, um dann in einem Trenngel nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt zu werden. 

Dies gelingt durch die Wirkung von Natriumlaurylsulfat (SDS), das sich in großer Zahl an die 

Proteine anlagert und durch seine negative Ladung etwaige Ladungen des Proteins vollständig 

ausgleicht. Zudem sorgt es in seiner Wirkung als Detergenz für die Entfaltung der Proteine, so 

dass auch Unterschiede im Laufverhalten, hervorgerufen durch etwaige Tertiär- oder 

Quartärstrukturen, keinen Einfluss mehr besitzen. Dem in dieser Arbeit verwendeten 

Probenpuffer war zudem noch reduzierendes Dithiothreitol (DTT) zugesetzt, was zur Spaltung 

von Disulfidbindungen innerhalb der Proteine führt und damit disulfidstabilisierte 

Quartärstrukturen auflöst. Die Auftrennung der Proteine im Trenngel findet damit lediglich in 

Abhängigkeit des Molekulargewichts durch den Molekularsiebeffekt statt. 

Zur Vorbereitung für die SDS-PAGE wurden die Proben mit 3x SDS-Probenpuffer versehen, so 

dass dieser zu 1x Puffer verdünnt wurde, und 5 min bei 95 °C inkubiert. Anschließend wurden 

die Proben für 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert, der daraus resultierende Überstand wurde 

auf ein SDS-Polyacrylamidgel geladen. Die Polyacrylamid-Gele wurden nach Molecular Cloning 

(Sambrook et al. 2001) hergestellt; ihre Prozentigkeit lag zwischen 8 und 15 %. Zusätzlich zu 

den Proben wurde auf die Gele noch ein Molekulargewichtsstandard (PageRuler, Fermentas) 

geladen. Die Elektrophorese wurde zunächst für etwa 30 min mit 80 V durchgeführt bis die 

Bromphenolblaulauffront das Trenngel erreicht hatte. Nun wurde für ca. 2 h eine Spannung 

von 180-200 V angelegt, bis die Lauffront aus dem Trenngel herausgelaufen war. Die 

Gelelektrophorese wurde nun gestoppt und das PA-Gel aus den GƭŀǎǇƭŀǘǘŜƴ αōŜŦǊŜƛǘά ǳƴŘ 

entweder einer Färbung unterzogen oder für den Western Blot vorbereitet. 

 

3x Probenpuffer für SDS-PAGE 

0,15 mM Tris 

30 % (v/v) Glycerin 

6 % (w/v) SDS 

0,02 % (w/v) Bromphenolblau 

Vor Gebrauch wurden 1 ml 3x Probenpuffer mit 167 µl 1 M DTT gemischt. 
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Abb. 3-4  Aufbau Western Blot 

Laufpuffer für SDS-PAGE 

25 mM  Tris 

190 mM Glycin 

0,1 % (w/v) SDS 

 

3.6.6  Western Blot- Verfahren 

Im Anschluss an die SDS-PAGE wurden die im PA-Gel enthaltenen Proteine mittels des semi-dry 

Western Blot-Verfahrens (Burnette 1981) auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert 

(Durchführung nach Molecular Cloning (Sambrook et al. 2001)). Der Schichtaufbau fand dabei 

wie in Abb. 3-4 dargestellt statt, mit dem Unterschied, dass statt zwei Filterpapieren oben und 

unten jeweils nur ein dickes verwendet wurde. 

Für den Transfer wurde eine Spannung von 12 V bei maximal 400 mA für 45 ς 60 min angelegt. 

Die geblotteten Nitrocellulosemembranen 

wurden anschließend in Blocklösung 

(5 % (w/v) Magermilchpulver in PBS) für 1 h 

bei RT inkubiert, um freie Bindungsstellen der 

Membran für Proteine abzusättigen und damit 

unspezifischen Bindungen des Primär- und des 

Sekundärantikörpers mit der Membran 

vorzubeugen. Im Anschluss an das Blocken 

wurden die Membranen viermal für 5 min mit 

PBS gewaschen, zusammen mit dem 

Primärantikörper (siehe unten) in Folie eingeschweißt und für 1 h oder über Nacht bei 4 °C auf 

dem Überkopfschüttler inkubiert. Danach wurden die Membranen wiederum viermal für 5 min 

mit PBS gewaschen und anschließend mit HRP-konjugiertem Sekundärantikörper (siehe unten) 

in Folie eingeschweißt. Wiederum auf dem Überkopfschüttler wurden die Membranen für 

60 min bei RT inkubiert und abermals vierfach für 5 min mit PBS gewaschen. Die Detektion der 

markierten Proteine erfolgte mit Hilfe ŘŜǎ αSuperSignal West Dura Extended Duration 

{ǳōǎǘǊŀǘŜέ-Kits von Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA). Vor Gebrauch wurden jeweils 

200 µl von Lösung 1 mit 200 µl von Lösung 2 und 200 µl PBS gemischt und auf der Membran 

verteilt. Die Detektion des Chemiluminiszenzsignals erfolgte mit Hilfe des ChemiLux-Imagers. 
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Erfolgte eine densitometrische Quantifizierung der Western Blot-Signale, so wurde diese mit 

Hilfe des Programms LabImage 1D durchgeführt. Bei der Auswahl der zu quantifizierenden 

Blots wurde darauf geachtet, dass keines der gemessenen Signale die Sättigung der Kamera 

erreicht hatte. 

 

Transferpuffer für Western-Blot 

25 mM   Tris  

190 mM  Glycin  

20 % (v/v)  Methanol  

 

Tab. 3-10  Verwendete Antikörper (Western Blot) 

Antigen Klon Spezies 
pk/
mk 

Hersteller 
Verdünnung 

(in PBS) 

Erstantikörper      

-hTubulin YL1/2 Maus mk 
Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz (USA) 

1:500 

Alix H-270 Kaninchen pk 
Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz (USA) 

1:200 

Flotillin-1 18 Maus mk 
BD Biosciences, Franklin 
Lake (USA) 

1:500 

Galectin-3 (169) Kaninchen pk 
Prof. H.P. Elsässer, 
Marburg 

1:2000 

GFP JL-8 Maus mk 
Clontech, Mountain View 
(USA) 

1:500 

gp114 - Kaninchen pk 
Prof. A. Le Bivic, Marseille 
(Frankreich) 

1:4000 

PDI 34 Maus mk 
BD Biosciences, Franklin 
Lake (USA) 

1:250 

Tsg101 (M-19) Ziege pk 
Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz (USA) 

1:100 

V5 - Maus mk Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:4000 

      

Zweitantikörper      

Maus-IgG - Ziege pk Biorad, Hercules (USA) 1:2000 

Kaninchen-IgG - Ziege pk Biorad, Hercules (USA) 1:2000 

Ziege-IgG - Kaninchen pk Biorad, Hercules (USA) 1:2000 

Zweitantikörper waren jeweils mit Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert; mk - monoklonal, pk -
polyklonal 
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3.7  Spezielle proteinbiochemische Methoden 

3.7.1  Herstellung von rekombinantem Galectin-3 

Zur Untersuchung der Endozytosebedingungen von Galectin-3 sowie für die Aufreinigung von 

p75NTR-GFP über eine Galectin-3-Affinitätssäule (siehe 3.5.1 Endozytose von Galectin-3 und 

3.7.4 PH-abhängige Aufreinigung von p75NTR-GFP über eine Galectin-3-Affinitätssäule), war es 

nötig rekombinantes Galectin-3 herzustellen. Zur Produktion dieses Proteins wurden BL-

21 (DE3)-Bakterien (New England Biolabs, Ipswich (USA)) verwendet. Hierbei handelt es sich 

um einen E. coli-Stamm, in dessen Chromosom das Gen für die T7 DNA-Polymerase unter 

Kontrolle eines lac-Promoters integriert ist. Diese wiederum sorgt nach Induktion durch 

Isopropyl- -̡D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) für die Expression des gewünschten Proteins, das 

nach Aufschluss der Bakterien aufgereinigt werden kann. Weiterhin zeichnen sich BL-21 (DE3)-

Bakterien durch das Fehlen der Ion- und der ompT-Protease aus, was einer ungewollten 

Degradation des Proteins in der Bakterienzelle vorbeugt. 

Als erster Schritt der Produktion von rekombinantem Galectin-3 wurden bereits mit pET3c-

Gal3 transformierte BL-21 (DE3)-Bakterien (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von 

Hakon Leffler, Lund (Schweden)) aus einem Tiefkühlstock auf einer LB-Agar-Platte (+ 

Ampicillin) ausgestrichen. Mit Hilfe eines Zahnstochers wurde eine der auf dieser Platte 

gewachsenen Kolonien genutzt, um 200 ml LB-Medium (+ Ampicillin) anzuimpfen. Nach 

Inkubation bei 37 °C im Schüttelinkubator über Nacht wurde die Expression des 

rekombinanten Galectin-3 durch Zugabe von 100 µl 1 M IPTG induziert. 3 h nach Induktion 

wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 6000 rpm für 15 min im JLA 16.250-Rotor 

pelletiert und anschließend in 10 ml ME-PBS resuspendiert. Die Zellen wurden durch 

Ultraschallbehandlung für 10 x 1 min auf Eis aufgeschlossen, dann auf 2 ml-Reaktionsgefäße 

verteilt und zur Entfernung von Zelldebris für 30 min bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der 

Überstand dieser Reaktion wurde dann auf vorbereitete Lactosylsepharosebeads (500 µl Beads 

5x mit 10 ml ME-PBS gewaschen; Beads von E Y Laboratories, San Mateo (USA)) gegeben und 

über Nacht bei 4 °C auf dem Überkopfschüttler inkubiert, um eine spezifische Bindung von 

Galectin-3 an die Lactosylsepharosebeads zu ermöglichen. Am nächsten Tag wurden die Beads 

zweimal mit 5 ml ME-PBS gewaschen (Zentrifugation jeweils 4000 rpm für 2 min bei 4 °C im 

SX4250-Rotor). Nach der letzten Zentrifugation wurde nach Absaugen des Überstandes das 

rekombinante Galectin-3 durch Inkubation in 2 ml ME-PBS + 0,15 M Lactose für 45 min bei 4 °C 

auf dem Überkopfschüttler von den Beads eluiert. Der Überstand der Reaktion wurde nun 

nach Anleitung des Herstellers über eine PD10-Säule (GE Healthcare, Little Chalfont (UK)) in 
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PBS umgepuffert. Anschließend erfolgte eine Konzentrierung der Proteinlösung auf ca. 1 ml 

durch Zentrifugation der Lösung in Amicon Ultra 10k (Millipore, Billerica (USA)) bei 4000 rpm. 

Es wurde nun die Absorption der Lösung gemessen und anhand folgender Formel die 

Proteinkonzentration bestimmt: 

!нул ϊ ±ŜǊŘǸƴƴǳƴƎ ϊ a² ώ5ŀϐϝм

ʀϝн
 Ґ ̡ ώ

ƳƎ

Ƴƭ
 

*1  ς  Ohne Multiplikation mit MW ergibt sich c[M] 

*2  ς  Der Absorptionskoeffizient wurde durch Eingabe der Sequenz bei ProtParam 

  (www.expasy.org) bestimmt. Für Galectin-3 ist ʁ =35870. 

 

ME-PBS 

PBS mit zusätzlich 2 mM EDTA und 4 Ƴa ʲ-Mercaptoethanol 

 

3.7.2  Fluoreszenzmarkierung von rekombinantem Galectin-3 

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der Endozytose von Galectin-3 war es 

wichtig, die Aufnahme des rekombinanten Proteins verfolgen zu können ohne jedoch 

gleichzeitig störende Signale durch das endogene Galectin-3 zu detektieren. Ein Einsatz von 

Antikörpern zur Immunfluoreszenzfärbung war dementsprechend nicht möglich, da die 

verwendeten Antikörper sowohl das rekombinante als auch das endogene Galectin-3 anfärben 

würden. Desweiteren wäre eine Immunfluoreszenzfärbung auch nur bedingt mit 

Lebendzellbeobachtung der Zellen kombinierbar. Daher wurde das zuvor rekombinant 

hergestellte Galectin-3 mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt um dessen Aufnahme 

mikroskopisch beobachten zu können. Als Farbstoffe wurden Alexa633 und pHrodo, ein pH-

sensitiver Farbstoff, verwendet (beide von Invitrogen, Carlsbad (USA)). 

Die Durchführung der Konjugation erfolgte nach Anleitung des Herstellers mit der 

Modifikation, dass Trennung von unkonjugiertem Farbstoff und markiertem Protein statt mit 

der mitgelieferten Säule mit einer PD10-Säule (GE Healthcare, Little Chalfont (UK)) 

durchgeführt wurde. Das markierte Protein wurde anschließend mittels eines Amicon Ultra 

10K (Millipore, Billerica (USA)) auf 500-800 µl ankonzentriert. Schließlich wurden sowohl 

Proteinkonzentration als auch Markierungseffizienz anhand folgender Formeln berechnet: 

 

Proteinkonzentration Gal3-A633:  

Ŏa Ґ 
!нулπ лΣрр ϊ !сон ϊ ±ŜǊŘǸƴƴǳƴƎǎŦŀƪǘƻǊ

ʶ
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Proteinkonzentration Gal3-pHrodo: 

Ŏa Ґ 
!нулπ !рур ϊ /C ϊ ±ŜǊŘǸƴƴǳƴƎǎŦŀƪǘƻǊ

ʶ
 

mit  

/CҐ 
!нул όŦǊŜƛŜǊ CŀǊōǎǘƻũύ

!рур όŦǊŜƛŜǊ CŀǊōǎǘƻũύ
 

 

Für pHrodo betrug der Korrekturfaktor CF 0,217 bei pH 7,5. 

 

Markierungseffizienz: 

aƻƭ CŀǊōǎǘƻũaƻƭ tǊƻǘŜƛƴҐ 
!ƳŀȄ ϊ±ŜǊŘǸƴƴǳƴƎǎŦŀƪǘƻǊ

мллΦллл ϊŎώaϐ
  

 

3.7.3  Herstellung einer Affinitätssäule mit rekombinantem Galectin-3 

Im Laufe dieser Arbeit sollte auch die Affinität glykosylierter Liganden zu Galectin-3 in 

Abhängigkeit vom pH-Wert untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde eine Affinitätssäule 

hergestellt, in der rekombinantes Galectin-3 durch unspezifische Bindung an CNBr-aktivierte 

Sepharosebeads immobilisiert wurde, um damit p75NTR-GFP aus Zelllysaten aufzureinigen 

(siehe 3.7.4 PH-abhängige Aufreinigung von p75NTR-GFP über eine Galectin-3-Affinitätssäule). 

Zur Herstellung dieser Säule wurde zunächst rekombinantes Protein (2-10 mg/ml) mittels einer 

PD10-Säule (GE Healthcare, Little Chalfont (UK)) in 3,5 ml Kopplungspuffer umgepuffert. Dieser 

Vorgang wurde nach Ankonzentrierung des Eluats auf 2,5 ml mit Hilfe eines Amicon Ultra 10K 

(Millipore, Billerica (USA)) noch einmal wiederholt. Parallel wurde ein Aufquellen von 0,5 g 

CNBr-aktivierter Sepharose durch 15-minütige Inkubation in 3 ml HCl (1 mM) erreicht. Es 

wurde dabei darauf geachtet, dass die Sepharose stets gut durchmischt und mit Flüssigkeit 

bedeckt war. Die gequollene Gelmasse wurde anschließend in eine von der Matrix befreite und 

gesäuberte PD10-Säule gefüllt und mit 150 ml HCl (1 mM) gewaschen. Nach einem weiteren 

Waschschritt mit 2 ml Kopplungspuffer wurde die Säule unten verschlossen und die 

Proteinlösung auf die Sepharosebeads gegeben. Waschschritt und Zugabe sollten dabei 

unmittelbar aufeinander folgen. Die Säule wurde nun auch oben verschlossen und für 1,5 h bei 

RT quer auf einem Rotationsschüttler inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde die 

Proteinlösung abgelassen und mit dem Durchfluss die Kopplungseffizienz bestimmt. 

Währenddessen wurde die Säule erneut mit 6 ml Kopplungspuffer gewaschen und 

anschließend durch Zugabe von 6 ml Ethanolamin (1 M, pH 8,0) geblockt. Hierzu ließ man das 

Ethanolamin bis etwa 1 cm über der Gelmasse durchlaufen, die Säule wurde dann verschlossen 
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und für 2 h bei RT inkubiert. Nach dem Blocken wurde die Säule erst mit 6 ml 0,1 M 

Essigsäure/0,5 M NaCl, dann mit 6 ml 0,1 M Tris/0,5 M NaCl (pH 8,0) und schließlich mit 25 ml 

PBS gewaschen. Bis zur weiteren Verwendung wurde die fertige Säule in PBS + 0,2 % (w/v) 

Natriumazid aufbewahrt. 

 

Kopplungspuffer 

0,1 M NaHCO3 

0,5 M NaCl 

pH 8,3 

 

3.7.4  PH-abhängige Aufreinigung von p75NTR-GFP über eine Galectin-3-

Affinitätssäule  

Die Aufreinigung von p75NTR-GFP aus Zelllysaten wurde unter ähnlichen Bedingungen 

durchgeführt wie die Coimmunopräzipitation, d.h. p75NTR liegt noch weitestgehend in 

gefalteter Konformation vor und die Wechselwirkungen mit anderen Proteinen, so wie sie 

auch in der Zelle ablaufen würden, sind noch nahezu vollständig erhalten. 

Zur Durchführung der Aufreinigung wurden zunächst von MDCK|p75-GFP-Zellen aus je einer 

10 cm-Kulturschale Zelllysate erstellt. Dies erfolgte wie in 3.6.1 Herstellung von Zelllysaten 

beschrieben, jedoch mit dem Unterschied, dass CoIP-Lysispuffer mit unterschiedlichen pH-

Werten verwendet wurden. Zur Vorbereitung der Aufreinigung wurde die Galectin-3-

Affinitätssäule nun mit 25 ml CoIP-Lysispuffer des entsprechenden pH-Wertes äquilibriert, 

anschließend wurde das Lysat (1 ml) auf die Säule gegeben und fünffach rezyklisiert. Nach 

Waschen der Säule mit 25 ml PBS (pH-Wert entsprechend der Aufreinigung) erfolgte 

schließlich die Elution der gebundenen Liganden durch Zugabe von 3,5 ml PBS + 150 mM 

Lactose, wovon die ersten 0,5 ml jedoch verworfen wurden. Auch hier wurde darauf geachtet, 

dass der pH-Wert des verwendeten PBS dem pH-Wert der restlichen Reagenzien entsprach. 

Nach erfolgter Aufreinigung wurde die Säule mit 100 ml PBS gewaschen, um Lactose und evtl. 

verbliebene Liganden zu entfernen und konnte nun für weitere Aufreinigungen 

wiederverwendet werden. Um systematische Fehler durch starre pH-Wert-Abfolgen zu 

vermeiden, wurde bei nachfolgenden Aufreinigungen die Reihenfolge der pH-Werte 

fortlaufend variiert. 

Die Quantifizierung der Aufreinigung erfolgte mit Hilfe des Jasco FP-6300 

Fluoreszenzspektrometers durch Messung des GFPs. Als Proben wurden 10 µl des Zelllysates 

vor der Aufreinigung (verdünnt mit 20 µl CoIP-Lysispuffer) und 30 µl des Eluats verwendet. Um 
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Messungenauigkeiten durch die unterschiedlichen pH-Werte auszuschließen, wurden die 

Proben mit 70 µl 1 M Tris, pH 8,9 versetzt. Das gesamte Volumen wurde anschließend im 

Fluoreszenzspektrometer gemessen. Die Anregung erfolgte hierbei bei 485 nm, die Detektion 

über ein Spektrum von 500-560 nm. Aus diesem Spektrum wurde die Wellenlänge höchster 

Intensität bestimmt (i.d.R. bei 510 nm) und gemessen. 

In einem Vorversuch wurde zudem die Aufreinigung mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens 

überprüft. Die entsprechenden Proben hierzu wurden nach der Aufreinigung TCA-gefällt und in 

25µl 1x SDS-Probenpuffer aufgenommen. Als Proben wurden verwendet: 

- 100 µl des Durchflusses 

- 100 µl des ersten, zweiten und letzten Milliliters des Waschschrittes 

- die ersten drei Milliliter der Elution.  

 

3.7.5  Proteinase K-Behandlung 

Untersucht man die Präsenz eines Proteins im Zusammenhang mit membranumschlossenen 

Strukturen, so stellt sich oft die Frage, ob sich das Protein innerhalb dieser Strukturen befindet 

oder nur peripher mit der Membran interagiert. Eine Möglichkeit, diese Frage zu beantworten, 

stellt der Proteinase-Sensitivitätstest dar. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Test 

verwendet, um die Lokalisation von Galectin-3 an oder in Exosomen zu klären. Der Test basiert 

zum einen auf der unspezifischen Degradation von Proteinen durch Proteinase K, zum anderen 

darauf, dass Proteinase K nicht membrangängig ist und damit Proteine innerhalb eines 

membranumschlossenen Raums nicht degradieren kann. Für den Test werden jeweils drei 

Ansätze erstellt: eine Negativkontrolle, eine Positivkontrolle und der eigentliche Testansatz. 

Als Negativkontrolle verwendet man einen Ansatz, der keine Proteinase K enthält. Hier sollte 

keine Degradation stattfinden. Im Gegensatz dazu enthält die Positivkontrolle neben 

Proteinase K auch noch Triton X-100, dass Membranen permeabilisiert und damit alle Proteine 

für die Proteinase K zugänglich macht. Hier sollten alle Proteine degradiert werden. Das 

Verhalten des eigentlichen Testansatzes entscheidet nun, ob sich ein Protein innerhalb oder 

außerhalb der Struktur befindet. Wird das Protein degradiert, befindet es sich außerhalb, wird 

es nicht degradiert, befindet es sich innerhalb der vesikulären Strukturen. Sollte sich das 

Protein sowohl innerhalb als auch außerhalb befinden, findet nur eine partielle Degradation 

statt. 

Zur Durchführung der Proteinase K-Behandlung wurden Exosomen aus zwei Präparationen 

(siehe 3.5.2 Exosomenpräparation) gepoolt und dann jeweils zu 15 µl auf drei Proben verteilt.  
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Es wurde nach folgendem Pipettierschema vorgegangen: 

15 µl Exosomen 

1 µl Proteinase K (0,187 mg/ml)1 

1 µl Triton X-100 (10 %)2 

ad 20 µl mit PBS++ 

1 ς In Positivkontrolle und Testansatz enthalten 

2 ς In Positivkontrolle enthalten 

Proteinase K wurde von Fermentas, St. Leon-Rot, bezogen. 

Die Proben wurden anschließend für 30 min bei 37 °C inkubiert, die Reaktion daraufhin durch 

Zugabe von 1 µl 0,4 M PMSF gestoppt. 

 

3.7.6  Oberflächenbiotinylierung 

Zur spezifischen Isolation von Membranproteinen polarer Zellen werden vorwiegend zwei 

Methoden verwendet. Zum einen die Oberflächenimmunpräzipitation, deren Prinzip auf der 

Bindung von Antikörpern an die Proteine vor der Solubilisierung beruht, welche anschließend 

in einem der Immunpräzipitation ähnlichen Prozess isoliert werden können. Zum anderen 

findet die Oberflächenbiotinylierung breite Verwendung, hier wird Sulfo-NHS-LC-Biotin 

verwendet, ein nicht membrangängiges Biotin-Derivat, das zusätzlich eine Reaktivität mit 

primären Aminen aufweist. Auf diese Weise ist es möglich, sämtliche Oberflächenproteine 

spezifisch mit Biotin zu markieren, um sie anschließend unter Ausnutzung der starken 

Avidin/Biotin-Wechselwirkung mit Hilfe von Neutravidinbeads aus dem Lysat zu isolieren. Im 

Gegensatz zur Oberflächenimmunpräzipitation ist eine Kontamination durch intrazelluläre 

Proteine bei der Oberflächenbiotinylierung ausgeschlossen, was einen klaren Vorteil dieser 

Methode darstellt. 

Für die Durchführung der Oberflächenbiotinylierung wurden MDCK-Zellen verwendet, die für 

7 d auf PET-Filtern im 6 Loch-Format kultiviert wurden. Zur Vorbereitung der Biotinylierung 

wurden die Zellen dreimalig mit PBS++ gewaschen, dann für 30 min bei 4 °C schüttelnd mit 

Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce, Rockwell (USA); 1,2 mg/ml in PBS++, Stock: 400 mg/ml in DMSO) 

inkubiert, jedoch jeweils nur die apikale oder die basolaterale Seite. Die jeweils andere Seite 

wurde währenddessen mit PBS++ inkubiert. Verbliebenes Sulfo-NHS-LC-Biotin wurde durch 

dreimaliges Waschen mit 0,1 M Glycin (in PBS++) inaktiviert und weggewaschen. Nach 

zweimaligem Waschen mit PBS++ wurden die 6 Loch-Schalen für mindestens 1 h bei -20 °C 

eingefroren. Zur Lyse der Zellen wurden diese auf Eis in 0,5 ml Puffer 1 (ohne BSA, vorgewärmt 

auf 37 °C) mit 10 µl PI abgeschabt, in ein Reaktionsgefäß überführt und für 30 min bei 4 °C auf 
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dem Überkopfschüttler inkubiert. Nach Zentrifugation für 10 min bei 13.000 rpm und 4 °C 

wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt, 50 µl davon wurden als Lysat 

abgenommen. Der Rest des Überstandes wurde in ein neues Reaktionsgefäß mit vorbereiteten 

Neutravidinbeads gegeben (zur Vorbereitung siehe weiter unten) und über Nacht bei 4 °C auf 

dem Überkopfschüttler inkubiert. Anschließend wurden die Neutravidinbeads in Mobicols 

(MoBiTec, Göttingen) überführt und je einmal mit Puffer 1 (mit BSA) bis 4 gewaschen. Zum 

Wasch- und Elutionsvorgang mit den Mobicols siehe 3.6.2 Immunpräzipitation. 

 

Vorbereitung der Neutravidinbeads 

Pro Probe wurden 60 µl Neutravidinbeads (Pierce, Rockwell (USA) mit 1 ml Puffer 1* gemischt 

und über Nacht bei 4 °C auf dem Überkopfschüttler inkubiert. Am nächsten Morgen wurden 

1 ml Aliquots erstellt, die zweifach mit Puffer 1* gewaschen wurden. Die Zentrifugation 

zwischen und nach den Waschschritten erfolgte jeweils für 2 min bei 3500 g und 4 °C. Nach der 

letzten Zentrifugation wurden der Überstand abgenommen und jeweils 1 µl PI und 10 µl BSA 

(10 % (w/v) in ddH2O) an den Rand des Reaktionsgefäßes pipettiert.  

 

Puffer 1 

20 mM  Tris 

150 mM NaCl 

5 mM  EDTA 

1 % (v/v) Triton X-100 

(0,2 % (w/v) BSA)*  

pH 8,0 

* ergibt Puffer 1* 

 

Puffer 2 

20 mM  Tris 

150 mM NaCl 

5 mM  EDTA 

0,5 % (v/v) Triton X-100 

0,1 % (w/v) SDS 

0,2 % (w/v) BSA 

pH 8,0 
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Puffer 3 

20 mM  Tris 

500 mM NaCl 

0,5 % (v/v) Triton X-100 

0,2 % (w/v) BSA 

pH 8,0 

 

Puffer 4 

50 mM  Tris 

pH 8,0 

 

3.7.7  Glykosidase-Behandlung 

Manche Proteine wandern in der SDS-PAGE langsamer als es theoretisch durch ihre 

molekulare Masse zu erwarten wäre. Einen der Gründe für eine derartig veränderte Mobilität 

stellt die Modifikation des Proteinkerns durch N- oder O-Glykane dar. Um festzustellen, ob ein 

Protein glykosyliert wird, kann man es mit Glykosidasen behandeln und dann die 

elektrophoretische Mobilität mit der des unbehandelten Proteins vergleichen. Für die 

Deglykosylierung werden Glykosidasen mit unterschiedlichen Spezifitäten eingesetzt. So 

spaltet z.B. die N-Glykosidase F (PNGase F) die Bindung zwischen Asparagin und allen Typen 

von N-Glykanen, während die Endoglykosidase H (Endo H) zwar auch N-Glykane entfernt, 

jedoch eine Spezifität für mannosereiche N-Glykane besitzt. Desweiteren findet die Spaltung 

hier zwischen den N-Acetylglucosaminen an Position eins und zwei des Glykans statt. 

Weiterhin eingesetzt werden die Neuraminidase (NA), die endständige Sialinsäuren von 

Glykanen abspaltet, und die Endo- -hN-acetyl-D-galactosaminidase (O-Glykosidase), die O-

Glykane von Proteinen trennt, diese Reaktion aber nur nach vorheriger Behandlung mit 

Neuraminidase vollzieht. 

Puffer und Enzyme für die Deglykosylierung wurden von New England Biolabs, Ipswich (USA) 

bezogen. In einem ersten Schritt wurden die Proteine denaturiert; dazu wurde entweder 

Zelllysat mit 10x Denaturierungspuffer versetzt (Endkonzentration 1x) oder gewaschene Beads 

aus einer Immunpräzipitation in 1x Denaturierungspuffer aufgenommen. In beiden Fällen 

wurden die Proben für 5 min bei 95 °C inkubiert, anschließend auf neue Reaktionsgefäße 

aufgeteilt und für 4 h bei 37 °C inkubiert.  
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Dabei wurde nach folgendem Pipettierschema vorgegangen: 

 

 Kontrolle Endo H Endo F 
O-Glykosidase 

+ NA 
O-Glykosidase + 
NA + PNGase F 

Lysat 10 10 10 10 10 

Puffer 2 (G7) 2 (G5) 2 (G7) 2 (G7) 2 (G7) 

10 % NP40 - - 2 2 2 

ddH2O 8 6 5 9 8 

Endo H - 2 - - - 

PNGase F - - 1 - 1 

O-Glykosidase - - - 1 1 

NA - - - 1 1 
 

Die Zahlen geben jeweils das Volumen in µl wieder. 

 

3.8  Fluoreszenzmikroskopische Methoden 

3.8.1  Vorbereitung der Zellen ohne Immunfluoreszenzmarkierung 

Zellen, die zur fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung gedacht waren, mussten entweder 

auf sterilen Deckgläschen, im Falle der MDCK-Zellen auch alternativ auf Filtern, oder in 

speziellen Glasbodenschalen kultiviert werden. Sollte keine Immunfluoreszenzfärbung 

durchgeführt werden, so wurden diese Zellen fixiert, evtl. permeabilisiert und dann mit Hilfe 

des Eindeckmediums Mowiol auf Objektträger aufgebracht. Dazu wurden die Zellen zunächst 

dreimalig mit PBS++ gewaschen, dann mit Para-Formaldehyd (4 % (w/v) in PBS) für 15 min bei 

RT fixiert, anschließend wurde erneut dreimalig mit PBS++ gewaschen. Fakultativ, z.B. zur 

Reduktion der zytosolischen Hintergrundfluoreszenz, wurden die Zellmembranen durch 

Behandlung mit Triton X-100 (0,2 % (v/v) in PBS++) permeabilisiert. Ebenfalls fakultativ fand 

eine Färbung des Kerns (genauer: der DNA) durch Inkubation mit Hoechst 33258 (0,5 µg/ml 

(w/v) in PBS++) für 5 min bei RT statt. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS++ 

wurden die Zellen kurz mit ddH2O gewaschen und mit Hilfe von Mowiol auf einem 

Objektträger aufgebracht. Nach Trocknen des Eindeckmediums (üblicherweise über Nacht bei 

RT) konnten die Präparate mikroskopiert werden. 

 

3.8.2  Vorbereitung der Zellen mit Immunfluoreszenzmarkierung 

Die Immunfluoreszenzmarkierung stellt eine Möglichkeit dar, mit deren Hilfe die Lokalisation 

von Proteinen innerhalb der Zelle sichtbar gemacht werden kann. Ähnlich dem Western Blot-
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Verfahren nutzt man für die Immunfluoreszenzmarkierung die spezifische Bindung eines 

Antikörpers an sein Antigen aus. Die Lokalisation dieses Primärantikörpers wird dann in einem 

zweiten Schritt durch die Verwendung eines fluoreszenzmarkierten Zweitantikörpers für die 

Mikroskopie sichtbar gemacht. 

Die ersten Schritte der Immunfluoreszenzmarkierung, sprich Fixierung und Permeabilisierung, 

waren identisch zur Vorbereitung der Zellen ohne Immunfluoreszenzmarkierung, mit dem 

einzigen Unterschied, dass die Permeabilisierung der Membranen obligatorisch war und das 

neben Triton X-100 verschiedentlich auch PBST (PBS + 0,1 % (v/v) Tween 20) für diesen Schritt 

eingesetzt wurde. Anschließend an die Permeabilisierung wurden die Zellen dreimalig mit 

PBS++ gewaschen und unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation mit Ziegenserum (5 % 

(v/v) in PBS++) für 1 h bei RT abgesättigt. Diese Inkubation und auch die nachfolgenden 

!ƴǘƛƪǀǊǇŜǊƛƴƪǳōŀǘƛƻƴŜƴ ǿǳǊŘŜƴ ƛƴ ŜƛƴŜǊ ǎƻƎŜƴŀƴƴǘŜƴ αŦŜǳŎƘǘŜƴ YŀƳƳŜǊά ŘǳǊŎƘƎŜŦǸƘǊǘΣ ŘΦƘΦ 

in den Deckel der verwendeten 6 Loch-Kulturschalen wurde ein befeuchtetes Tuch gelegt. 

Zusätzlich wurde die gesamte Schale in ein feuchtes Tuch eingeschlagen. Dies hatte den Zweck 

eine mögliche Austrocknung der Block- bzw. Antikörperlösungen zu verhindern. Anschließend 

an den Blockschritt wurden die Zellen dreifach mit PBS++ gewaschen und für 1-2 h bei RT mit 

der Erstantikörperlösung inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurden die Zellen 

für 45 min bei RT mit dem Zweitantikörper behandelt. Sie konnten nun, wie im vorherigen 

Kapitel beschrieben, entweder mit Hoechst 33258 gefärbt werden oder gleich mit Hilfe von 

Mowiol auf Objektträger aufgebracht werden. 

Es wurden sowohl Einfach- als auch Zweifach-Markierungen durchgeführt. Dabei wurde jedoch 

darauf geachtet, dass die beiden verwendeten Erstantikörper aus unterschiedlichen Spezies 

stammten. Zudem wurde durch Weglassen jeweils eines Erstantikörpers aus der 

Versuchsanordnung kontrolliert, ob der entsprechende Zweitantikörper unspezifisch an den 

jeweils anderen Erstantikörper bindet. 
 

Tab. 3-11  Verwendete Antikörper (Immunfluoreszenz) 

Antigen Klon Spezies 
pk/
mk 

Hersteller Verdünnung 

Erstantikörper      

E-Cadherin 36 Maus mk 
BD Biosciences, Franklin Lake 
(USA) 

1:200 

Galectin-3 (169) Kaninchen pk Prof. H.P. Elsässer, Marburg 1:50 

Galectin-3 3/38 Ratte mk 
Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz (USA) 

1:50 

LC3 - Kaninchen pk Abcam, Cambridge (UK) 1:500 

Rab4 7 Maus mk 
BD Biosciences, Franklin Lake 
(USA) 

1:100 
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Rab8 4 Maus mk 
BD Biosciences, Franklin Lake 
(USA) 

1:50 

Rab11 47 Maus mk 
BD Biosciences, Franklin Lake 
(USA) 

1:50 

V5 - Maus mk Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:200 

      

Zweitantikörper      

Maus-IgG 
(Alexa488) 

- Ziege pk Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:300 

Maus-IgG 
(Alexa546) 

- Ziege pk Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:300 

Kaninchen-IgG 
(Alexa488) 

- Ziege pk Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:300 

Kaninchen-IgG 
(Alexa546) 

- Ziege pk Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:300 

Ratte-IgG 
(Alexa647) 

- Huhn pk Invitrogen, Carlsbad (USA) 1:300 

Verdünnungen wurden jeweils mit Ziegenserum (5 % (v/v) in PBS++) hergestellt. 

 

3.8.3  Epifluoreszenzmikroskopie 

Für Lebendzellbeobachtungen und Experimente, die keine hohe Auflösung in der z-Achse 

erforderten, wurde das Leica DMI6000B Epifluoreszenzmikroskop verwendet. Die Detektion 

der verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe fand jeweils getrennt unter Verwendung der in Tab. 

3-12 angegebenen Filterwürfel statt. Wurden z-Stapel aufgenommen, so wurden die Daten im 

Anschluss meist mit Hilfe von Improvision Volocity nachbearbeitet (siehe 3.8.7 Dekonvolution 

und 3D-Rekonstruktion). 

 

Tab. 3-12  Eigenschaften verwendeter Filterwürfel 

Filterwürfel 
Excitationsfilter 

[nm] 
Dichromatischer 

Spiegel [nm] 
Emissionsfilter 

[nm] 
Detektierte 
Fluorophore 

A4 360 ± 20 400 470 ± 20 Hoechst 33258 

CFP 422 ± 22 455 480 ± 20 CFP 

GFP 490 ± 10 500 525 ± 25 GFP, Alexa488 

YFP 490 ± 10 515 535 ± 10 YFP 

DsRed 552 ± 6 570 605 ± 33 
DsRed, Alexa546, 
pHrodo 

Cy5 635 ± 5 650 720 ± 30 Alexa633 + 647 

 

3.8.4  Lebendzellbeobachtung 

Die Fixierung von Zellen wird aus dem Grund durchgeführt, dass die Zellen auf diese Weise für 

verschiedene Untersuchungsmethoden, wie z.B. die Immunfluoreszenzmarkierung, zugänglich 
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gemacht werden. Gleichzeitig ist auch eine Lagerung der Präparate vor und nach der 

mikroskopischen Untersuchung über einen bestimmten Zeitraum möglich. Möchte man jedoch 

Prozesse, wie die Bewegung von Transportvesikeln, oder auch intrazelluläre Bedingungen, wie 

den pH-Wert gewisser Kompartimente, untersuchen, so ist dies nur in der lebenden Zelle 

möglich. Man spricht hier von Lebendzellbeobachtung (engl. live cell imaging). In der 

vorliegenden Arbeit wurden die Aufnahme von Gal3-pHrodo und die NH4Cl-Behandlung Gal3-

DsRed- und Gal3-YFP-transfizierter Zellen als Lebendzellbeobachtung durchgeführt. 

Die Lebendzellbeobachtung wurde auf mit PBS++ gefüllten Glasbodenschalen (Willco, 

Amsterdam (Niederlande)) mit dem Leica DMI6000B Epifluoreszenzmikroskop durchgeführt. 

Die dafür benötigten Zellen wurden entweder auf sterilen Deckgläsern (respektive PET-Filtern) 

oder direkt auf Glasbodenschalen kultiviert. 

Mindestens zwei Stunden vor Start des Versuches wurde der Heizeinsatz der Klimakammer 

eingeschaltet und auf 37 °C vorgeheizt. Dies sollte einem möglichen Fokusdrift, ausgelöst 

durch die wärmebedingte Ausdehnung des Materials, bei den späteren Aufnahmen 

vorbeugen. Die Einstellungen der Heizeinheit wurden so gewählt, dass sowohl Gebläse als 

auch Heizung auf der niedrigsten Stufe betrieben wurden. Frühestens nach den genannten 

zwei Stunden wurden die Zellen zweifach mit PBS++ gewaschen und auf das Mikroskopstativ 

überführt. Nun konnten die eigentlichen Aufnahmen durchgeführt werden. 

 

3.8.5  NH4Cl-Behandlung 

NH4Cl zerfällt in wässriger Lösung unter anderem in gasförmiges Ammoniak nach folgender 

Reaktionsgleichung: 

bIп/ƭ Ҍ Iнh ҭ bIо Ҍ /ƭ
π Ҍ Iоh

Ҍ 

NH4
+ ist wie alle Ionen prinzipiell nicht membrangängig. Im Gegensatz dazu gelangt Ammoniak 

als Gas sehr einfach über die Membran und erreicht so (saure) intrazelluläre Kompartimente, 

in denen es wieder protoniert wird. Dies hat zur Folge, dass der pH-Wert dieser 

Kompartimente zum basischen verschoben wird. Untersucht man Proteine, die mit GFP oder 

einer seiner Varianten fusioniert sind, und deren GFP-Anteil sich im Lumen der Endosomen 

befindet, so kann man die pH-abhängige Intensitätsänderung des Fluorophors nutzen um 

Rückschlüsse über die Lokalisation des Proteins in einem sauren Kompartiment zu ziehen.  

Zur Durchführung dieses Versuches wurde zunächst eine geeignete Zelle gesucht. Wurde diese 

gefunden, wurde das PBS von der verwendeten Glasbodenschale abgenommen und eine 4D-

Aufnahme gestartet (8 Ebenen pro Zeitpunkt, ca. 25 Zeitpunkte). Unmittelbar nach Ende des 
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dritten Zeitpunkts wurde dann vorsichtig PBS/NH4Cl auf die Zellen gegeben und die Aufnahme 

zu Ende geführt. 

 

PBS/ NH4Cl 

NaCl in PBS isomolar (140 mM) durch NH4Cl ersetzt 

 

3.8.6  Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie 

Einen Nachteil der Epifluoreszenzmikroskopie stellt die Tatsache dar, dass nicht nur 

Fluoreszenzmoleküle innerhalb, sondern auch sehr viele außerhalb der Fokusebene angeregt 

und entsprechend detektiert werden können. Durch diese out-of-focus-Information 

verschlechtert sich der Bildkontrast des entstehenden Bildes stark, was zu einer 

entsprechenden Verringerung der realen Auflösung führt. Eine Technik, mit der diese 

Limitation der Epifluoreszenzmikroskopie umgangen werden kann, stellt die konfokale Laser-

Scanning-Mikroskopie (KLSM) dar. Diese Methode weist zwei entscheidende Unterschiede zur 

konventionellen Mikroskopie auf: zum einen befindet sich zwischen anregendem Laser und 

Objekt eine Lochblende, die zu einer punktförmigen Illumination des Objekts führt. Eine 

weitere, einstellbare Lochblende (pinhole) befindet sich zwischen Objekt und Detektor und 

blendet Fluoreszenzlicht aus, das nicht aus der Fokusebene stammt. Da Anregungs- und 

Detektionsfokus gleich sind, spricht man von konfokaler Mikroskopie. Zum anderen ergibt sich 

aus dieser optischen Anordnung die Bedingung, dass das Objekt nur in einzelnen Bildpunkten 

angeregt werden kann, also abgerastert werden muss (daher Scanning-Mikroskopie). 

Die Aufnahmen im KLSM fanden mit einer Auflösung von 1024x1024 Bildpunkten statt. Zur 

Verminderung des Hintergrundes wurde jede Bildzeile dabei mindestens achtfach gescannt 

und daraus ein Mittelwert gebildet. Zudem wurde im sequentiellen Modus gearbeitet, d.h. die 

einzelnen Fluorophore wurden einzeln und nacheinander (anstatt parallel alle zusammen) 

durch ihre Laserlinie angeregt und separat die Emission detektiert. Dies diente der 

Verhinderung von cross talk zwischen den Kanälen, d.h. der Detektion eines Fluorophors mit 

den Einstellungen eines anderen. 

Bei Stapelaufnahmen wurden die Daten im Anschluss an die Aufnahme meist einer 3D-

Rekonstruktion unterzogen (siehe 3.8.7 Dekonvolution und 3D-Rekonstruktion). 
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Es wurden folgende Einstellungen für die einzelnen Fluorophore verwendet: 

 

Tab. 3-13  Einstellungen KLSM 

Fluorophor Laserlinie zur Anregung [nm] Detektion der Emission [nm] 

CFP 458 460-500 

GFP, Alexa488 488 495-535 

YFP 514 518-540 

DsRed, Alexa546 543 560-660 

Alexa633, Alexa647 633 640-700 

Bei Detektion mehrerer Fluorophore wurden die Detektionsgrenzen so gewählt, dass es zu keiner 
Überschneidung mit der Anregungswellenlänge eines anderen Farbstoffes kam. 

 

3.8.7  Dekonvolution und 3D-Rekonstruktion 

Mit Hilfe des kommerziellen Programms Volocity (Improvision) ist es möglich, Bilder 

verschiedener Schnittebenen einer Zelle zunächst zu dekonvolieren, um daraus ein 

dreidimensionales Bild zu erstellen. Dekonvolution bedeutet, dass mit Hilfe mathematischer 

Algorithmen der Anteil von Streulicht in den Aufnahmen der einzelnen Schichten 

herausgerechnet wird und damit ein Bild mit deutlich verbessertem Signal-Rausch-Verhältnis 

entsteht. Dies wurde insbesondere bei 3- oder 4D-Aufnahme von Epifluoreszenzmikroskopen 

durchgeführt. Eine Dekonvolution von KLSM-Aufnahmen ist zwar möglich, aufgrund der hohen 

räumlichen Auflösung in der z-Ebene aber nicht notwendig.  

Zur Bearbeitung der erhaltenen Daten wurden diese zunächst in Volocity importiert, in dem für 

jedes Experiment eine sogenannte point spread function (PSF) berechnet wurde. Die dafür 

verwendeten Wellenlängen richteten sich nach den verwendeten Fluorophoren. Mit Hilfe 

dieser PSFs konnten die Aufnahmen dekonvoliert werden. Die Dekonvolution sollte von 

Volocity beendet werden, wenn entweder eine Konfidenz von 100% erreicht oder 25 

Wiederholungen durchgeführt wurden.  

Die dekonvolierten Daten wurden von Volocity automatisch in eine 3D-Rekonstruktion 

umgewandelt. 

 

3.8.8  Quantifizierung der Kolokalisation von vesikulären Strukturen 

Im Laufe dieser Dissertation wurde die Kolokalisation in vesikulären Strukturen in zwei 

Experimenten bestimmt. Dies geschah auf unterschiedliche Weise. Im Falle des Experiments, 

das die Kolokalisation von Rab11 und rekombinantem Galectin-3 bestimmen soll, wurde die 

Kolokalisation manuell ausgewertet. Im Falle des Experiments, das die Kolokalisation 
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aufgenommenen Dextrans und Galectin-3 bestimmen soll, wurde die Auswertung mit Hilfe von 

Improvision Volocity durchgeführt. 

 

Manuelle Bestimmung 

Pro Zeitpunkt wurden jeweils drei Aufnahmen aus unterschiedlichen Experimenten 

ausgewertet. Jede Aufnahme wurde in 16 gleich große Quadrate (10 µm x 10 µm) unterteilt, 

von denen vier Quadrate von oben links nach unten rechts ausgewertet wurden. In jedem 

Quadrat wurde die Anzahl galectin-3/rab11-positiver und galectin-3-positiver Strukturen 

bestimmt und daraus der Quotient gebildet. 

 

Bestimmung durch Volocity 

Es wurde ein Messprotokoll erstellt, das automatisch vesikuläre Strukturen innerhalb der 

Aufnahmen bestimmt. Diese sollten nicht größer als 2,5 µm2 und nicht kleiner als 0,17 µm2 

sein. Für die gefundenen Strukturen wurde dann der Pearsons Koeffizient ermittelt, der eine 

Aussage über die Stärke der Kolokalisation zulässt. Strukturen, in denen der Pearsons 

Koeffizient größer als 0,2 war, wurden als kolokalisiert angesehen. Es wurden jeweils 

mindestens zwei Aufnahmen pro Zeitpunkt aus drei unabhängigen Experimenten ausgewertet.  

 

3.9  Elektronenmikroskopische Methoden 

Die Auflösung eines Mikroskops ist durch die Wellenlänge der verwendeten Strahlung limitiert. 

Aufgrund der Wellenlänge sichtbaren Lichts beträgt das Auflösungsvermögen konventioneller 

Lichtmikroskope etwa 200 nm. Da schnelle Elektronen wiederum eine sehr viel kleinere 

Wellenlänge besitzen als Licht, ist es mit der Elektronenmikroskopie möglich, ein sehr viel 

höheres Auflösungsvermögen zu erreichen. Die technische Grenze hierfür liegt zur Zeit bei 

etwa 0,1 nm.  

Aufgrund der spezifischen Begebenheiten der Elektronenmikroskopie müssen biologische 

Proben gewisse Anforderungen erfüllen, um mikroskopiert werden zu können. Da der 

Elektronenstrahl des Mikroskops durch gasförmige Moleküle abgelenkt werden könnte, ist es 

z.B. nötig, dass die Proben fixiert und wasserfrei sind. Desweiteren bieten biologische Proben 

in aller Regel nicht genügend Kontrast für die Elektronenmikroskopie und müssen 

entsprechend kontrastiert werden. 

In der hier vorliegenden Arbeit wurden Mikrovesikel- und Exosomenfraktionen auf ihren Inhalt 

hin elektronenmikroskopisch untersucht. Dazu wurde zunächst ca. 15 µl Mikrovesikel- bzw. 
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Exosomenlösung (siehe 3.5.2 Exosomenpräparation und 3.5.3 Mikrovesikelpräparation; jeweils 

in PBS++ gelöst) auf ein Stück Parafilm getropft. Auf den Tropfen wurde dann ein 

Metallnetzchen gelegt, das nach Inkubation für 30 s abgetropft und auf einen 15 µl Tropfen 

2 % (v/v) Phospho-Wolframsäure überführt wurde. Nach einer Inkubation von 30 s wurde das 

Netzchen wieder abgetropft und konnte gelagert werden. Nach dem Trocknen des Präparates 

über Nacht wurde es mit Hilfe des EM 109 (Zeiss, Oberkochen) untersucht. 

 

3.10  Statistik 

Um statistische Relevanz zu gewährleisten, wurden sämtliche Versuche in der Regel mit 

mindestens drei Wiederholungen durchgeführt. Darstellung und statistische Auswertung der 

Daten erfolgte mit Hilfe des Programms GraphPad Prism4. Angegeben sind jeweils die 

Mittelwerte ± Standardfehler. Wurde nur zwei Gruppen miteinander verglichen, so erfolgte die 

Testung auf statistische Signifikanz mit Hilfe eines gepaarten t-Tests. Aufgrund der 

Alphafehlerinflation ist eine statistische Testung von mehr als zwei Gruppen durch mehrere 

t-Tests nicht zulässig. In diesen Fällen wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (analysis of 

variance, ANOVA), gefolgt von einem Post-Hoc-Test nach Tukey zum Vergleich der einzelnen 

Gruppen, durchgeführt. Welcher statistische Test durchgeführt wurde, ist jeweils in den 

Abbildungslegenden vermerkt. 
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Der Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit gliedert sich in drei Abschnitte. Im ersten Abschnitt 

(4.1 ) werden die Ergebnisse vorgestellt, die sich auf Untersuchungen zur Endozytose von 

Galectin-3 beziehen. Der zweite Abschnitt (4.2 ) beschäftigt sich mit der Charakterisierung des 

Mechanismus und der Vorbedingungen für die unkonventionelle Sekretion von Galectin-3. 

Abschließend wird im dritten Abschnitt (4.3 ) auf die Frage eingegangen, ob es sich bei dem 

endogenen MDCK-Protein gp114 um ein canines Homolog von CEACAM1 handelt. 

 

4.1  Endozytose von Galectin-3 

Durch frühere Arbeiten ist bekannt, dass Galectin-3, ein galactosebindendes Lectin, ein 

mutmaßlicher Sortierrezeptor im apikalen Transport raft-unabhängig transportierter Proteine 

ist (Delacour et al. 2006; Delacour et al. 2008). Zudem existieren sehr gute Modelle, die den 

Sortiermechanismus beschreiben, und für die auch bereits experimentelle Beweise gefunden 

werden konnten (Delacour et al. 2007; Delacour und Jacob 2006). Weiterhin offen ist jedoch 

die Frage, an welchem Ort der durch Galectin-3 vermittelte Sortierprozess stattfinden könnte. 

Aufgrund der Lokalisation von Galectin-3 außerhalb des TGN (Schneider 2007; Schneider et al. 

2010) scheint dieses Kompartiment als mögliche Sortierstation auszuscheiden. Aufbauend auf 

der Hypothese, dass ein möglicher Recyclingweg von Galectin-3 höchstwahrscheinlich auch das 

Kompartiment durchläuft, in dem Galectin-3 seine Funktion als Sortierrezeptor erfüllt, wurde 

die Endozytose von Galectin-3 untersucht, um daraus Rückschlüsse über das Sortier-

kompartiment und möglicherweise auch den Sortiermechanismus zu ziehen. 

 

4.1.1  Galectin-3 findet sich in sauren, endosomalen Kompartimenten 

Vor der eigentlichen Untersuchung der Endozytose von Galectin-3 sollte in einem ersten 

Schritt festgestellt werden, ob und in welchen endosomalen Strukturen dieses Lectin in 

MDCK II-Zellen lokalisiert ist. Dazu wurden MDCK-Zellen einer doppelten Immunfluoreszenz-

markierung mit Antikörpern unterzogen, die zum einen gegen Galectin-3, zum anderen gegen 

die endosomalen Markerproteine Rab4, -8 und -11 gerichtet waren (Abb. 4-1). In 

Übereinstimmung mit Erkenntnissen, die in transient transfizierten COS-Zellen erlangt wurden 

(Schneider et al. 2010), zeigt endogenes Galectin-3 in MDCK-Zellen eine zwar schwache, aber 

konstante Kolokalisation mit Rab4 (Abb. 4-1 A), das als Markerprotein für das AEE angesehen 
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werden kann (Duffield et al. 2008), sowie mit Rab11 (Abb. 4-1 C), einem Marker für das ARE 

(Markgraf et al. 2007). Ferner kolokalisert Galectin-3 auch mit Rab8 (Abb. 4-1 B), einer GTPase, 

die am Transport apikaler Proteine beteiligt ist (Cramm-Behrens et al. 2008). 

Bereits vor dieser Arbeit war bekannt, dass Galectin-3-YFP in lebenden COS-Zellen in Rab4-CFP 

positiven, meist ringförmigen Strukturen zu finden ist (Abb. 4-2 A). Zu diesem Zeitpunkt wurde 

auch vermutet, dass weitere Galectin-3-YFP-haltige Strukturen existieren, diese aber aufgrund 

der starken Abhängigkeit der YFP-Fluoreszenz vom pH-Wert seiner Umgebung ς bei pH 6,0 

beträgt die Fluoreszenzintensität von YFP nur ein Zehntel der Intensität bei pH 8,0 und ist 

damit kaum bis gar nicht sichtbar ς und des sauren pH-Wertes in endosomalen Strukturen 

nicht sichtbar sind. Tatsächlich führt eine Behandlung transfizierter, lebender COS 7-Zellen mit 

NH4Cl und der damit einhergehenden Verschiebung des luminalen pH-Wertes ins Basische, 

zum Erscheinen weiterer, zuvor nicht oder nur kaum sichtbarer Galectin-3-YFP-Strukturen, die 

ebenfalls von einem Rab4-CFP-Ring umgeben sind (Abb. 4-2 A, Pfeile). Die Quantifizierung 

kolokalisierter Vesikel vor und nach NH4Cl-Behandlung bestätigt diese Beobachtung und zeigt 

einen signifikanten Anstieg von 5 ± 1 kolokalisierten Strukturen vor der Behandlung auf 10 ± 1 

nach der Behandlung (Abb. 4-2 B). Um auszuschließen, dass die beobachtete Steigerung der 

YFP-Fluoreszenz auf eine NH4Cl-induzierte Translokation von Galectin-3 in das endosomale 

System zurückzuführen ist, wurde das Verhalten von Galectin-3-YFP mit dem von Galectin-3-

DsRed verglichen. Hierbei wird die Tatsache ausgenutzt, dass DsRed im Gegensatz zu YFP nicht 

pH-sensitiv ist und daher in jedem Fall auch bereits vor der Behandlung mit NH4Cl detektiert 

werden kann. Wie Abb. 4-2 C zeigt, verändert sich die DsRed-Fluoreszenz in Gal3-YFP/Gal3-

DsRed-doppelttransfizierten COS 7-Zellen weder im Gesamten noch in einzelnen Strukturen 

durch die Behandlung mit NH4Cl. Im Gegensatz dazu fallen jedoch Galectin-3-DsRed-haltige 

Strukturen auf (Pfeile), in denen die Behandlung mit NH4Cl zu einer starken Zunahme des zuvor 

kaum bis gar nicht sichtbaren Galectin-3-YFP-Signals führt. 

Zusammengenommen zeigen diese Daten, dass Galectin-3 sowohl in MDCK- als auch in COS-

Zellen mit Markerproteinen des endosomalen Systems kolokalisiert. Weiterhin konnte eine 

Lokalisation von Galectin-3-YFP in einem sauren, Rab4-positiven Kompartiment festgestellt 

werden. 
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Abb. 4-1  Kolokalisation von Galectin-3 mit Rabs in MDCK 

Für sieben Tage auf Deckgläsern kultivierte MDCK II-Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und 

schließlich einer Immunfluoreszenzmarkierung mit aGalectin-3(169)/Alexa546 und aRab4, -8, -11/ 

Alexa488 unterzogen. Die aufgenommenen Epifluoreszenzbilder wurden zur Verringerung des 

Hintergrunds dekonvoliert. Dargestellt ist jeweils eine Ebene aus dem subapikalen Bereich. 

Kolokalisierte Strukturen sind mit Pfeilen markiert. aRabs/Alexa488 ς grün, aGalectin-3/Alexa546 ς rot, 

Kerne/Hoechst 33258 ς blau; Maßstab ς 20 µm. 
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Abb. 4-2  Lokalisation von Galectin-3 in sauren, endosomalen Strukturen 

(A) Auf Deckgläsern kultivierte COS 7-Zellen wurden 48 h nach Transfektion mit Gal3-YFP und Rab4-CFP 

fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Dargestellt sind die Zeitpunkte vor und nach Zugabe von PBS/NH4Cl 

einer dekonvolierten 4D-Aufnahme. Die Pfeile markieren Rab4-positive Endosomen, deren Gal3-YFP-

Signal nach NH4Cl-Behandlung stark zunimmt. Die Experimente dieser Abbildung stammen aus 

Schneider 2007. Maßstab ς 20 µm. (B) Quantifizierung kolokalisierter Vesikel vor und nach Zugabe von 

NH4Cl. Angegeben sind Mittelwert ± Standardfehler, die statistische Analyse erfolgte durch einen 

gepaarten t-Test (**p<0,01). (C) Durchführung wie in (A), nur wurden die Zellen mit Gal3-YFP und dem 

pH-insensitiven Gal3-DsRed transfiziert. Dargestellt sind die Zeitpunkte vor und nach Zugabe von 

PBS/NH4Cl einer dekonvolierten 4D-Aufnahme. Die Pfeile markieren Gal3-DsRed positive Strukturen, 

deren YFP-Fluoreszenz nach NH4Cl-Behandlung zunimmt. Maßstab ς 20 µm. 
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4.1.2  Die Endozytose von Galectin-3 ist abhängig von der Zuckerbindung 

Von Galectin-3 ist bekannt, dass es von MDCK-Zellen über einen unkonventionellen 

Sekretionsweg in das apikale Medium abgegeben wird (Lindstedt et al. 1993). Der umgekehrte 

Weg, die Endozytose, erscheint zwar aufgrund der endosomalen Lokalisation von Galectin-3 in 

MDCK- und COS-Zellen wahrscheinlich, wurde bisher jedoch noch nicht näher erforscht. In 

einem ersten Versuch sollte durch diese Arbeit nun herausgefunden werden, ob und in 

welchem Umfang die Zuckerbindedomäne (CRD) in Galectin-3 für dessen Endozytose wichtig 

ist. 

Zur Untersuchung dieses Sachverhalts wurde die apikale Aufnahme von rekombinantem 

Galectin-3 in MDCK II-Zellen analysiert. Dazu wurden die Zellen, die für sieben Tage auf Filtern 

kultiviert wurden, mit rekombinantem Galectin-3-Alexa633 in An- oder Abwesenheit von 

Lactose, einem kompetetiven Inhibitor der Zuckerbindung, für 30 min auf Eis inkubiert, um 

eine synchrone Anlagerung des rekombinanten Proteins zu ermöglichen. Die eigentliche 

Aufnahme wurde dann bei 37 °C durchgeführt, wobei zu beachten ist, dass nach 10 min das 

rekombinante Galectin-3 abgenommen und durch vorgewärmtes PBS++ ersetzt wurde. 

Anschließend an die 37 °C-Inkubation wurden die Zellen fixiert und mit Hilfe des KLSM 

analysiert. Die entstehenden Bilder wurden mit Hilfe von Volocity in eine 3D-Darstellung 

umgerechnet (Abb. 4-3 A). Zellen, bei denen die Aufnahme von Galectin-3 in Abwesenheit von 

Lactose durchgeführt wurde (Mock), zeigen zum Zeitpunkt 0 min sehr starke, punktförmige 

Fluoreszenzsignale im Bereich der apikalen Membran. Durch die Färbung ist auch der Verlauf 

der Zellgrenzen nachzuvollziehen, jedoch auch hier nur im oberen Bereich der Zelle. Dies 

deutet darauf hin, dass das rekombinante Galectin-3 die Zonula occludens nicht passiert hat. 

Nach 30 min Inkubation bei 37 °C ist die detektierte Fluoreszenz zwar schwächer als bei 0 min, 

aber immer noch deutlich sichtbar. Der Großteil des aufgenommenen Galectin-3 liegt nun in 

punktförmigen Strukturen vor, die in der Nähe des Kerns lokalisiert sind. Ein gewisser Anteil ist 

jedoch auch als diffuse, membrannahe Färbung zu sehen (vergleiche auch Abb. 4-3 B, WT). Im 

Gegensatz dazu ist in Zellen, in denen die Aufnahme in Anwesenheit von 0,15 M Lactose 

durchgeführt wurde (Lactose), keinerlei Fluoreszenzsignal, weder nach 0 noch nach 30 min zu 

beobachten. Die Ergebnisse dieser fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung konnten auch 

biochemisch bestätigt werden. Für diesen Versuch wurden die Zellen nach Durchführung der 

Aufnahme für 0 und 30 min lysiert, anschließend wurde die Anwesenheit von rekombinantem 

Protein im Zelllysat mittels Western Blot ermittelt (Abb. 4-3 C). Eine Unterscheidung zwischen 

endogenem, d.h. caninem Galectin-3 von rekombinantem, humanem Galectin-3 ist hierbei 

über die unterschiedliche molekulare Masse der beiden Homologe sicher möglich. Analog zu 
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den fluoreszenzmikroskopischen Ergebnissen zeigt sich in den unbehandelten Proben (Mock) 

ein starkes Signal des rekombinanten Galectin-3 bei 0 min, sowie ein schwächeres Signal bei 

30 min. Die Differenz zwischen den beiden Proben ist vornehmlich durch rekombinantes 

Protein zu erklären, das unter dem Druck der hohen Konzentrationen am Anfang des 

Versuches an die Membran bindet, sich nach Abnahme der Galectin-3-Proteinlösung nach 

10 min aufgrund der daraus resultierenden Gleichgewichtsverschiebung jedoch wieder ablöst. 

Diese Fraktion kann im Überstand des 30 min-Wertes nachgewiesen werden (nicht gezeigt). 

Ähnlich wie mock-behandelte Proben verhalten sich auch Proben, bei denen die Aufnahme in 

Anwesenheit von 0,3 M Glucose, also einem der beiden in Lactose enthaltenen 

Zuckermonomere, durchgeführt wurde (Glucose). Im Gegensatz dazu ist in den Lysaten der 

lactosebehandelten Zellen weder nach 0 noch nach 30 min Signal des rekombinanten Proteins 

detektierbar, folglich scheint weder eine Anlagerung noch eine Aufnahme des Proteins 

stattgefunden zu haben (Lactose). Fehler, die durch eine unterschiedliche Beladung des Gels 

entstanden sein könnten, können hier ausgeschlossen werden, da die Menge des endogenen 

Galectin-3 in allen Proben konstant ist. 

Eine weitere Möglichkeit, die Abhängigkeit der Galectin-3-Endozytose von der Zuckerbindung 

zu überprüfen, stellt die Galectin-3-Mutante R186S dar. Bei dieser Mutante wurde eine stark 

konservierte Aminosäure in der D-Stelle der CRD, Arginin-186, zu einem Serin mutiert. Dies 

führt zu einer dramatisch verringerten Bindung von löslichem N-Acetyllactosamin und 

Glykanen, in denen N-Acetyllactosamin vermutlich an Stelle C und D bindet (Salomonsson et 

al. 2010). Untersucht man die Aufnahme von Galectin-3-R186S-FITC in MDCK-Zellen mit Hilfe 

des KLSM (R186S), so zeigt sich, dass weder nach 0 min, noch nach 30 min Fluoreszenzsignal an 

oder in den Zellen detektierbar ist (Abb. 4-3 B, R186S). Im Gegensatz dazu zeigt Galectin-3-FITC 

(WT) eine ähnliche Verteilung der Fluoreszenzintensität, wie dies auch im vorherigen Versuch 

mit Galectin-3-Alexa633 der Fall war. Entsprechend zeigt sich zum Start der Aufnahme von 

Galectin-3 eine starke Färbung der apikalen Membran und auch hier sind die Zellgrenzen 

nachvollziehbar, jedoch wiederum nur im oberen Teil der Zelle. Dagegen befindet sich 

Galectin-3-FITC 30 min nach Start der Aufnahme vor allem in punktförmigen, kernnahen 

Strukturen, aber auch eine diffuse Färbung in der Nähe der Membran ist zu beobachten. Auch 

hier konnten die Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen mit Hilfe von 

biochemischen Tests bestätigt werden. Analog zur Aufnahme von Galectin-3 in Abwesenheit 

von Lactose, zeigt auch der Wildtyp (WT) in Abb. 4-3 D zunächst ein starkes Signal zum 

Zeitpunkt 0 min, dass nach 30 min deutlich schwächer, aber dennoch gut detektierbar ist. Im 

Gegensatz dazu ist bei Galectin-3-R186S zum Start der Aufnahme nur ein sehr schwaches 
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Signal des rekombinanten Proteins detektierbar, dass zudem nach 30 min völlig verschwunden 

ist. Auch hier können Variationen durch unterschiedliche Beladung der Gele ausgeschlossen 

werden, da die Intensität der Banden des endogenen Galectin-3 durchgehend konstant ist. 

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass die Endozytose von Galectin-3 aus dem 

apikalen Medium in MDCK-Zellen abhängig von der Bindung an glykosylierte Liganden ist.  
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Abb. 4-3  Zuckerabhängige Endozytose von Galectin-3 in MDCK-Zellen 

MDCK II-Zellen, die für sieben Tage auf PET-Filtern (A,B) bzw. 6 cm-Kulturschalen (C,D) kultiviert 

wurden, wurden mit 1 µM apikal zugegebenem Galectin-3 für 30 min auf Eis inkubiert, dann wurde die 

Aufnahme bei 37 °C für die angegebenen Zeitpunkte durchgeführt. Hierbei wurden verwendet für (A) 

Galectin-3-Alexa633 in An- oder Abwesenheit von 0,15 M Lactose, für (B) Galectin-3 in An- oder 

Abwesenheit von 0,15 M Lactose bzw. 0,3 M Glucose, für (C) Galectin-3-FITC bzw. Galectin-3-R186S-FITC 

und für (D) Galectin-3 bzw. Galectin-3-R186S. Jeweils nach 10 min wurde das rekombinante Protein 

abgenommen und durch PBS++ ersetzt. Anschließend an die Aufnahme wurden die Zellen entweder 

fixiert und für die Fluoreszenzmikroskopie vorbereitet (A,B) oder lysiert und mittels Western Blot mit 

aGal3(169)-Antikörpern analysiert (C,D). Galectin-3-FITC, Galectin-3-R186S-FITC sowie Galectin-3-R186S 

wurden freundlicherweise von Hakon Leffler, Lund, Schweden zur Verfügung gestellt. Maßstab ς 20 µm. 

cGal3 ς canines Galectin-3; hGal3 ς humanes Galectin-3. 
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4.1.3  Dextran und Galectin-3 werden in unterschiedliche Wege sortiert 

Nachdem die Frage geklärt war, inwiefern die Endozytose von Galectin-3 von der Fähigkeit 

abhängt, Zucker zu binden, sollte in einem weiteren Experiment untersucht werden, ob 

Galectin-3 nach seiner Aufnahme in die Zelle in den lysosomalen, d.h. degradativen 

Endozytoseweg einsortiert wird oder ob es über einen anderen Weg, mutmaßlich einen 

Recyclingweg, transportiert wird. Hinweise auf diese Frage liefert der Vergleich des Verhaltens 

von Galectin-3 mit dem von fluoreszenzgekoppeltem Dextran. Dextran wird von Zellen 

aufgenommen, zu den Lysosomen transportiert und schließlich dort abgebaut. Daher kann es 

als Marker für den lysosomalen Weg angesehen werden (Ellinger et al. 1998). 

Abb. 4-4 zeigt die Ergebnisse eines solchen Vergleiches. Für dieses Experiment wurden auf 

PET-Filtern gewachsene MDCK II-Zellen mit rekombinantem Galectin-3-FITC und Dextran-

Alexa647 für 30 min auf Eis inkubiert. Die eigentliche Aufnahme wurde anschließend bei 37 °C 

für die angegebenen Zeitpunkte durchgeführt, die Zellen daraufhin fixiert und für die 

Mikroskopie vorbereitet. Für die Endozytose von Galectin-3-FITC zeigt sich dabei ein ähnliches 

Bild, wie es bereits aus den vorherigen Endozytoseversuchen bekannt war. Zum Start der 

Aufnahme zeigt das rekombinante Protein eine starke, punktförmige Fluoreszenzverteilung im 

apikalen Bereich, gleichzeitig sind die Zellgrenzen im oberen Bereich der Zelle deutlich 

nachzuvollziehen (Abb. 4-4 A, 0 min). Nach 5 min bei 37 °C hat sich die Verteilung von Galectin-

3-FITC in der Zelle nicht entscheidend geändert, die Zellgrenzen erscheinen jedoch etwas 

weniger stark akzentuiert (Abb. 4-4 A, 5 min). Analog zu Abb. 4-3 A und B zeigt sich auch in 

diesem Versuch, dass Galectin-3-FITC 30 min nach Start der Aufnahme vor allem in 

punktförmigen Strukturen zu finden ist, die in der Nähe des Kerns lokalisiert sind. Gleichzeitig 

ist auch ein diffuses Galectin-3-Signal in der Nähe der Membran zu erkennen (Abb. 4-4 A, 

30 min). Zum Zeitpunkt 60 min ist kein entscheidender Unterschied zum vorherigen Zeitpunkt 

zu erkennen. Tendenziell befinden sich die vesikulären Strukturen von Galectin-3-FITC jetzt 

etwas peripherer und die diffuse Färbung in der Nähe der Membran scheint sich verstärkt zu 

haben (Abb. 4-4 A, 60min). Im Gegensatz zu Galectin-3-FITC sind bei Dextran-Alexa647 über 

den Verlauf des Experiments keine größeren Veränderungen der Verteilung auszumachen 

(Abb. 4-4 A, Überlagerung und rechte Spalte). Von 0 bis 60 min befindet sich Dextran in 

punktförmigen Strukturen, die gleichmäßig über die Fläche der Zelle verteilt sind. Eine 

Akkumulation in der Nähe der Membran oder in der Nähe des Kerns, wie es bei Galectin-3 

nach 30 min der Fall ist, ist zu keinem Zeitpunkt zu beobachten. Insgesamt scheint es jedoch 

so, als ob die Anzahl der dextran-positiven Vesikel im Verlauf des Endozytosevorgangs, 

zumindest im hier dargestellten subapikalen Bereich, abnimmt. Vergleicht man die 
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Kolokalisation der beiden Kanäle (Abb. 4-4 A, Überlagerung in der linken Spalte sowie 

vergrößerter Ausschnitt der Überlagerung), so zeigt sich, dass bereits zum Start der Endozytose 

(0 min) etliche vesikuläre Strukturen sowohl Galectin-3-FITC- als auch Dextran-Alexa647-Signal 

aufweisen. Der Grad der Kolokalisation scheint nach 5 min einen Höhepunkt zu erreichen um 

schließlich nach 30 bzw. 60 min deutlich abzunehmen. Für Abb. 4-4 B wurde die Anzahl der 

vesikulären Strukturen mit Kolokalisation quantifiziert. Hierzu wurden pro Zeitpunkt 

mindestens fünf verschiedene Bilder aus drei unabhängigen Versuchen ausgewertet. In den 

Bildern wurden mit Hilfe von Volocity vesikuläre Strukturen identifiziert und in diesen 

Strukturen der Pearson-Koeffizient bestimmt, der einen Gradmesser der Kolokalisation 

darstellt. Als kolokalisiert wurden Vesikel angesehen, wenn der in ihnen gemessene Pearson-

Koeffizient größer als 0,2 war. Wie schon zuvor vermutet, ist der höchste Grad der 

Kolokalisation zwischen Galectin-3-FITC und Dextran-Alexa647 in diesem Experiment nach 

5 min erreicht. Zu diesem Zeitpunkt zeigen 116 ± 16 Vesikel eine Kolokalisation. Die Anzahl 

kolokalisierter Vesikel zum Zeitpunkt 0 min und 10 min ist mit 80 ± 12 bzw. 77 ± 10 zwar 

niedriger als zum Zeitpunkt 5 min, jedoch nicht signifikant verschieden. Im weiteren Verlauf 

des Experiments sinkt der Grad der Kolokalisation zwischen Galectin-3 und Dextran weiter, 

wobei ab 20 min ein signifikanter Unterschied zum 5 min-Wert zu beobachten ist. Die 

niedrigste Anzahl kolokalisierter Vesikel findet sich mit 30 ± 7 bzw. 38 ± 5 Vesikel nach 45 bzw. 

60 min Inkubation bei 37 °C. 

Anhand der Daten kann dementsprechend gesagt werden, dass Galectin-3 und der 

Flüssigphasenmarker Dextran zunächst zusammen aufgenommen werden, im späteren Verlauf 

der Endozytose aber getrennt und in unterschiedlichen Wegen transportiert werden. 

Abb. 4-4  Galectin-3 und Dextran werden in unterschiedliche Endozytosewege sortiert 

(A) Für sieben Tage auf PET-Filtern gewachsene MDCK-Zellen wurden für 30 min auf Eis mit Galectin-3-

FITC und Dextran-A647 inkubiert. Die Aufnahme der beiden Stoffe erfolgte bei 37 °C für die 

angegebenen Zeitpunkte. Anschließend wurden die Zellen fixiert und für die Fluoreszenzmikroskopie 

vorbereitet. Mit Hilfe des KLSM wurden Stapelaufnahmen der Zellen erstellt, für die Quantifizierung 

wurde auf eine gleichmäßige Größe des Bildausschnittes geachtet. Dargestellt ist jeweils eine Ebene aus 

dem subapikalen Bereich, aus Übersichtsgründen jedoch nicht von allen Zeitpunkten. Die linke Spalte 

zeigt eine Übersichtsaufnahme, die drei rechten Spalten zeigen Vergrößerungen des gleichen Bildes. Die 

Pfeile markieren kolokalisierte Strukturen. Maßstab ς 20 µm. (B) Quantifizierung der Aufnahmen aus 

(A). Mit Hilfe von Volocity wurden vesikuläre Strukturen in den Aufnahmen bestimmt und in diesen 

Strukturen der Pearson-Koeffizient berechnet. Strukturen mit einem Koeffizienten größer 0,2 wurden als 

kolokalisiert angesehen. Angegeben sind Mittelwert ± Standardfehler, die statistische Auswertung 

erfolgte mit Hilfe einer einfaktoriellen ANOVA, gefolgt von einem Tukey-Post-Test (**p<0,01, 

***p<0,001). 
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Abb. 4-4  Galectin-3 und Dextran werden in unterschiedliche Endozytosewege sortiert 

(Legende siehe vorheriger Seite) 
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4.1.4  Endozytiertes Galectin-3 lokalisiert in sauren, rab11-positiven 

Kompartimenten 

Der Vergleich der Endozytose von Galectin-3 mit der von Dextran zeigt, dass Galectin-3 nicht in 

den lysosomalen Weg einsortiert wird. Dies lässt vermuten, dass Galectin-3 nicht degradiert, 

sondern vielmehr an die apikale Membran zurück transportiert wird. Sollte dies der Fall sein, 

dann müsste endozytiertes Galectin-3 ein saures, rab11-positives Recycling-Kompartiment 

erreichen und von dort mutmaßlich zur apikalen Membran transportiert werden. Zur 

Überprüfung dieser Hypothese wurde abermals der bekannte Endozytoseversuch, dieses Mal 

mit Galectin-3-Alexa633, in MDCK-Zellen durchgeführt. Die Aufnahme wurde für 0 und 30 min 

bei 37 °C durchgeführt, die Zellen dann fixiert, permeabilisiert und mit Antikörpern gegen den 

ARE-Marker Rab11 gefärbt. Die Analyse erfolgte wieder mit Hilfe des KLSM. Wie in den 

Experimenten zuvor, befindet sich Galectin-3 nach 0 min in punktförmigen Strukturen an der 

apikalen Membran und nach 30 min in eher kernnahen Strukturen sowie als diffuse Färbung in 

der Nähe der Membran (Abb. 4-5 A, mittlere Spalte). Die Färbung durch aRab11-Antikörper 

zeigt zu beiden Zeitpunkten vesikuläre Strukturen, die sich durch eine leichte Akkumulation in 

der Nähe des Kerns auszeichnen (linke Spalte). Hierbei handelt es sich um eine Verteilung, wie 

sie für rab11-positive AREs auch schon beschrieben wurde (Perret et al. 2005). Vergleicht man 

die Lokalisation von aufgenommenem Galectin-3-Alexa633 mit der von aRab11/Alexa488, so 

zeigt sich, dass zum Start der Endozytose nur ein sehr geringer Anteil der beiden Farbstoffe 

kolokalisiert, dieser Anteil nach 30 min jedoch sehr stark steigt. Bestätigt wird diese 

Beobachtung durch die Quantifizierung der kolokalisierten Strukturen (Abb. 4-5 B). Während 

zum Zeitpunkt 0 min nur ein geringer Anteil galectin-3-positiver Strukturen zusätzlich rab11-

positiv ist (6,9 ± 1,1 %), zeigen nach 30 min etwa ein Drittel aller Galectin-3-Strukturen eine 

Kolokalisation mit Rab11 (35,1 ± 2,0 %). Beide Werte unterscheiden sich hierbei signifikant. 

Die beobachtete Kolokalisation mit Rab11 ist bereits ein guter Hinweis auf die Lokalisation von 

endozytiertem Galectin-3 in apikalen Recyclingendosomen, aber kein allein gültiger Beweis 

dafür. Ein Charakteristikum des endosomalen Systems ist der tendenziell saure pH-Wert im 

Vergleich zu den restlichen Zellorganellen. So besitzen AEE und CRE z.B. einen pH-Wert von 

5,8, das ARE einen von 6,5 (Perret et al. 2005). Um festzustellen, ob Galectin-3 in ein solches 

saures Kompartiment aufgenommen wird, wurde ein erneuter Endozytoseversuch 

durchgeführt. Für diesen Versuch wurde rekombinantes Galectin-3 mit pHrodo konjugiert, 

einem Farbstoff, der bei neutralem pH fast keine Fluoreszenzintensität zeigt, in saurem Milieu 

jedoch eine starke rote Fluoreszenz emittiert. In einem ersten Versuch wurde Galectin-3-
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pHrodo zunächst zu COS 7-Zellen gegeben und für 30 min bei 4 °C inkubiert. Die 

Internalisierung des rekombinanten Proteins erfolgte dann bei 37 °C über einen Zeitraum von 

30 min. Wie in Abb. 4-6 A dargestellt, ist zum Beginn der Endozytose keinerlei 

Fluoreszenzsignal von pHrodo detektierbar, was darauf hindeutet, dass sich das rekombinante 

Protein nicht in einer sauren Umgebung befindet. Im Gegensatz dazu können 30 min nach 

Start der Endozytose starke, punktförmige Strukturen im Inneren der Zelle beobachtet 

werden, der Farbstoff muss also nun einem sauren pH ausgesetzt sein. Dies zeigt, dass 

Abb. 4-5  Kolokalisation von aufgenommenem Galectin-3 mit Rab11 

Für sieben Tage auf PET-Filtern gewachsene MDCK-Zellen wurden mit 1 µM Galectin-3-Alexa633 für 

30 min auf Eis inkubiert, die Aufnahme erfolgte anschließend bei 37 °C für die angegebenen Zeitpunkte. 

Nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen erfolgte eine Immunfluoreszenzmarkierung mit 

aRab11/Alexa488. (A) Links dargestellt sind Übersichtsaufnahmen der verschiedenen Zeitpunkte, rechts 

die Vergrößerung eines Ausschnittes der gleichen Bilder. Kolokalisierte Strukturen sind mit Pfeilen 

markiert. Maßstaß ς 10 µm. (B) Quantifizierung der Aufnahmen aus (A). Es wurden pro Zeitpunkt 

Aufnahmen aus drei unabhängigen Experimenten ausgewertet. Diese wurden in zwölf gleichgroße 

Quadrate (10 µm x 10 µm) unterteilt, von denen jeweils vier von links oben nach rechts unten 

ausgewertet wurden. Angegeben ist der Mittelwert ± Standardfehler der doppeltpositiven Strukturen 

bezogen auf die Gesamtzahl aller galectin-3-positiven Strukturen. Die statistische Auswertung erfolgte 

durch einen gepaarten t-Test (***p<0,001).  
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Galectin-3-pHrodo von der Zelle aufgenommen und in Kompartimente transportiert wurde, die 

sich durch einen sauren pH-Wert auszeichnen. Indirekt werden damit auch die Erkenntnisse 

aus Abb. 4-2 bestätigt. 

Analog zur Aufnahme von Galectin-3-pHrodo in COS-Zellen wurden auch Experimente in 

MDCK-Zellen durchgeführt, die Ergebnisse hierzu sind in Abb. 4-6 B dargestellt. Auch hier zeigt 

sich, dass zu Beginn der Internalisierung bei 37 °C keine oder nur sehr schwache Fluoreszenz 

von Galectin-3-pHrodo detektierbar ist, der Farbstoff scheint sich also in einem neutralen 

Milieu zu befinden. Sehr früh, d.h. bereits ab etwa 5 bis 10 min zeigen sich erste, punktförmige 

Abb. 4-6  Endozytiertes Galectin-3-pHrodo gelangt in saure Kompartimente 

COS 7- (A) bzw. MDCK II-Zellen (B) wurden für 30 min bei 4 °C mit 1,5 µM Galectin-3-pHrodo inkubiert. 

Die Internalisierung erfolgte bei 37 °C auf dem Leica DMI6000B für 30 bzw. 45 min, dabei wurde zu den 

angegebenen Zeitpunkten eine 3D-Aufnahme der Zellen erstellt. Dargestellt ist jeweils die 

Maximalprojektion (kumulierte Fluoreszenz der einzelnen Ebenen). Die Zahlen in der rechten oberen 

Ecke geben die Zeit in Minuten an, die Zellgrenzen sind durch graue Linien verdeutlicht. Maßstab ς 

10 µm in (A), 20 µm in (B).   
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Strukturen, die darauf hindeuten, dass apikal zugegebenes Galectin-3 nun in ein saures 

Kompartiment gelangt. Die Fluoreszenzintensität nimmt in den nächsten Minuten stetig zu, bis 

sie etwa nach 25-30 min ein Maximum erreicht. Von nun an unterscheiden sich die 

Intensitäten zwischen den einzelnen Zeitpunkten nicht mehr entscheidend. Auch die 

Verteilung der galectin-3-haltigen Strukturen in der Zelle ändert sich kaum noch, ein Großteil 

von ihnen scheint recht stabil kernnah lokalisiert zu sein. 

Die hier präsentierten Daten zeigen also, dass Galectin-3 sowohl in COS 7- als auch in MDCK II-

Zellen in saure Kompartimente aufgenommen wird, die, wie in MDCK-Zellen gezeigt, Rab11-

positiv sind. 

 

4.1.5  Abhängigkeit der Ligandenbindung vom pH-Wert 

Eine sehr interessante, aber weitestgehend unerforschte Frage in Bezug auf Galectin-3 

beschäftigt sich mit der Problematik, wie es innerhalb eines Post-Golgi-Kompartiments zur 

Auslösung des Sortierprozesses durch dieses Lectin kommen kann, gleichzeitig an der 

Zelloberfläche der analoge Prozess aber verhindert wird. Eine mögliche Erklärung für dieses 

Phänomen könnte der unterschiedliche pH-Wert zwischen extrazellulärem Medium und 

Endosomen liefern. Dementsprechend wäre es möglich, dass die Bindung von Galectin-3 im 

sauren Milieu der Endosomen gegenüber neutralem pH-Wert an der Plasmamembran 

verstärkt sein könnte. Alternativ wäre es auch denkbar, dass bei saurem pH-Wert die 

Multimerisierung von Galectin-3 und damit indirekt die Clusterbildung gesteigert ist. 

Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden zunächst Affinitätssäulen mit rekombinantem 

Galectin-3 und Galectin-3-ɲb όDŀƭŜŎǘƛƴ-3 ohne N-terminale Domäne) erstellt. Diese Säulen 

wurden dann genutzt, um p75-GFP aus MDCK|p75-GFP-Zelllysaten bei unterschiedlichen pH-

Werten aufzureinigen. Zur grundsätzlichen Überprüfung des Erfolgs der Aufreinigung wurde 

diese zunächst bei pH 7,5 durchgeführt, die verschiedenen Fraktionen wurden gesammelt, 

dann TCA-gefällt und schließlich per Western Blot analysiert. Wie in Abb. 4-7 A beispielhaft zu 

sehen ist, kann von einer erfolgreichen Aufreingung von p75-GFP ausgegangen werden. 

Während im Durchfluss des Auftrags und in den ersten beiden Millilitern des Waschschrittes 

(W1, W2) bei etwa 28 kDa noch deutliche Signale des unglykosylierten und möglicherweise 

von p75 abgespaltenen GFP zu beobachten sind, so ist diese Bande aus den Elutionsfraktionen 

(E1-3) vollständig verschwunden. Ähnlich verhält es sich mit (möglicherweise unspezifischen) 

Banden bei ca. 50 und 72 kDa, die im Eluat zumindest verhältnismäßig schwächer erscheinen 

als im Lysat. Im Gegensatz dazu findet sich die gereifte Form von p75-GFP (Bande bei etwa 

100-110 kDa, vergleiche auch Yeaman et al. 1997) nicht nur im Durchfluss und den 
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Waschfraktionen 1 und 2, sondern auch in angereicherter Form in den Elutionsfraktionen. 

Anscheinend wird auch die Vorläuferform von p75-GFP (Bande bei etwa 95 kDa) von der 

Galectin-3-Säule gebunden, wenn jedoch mit geringerer Affinität. Dies ist daran zu erkennen, 

dass Vorläuferform und gereifte Form im Durchfluss noch etwa im Verhältnis 1:1 vorliegen; in 

den Elutionsfraktionen befindet sich jedoch verhältnismäßig mehr des gereiften Proteins als 

vom Vorläuferprotein. Vergleicht man nun die Bindung von p75-GFP an die Gal3(wt)-Säule bei 

unterschiedlichen pH-Werten, so zeigt sich, dass 15 ± 3 % des gesamten p75-GFP bei pH 7,5 an 

die Säule gebunden hat (Abb. 4-7 B), während bei pH 6,6 diese Menge mit 14 ± 3 % nur 

geringfügig niedriger ist. Im Gegensatz dazu sinkt bei pH 6,0 der Anteil gebundenen p75-GFPs 

Abb. 4-7  PH-abhängige Aufreinigung von p75
NTR

-GFP 

(A + B) MDCK|p75-GFP-Zellen wurden in Lysispuffer unterschiedlicher pH-Werte lysiert und 

anschließend über eine Gal3(wt)- (A) ōȊǿΦ Dŀƭоɲb-Säule (B) aufgereinigt. Die Mengen an p75-GFP im 

Lysat und in den eluierten Fraktionen wurden fluoreszenz-spektrometrisch bestimmt und zueinander in 

Relation gesetzt. Die statistische Analyse erfolgte anhand einer einfaktoriellen ANOVA, gefolgt von 

einem Tukey-Post-Test (*p<0,05). (C) Kontrolle der Aufreinigung über die Galectin-3-Affinitätssäule, 

beispielhaft gezeigt an einer Aufreinigung bei pH 7,5. Von den einzelnen Aufreinigungsschritten wurden 

wie angegeben Proben genommen, diese wurden dann TCA-gefällt und mit Hilfe eines Western Blots 

mit Anti-GFP-Antikörpern (JL-8) analysiert. 1 ς erster ml, 2 ς zweiter ml, 3 ς dritter ml, ʍ ς letzter ml. 
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am Totallysat um etwa ein Drittel auf 9 ± 2 %. Hierbei handelt es sich um eine signifikante 

Verringerung. Um sicherzustellen, dass die Bindung von p75-GFP an Galectin-3 in diesem 

Versuch tatsächlich durch die CRD und nicht durch die N-terminale Domäne vermittelt wurde, 

wurden die Zelllysate in einem zweiten, analogen Versuch über eine Gal3-ɲb-Säule 

aufgereinigt (Abb. 4-7 C). In Übereinstimmung mit dem vorherigen Versuch zeigt sich auch hier 

kein signifikanter Unterschied der Bindung von p75-GFP an die Gal3-ɲb-Säule bei pH 6,6 im 

Vergleich zu pH 7,5. Wiederum bei pH 6,0 zeigt sich jedoch auch hier eine signifikante 

Verringerung der Menge des gebundenen p75-GFP im Vergleich zu pH 7,5 (9 ± 1 % gegenüber 

14 ± 3 %).  

Insgesamt gesehen lässt sich also ein deutlicher Einfluss des pH-Wertes auf die Bindung von 

p75-GFP an Galectin-3 bei pH 6,0 im Vergleich zu pH 7,5 feststellen. Der etwas basischere pH-

Wert von 6,6 scheint jedoch keinen entsprechenden Effekt auszulösen. Zu dem konnte ein 

Einfluss der N-terminalen Domäne des rekombinanten Proteins an der Bindung von p75NTR-GFP 

ausgeschlossen werden. 

 

4.2  Unkonventionelle Sekretion von Galectin-3 

Galectin-3 besitzt, wie alle Proteine der Familie der Galectine, keine Signalsequenz für den 

Export über den klassischen sekretorischen Weg. Dennoch findet es sich in luminalen 

Kompartimenten sowie im Extrazellularraum und erfüllt dort wichtige Aufgaben; es muss 

daher auf unkonventionelle Weise sekretiert werden. Obwohl bereits einige Untersuchungen 

zur Sekretion von Galectin-3 existieren, lassen sie jedoch keine eindeutige Aussage über den 

tatsächlich gewählten Sekretionsweg zu, in manchen Fällen widersprechen sich die Ergebnisse 

sogar. Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, den genauen Sekretionsweg von Galectin-3 zu 

bestimmen und möglichst auch neue Erkenntnisse über den Mechanismus der Sekretion 

dieses Proteins zu erlangen. 

 

4.2.1  Galectin-3 findet sich im apikalen Medium von MDCK-Zellen in exosomalen 

Strukturen 

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass Galectin-3 in verschiedenen Zellen 

als Teil vesikulärer Strukturen in das Kulturmedium abgegeben wird (Mehul und Hughes 1997; 

Thery et al. 2001). In einem ersten Versuch sollte entsprechend geklärt werden, ob auch MDCK 

II-Zellen Galectin-3 in vesikulären Strukturen sekretieren, und wenn ja, ob es sich bei diesen 
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Strukturen um Mikrovesikel oder um Exosomen handelt. Dazu wurde der Kulturüberstand 

vollständig polarisierter MDCK-Zellen über Nacht gesammelt und mehreren, 

aufeinanderfolgenden Zentrifugationen unterzogen. Hierbei wurden zunächst bei 300 g und 

5000 g lose Zellen und Zellschrott aus dem Zellkulturmedium entfernt. Zur weiteren 

Präparation von Exosomen wurden anschließend die Mikrovesikel bei 20.000 g pelletiert. Der 

Überstand dieser Zentrifugation wurde ankonzentriert, die darin enthaltenen Exosomen in der 

Ultrazentrifuge bei 100.000 g pelletiert. Betrachtet man die so erhaltenen Fraktionen mit Hilfe 

des Elektronenmikroskops, so finden sich dort membranumschlossene Strukturen mit 

homogener, runder Morphologie (Abb. 4-8 A). Die Größe dieser Strukturen von etwa 40-90 nm 

deckt sich mit der in der Literatur beschriebenen Größe für Exosomen (Keller et al. 2006). 

Diese Fraktionen sind weiterhin positiv für Alix, das aufgrund seiner nachgewiesenen Präsenz 

in Exosomen (Quelle: exocarta.org) und seiner Funktion als akzessorisches Protein des ESCRT-II 

(Williams und Urbe 2007) hier als bona fide Marker für Exosomen dient (Abb. 4-8 B), sowie für 

Flotillin-1 (nicht gezeigt), das auch als Marker für Exosomen gehandelt wird (de Gassart A. et 

al. 2003). Aufgrund der Tatsache, dass das Flotillin-1-Signal bereits im verwendeten FKS zu 

finden ist (Abb. 4-8 F), wurde im weiteren Verlauf jedoch weitestgehend auf die Verwendung 

dieses Proteins als Exosomenmarker verzichtet. Im Gegensatz zu Alix und Flotillin-1 findet sich 

kein Signal der normalerweise ER-ständigen Proteindisulfidisomerase (PDI) in den exosomalen 

Fraktionen. Die PDI dient als Kontrolle, dass die untersuchten Fraktionen keine vesikulären 

Strukturen enthalten, die aufgrund zelltod-assoziierter Prozesse entstanden sind. Aktin, 

D!t5I ǳƴŘ ʰ¢ǳōǳƭƛƴΣ ŘƛŜ ǎƛŎƘ ŀƭǎ ȊȅǘƻǎƻƭƛǎŎƘŜ tǊƻǘŜƛƴŜ ƘƛŜǊȊǳ ǇǊƛƴȊƛǇƛŜƭƭ ōŜǎǎŜǊ ŜƛƎƴŜƴ 

würden, scheiden aufgrund ihrer nachgewiesenen Präsenz in Exosomen aus (Quelle: 

exocarta.org). Die Western Blot-Analyse zeigt außerdem, dass auch Galectin-3 in der 

exosomalen Fraktion enthalten ist (Abb. 4-8 B). Ein falsch-positives Ergebnis durch 

möglicherweise bereits im FKS enthaltene Exosomen kann jedoch ausgeschlossen werden, da 

weder Signale für Alix, noch für die PDI oder Galectin-3 in einer entsprechenden Präparation zu 

finden sind (Abb. 4-8 F). Bestätigung für die Annahme, dass Galectin-3 Teil der exosomalen 

Fraktion ist, kommt aus der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der 100.000 g-Fraktion 

des Zellkulturüberstands aus MDCK|Gal3-YFP-Zellen (Abb. 4-8 C). Galectin-3-YFP kommt in 

diesen Fraktionen in kleinen, vesikelartigen Strukturen vor, deren Größe aufgrund des 

begrenzten Auflösungsvermögens der Lichtmikroskopie jedoch nicht genau festgestellt werden 

kann. 
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Abb. 4-8  Galectin-3 findet sich in exosomalen, nicht aber in mikrovesikulären Fraktionen 

Aus dem Zellkulturüberstand sieben Tage alter MDCK II- bzw. MDCK|Gal3-YFP-Zellen wurden mittels 

sequentieller Zentrifugation die mikrovesikuläre (D,E) und die exosomale Fraktion (A-C) isoliert. 

(A) Western Blot-Analyse der exosomalen Fraktion unter Verwendung der angegebenen Antikörper. PDI 

ς Proteindisulfidisomerase, Gal3 ς Galectin-3. (B) Elektronenmikroskopische Untersuchung negativ-

kontrastierter Exosomen, die eingefügten Bilder zeigen Vergrößerung beispielhafter Strukturen 

(C) Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der exosomalen Fraktion von MDCK|Gal3-YFP-Zellen. 

(D) Western Blot-Analyse der mikrovesikulären Fraktion unter Verwendung der angegebenen 

Antikörper. MV ς Mikrovesikel, PDI ς Proteindisulfidisomerase, Gal3 ς Galectin-3. 

(E) Elektronenmikroskopische Untersuchung negativkontrastierter Mikrovesikel. (F) 1 ml exosomen-

freies FKS (entspricht der Menge, die im Medium für eine Präparation enthalten ist) wurde zweifach bei 

100.000 g pelletiert, anschließend wurde der Überstand abgenommen und das Pellet für eine Western 

Blot-Analyse mit den angegebenen Antikörpern vorbereitet. FKS ς fetales Kälberserum. 
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Im Gegensatz zum homogenen Erscheinungsbild der Exosomen zeichnen sich die Strukturen, 

die sich im 10.000 g-Pellet des Mediumüberstandes von MDCK-Zellen finden, eher durch eine 

heterogene Morphologie aus (Abb. 4-8 D). Die Größe dieser Strukturen reicht von etwa 

100 nm bis zu 1 µm und entspricht damit der beobachteten Größe für Mikrovesikel 

(Muralidharan-Chari et al. 2010). In der 10.000 g-Fraktion können sowohl relativ kleine, runde 

Strukturen beobachtet werden (links unten, rechts oben), als auch runde, abgeflachte (rechts 

unten) sowie tubuläre Strukturen (links oben). Im Gegensatz zur 100.000 g-Fraktion finden sich 

in der mutmaßlichen mikrovesikulären Fraktion jedoch weder der Exosomenmarker Alix, noch 

Galectin-3 (Abb. 4-8 E). Auch für die PDI ist kein Signal detektierbar, was dafür spricht, dass es 

sich hier tatsächlich um Mikrovesikel handelt und nicht um vesikuläre Strukturen, die aufgrund 

nekrotischer oder apoptotischer Prozesse entstanden sind. 

Da durch die bisherigen Daten nur gezeigt werden konnte, dass die 100.000 g-Fraktion sowohl 

Exosomen als auch Galectin-3 enthält, nicht aber, ob Galectin-3 tatsächlich mit diesen 

Strukturen assoziiert ist, wurde in einer Reihe von Versuchen nun untersucht, inwiefern dies 

der Fall ist und insbesondere auch, ob Galectin-3 nur an die äußere Membran der Vesikel 

gebunden hat, also evtl. erst nach deren Sekretion mit ihnen assoziiert, oder ob es im Lumen 

der Exosomen lokalisiert ist. Die mögliche Assoziation von Galectin-3 mit den Exosomen wurde 

durch einen Flotationsversuch überprüft (Abb. 4-9 A). Hierzu wurden Exosomen nach ihrer 

Pelletierung in 60 % Nycodenz resuspendiert und anschließend mit einem linearen Nycodenz-

Gradienten überschichtet. In diesem Gradienten sollten Proteine, die mit Membranen 

assoziiert sind, nach Ultrazentrifugation bei 100.000 g für 16 h aufgrund der geringeren Dichte 

der Membranen in den Fraktionen geringerer Nycodenzkonzentration (hier: in den oberen) zu 

finden sein, während lösliche Proteine in der Bodenfraktion verbleiben. Tatsächlich findet sich 

Flotillin-1, dass jedoch vermutlich aus Strukturen im FKS stammt, in diesem linearen 

Gradienten ausschließlich in den Fraktionen 6-9 (von unten gezählt), was einer 

Nycodenzkonzentration von ca. 15-25 % und damit einer Dichte von 1,084-1,137 g/ml 

entspricht. Diese Dichte stimmt mit früheren Beobachtungen zur Dichte von Exosomen 

überein (Raposo et al. 1996). Im Gegensatz zu Flotillin-1 ist bei der Verteilung von Galectin-3 

auch eine sehr schwache Bande in der Bodenfraktion (60 % Nycodenz) zu erkennen, was für 

einen gewissen Anteil an freiem Galectin-3 spricht. Die Hauptmenge an Galectin-3 findet sich 

allerdings in ähnlichen Fraktionen wie Flotillin-1, wenn auch der Höhepunkt der Verteilung 

nicht in den Fraktionen 7 und 8, wie bei Flotillin-1, sondern bei Fraktion 6 und damit leicht zu 

einer höheren Dichte verschoben vorliegt. Es wurde auch die Verteilung von Alix im 

Dichtegradienten untersucht, jedoch zeigte sich in mehreren Versuchen aus unbekannten 
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Gründen in keiner der Fraktionen ein Signal für dieses Protein (nicht gezeigt). Dies ist auch der 

Grund, warum auf Flotillin-1 als Kontrolle für einen gelungenen Flotationsversuch 

zurückgegriffen wurde, obwohl die Signale dieses Proteins vermutlich aus dem FKS stammen. 

Um auszuschließen, dass Galectin-3 durch Ausbildung von Multimeren oder andere 

immanente Eigenschaften eine geringere Dichte erhält und damit im Dichtegradienten flotiert, 

wurde rekombinantes Galectin-3 in 60 % Nycodenz gelöst und ebenfalls mit einem linearen 

Nycodenzgradienten überschichtet. Nach Ultrazentrifugation bei 100.000 g für 16 h zeigt sich, 

dass Galectin-3 alleine zum größten Teil in der Bodenfraktion bei 60 % Nycodenz verbleibt 

(Abb. 4-9 B). Nur ein geringer Anteil des rekombinanten Proteins flotiert, erreicht dabei jedoch 

nur die Fraktionen 2 und 3, also eine Dichte von etwa 1,2 g/ml (im Vergleich zu 1,137 g/ml für 

die Hauptmenge an Galectin-3 in der exosomalen Fraktion). 

Durch die Flotation im Dichtegradienten konnte gezeigt werden, dass Galectin-3 in den 

exosomalen Fraktionen mit Membranen oder membranumschlossenen Strukturen assoziiert 

ist. Unklar ist trotz dieses Versuches jedoch, ob Galectin-3 von außen an exosomale Strukturen 

gebunden ist, oder ob es sich in deren Lumen befindet. Mit Hilfe eines Proteinase K-

Sensitivitätstests wurde dieser Sachverhalt untersucht. Dazu wurden die aus dem 

Kulturüberstand gewonnenen Exosomen nach deren Isolation zu gleichen Teilen auf mehrere 

Aliquots aufgeteilt und in An- oder Abwesenheit von Triton X-100 mit Proteinase K behandelt 

(Abb. 4-9 C). Als Kontrolle diente zum einen eine Probe nur mit Proteinase K (nur Prot. K), d.h. 

ohne Exosomen, um auszuschließen, dass im Western Blot Antikörper mit Proteinen aus der 

Proteinase-Lösung reagieren. Desweiteren wurden Exosomen in Abwesenheit von Proteinase 

inkubiert, um eine Aussage über die Ursprungsmenge der Proteine in der exosomalen Fraktion 

treffen zu können (PBS). Wie erwartet, finden sich in dieser Fraktion Signale für das 

Markerprotein Alix, aber auch, in Bestätigung der vorherigen Ergebnisse, für Galectin-3. 

Vergleicht man dieses Ergebnis nun mit der Probe, in denen etwaige Membranen durch die 

Zugabe des Detergenz Triton X-100 solubilisiert und damit sämtliche Proteine für die 

Proteinase zugänglich wurden (Prot. K + TX100), so zeigt sich, dass sowohl Alix als auch 

Galectin-3 vollständig degradiert wurden. Dies spricht für eine vollständige Funktionalität der 

Proteinase. Interessanterweise zeigen in Abwesenheit von Triton X-100 (Prot. K) Alix und 

Galectin-3 jedoch eine vollständige Resistenz gegenüber Proteinase K. Dies kann derart 

gedeutet werden, dass beide Proteine komplett in einer membranumschlossenen Struktur 

lokalisiert und damit vor der Degradation durch die Proteinase geschützt sind. Es sei 

angemerkt, dass auch Flotillin-1 unter diesen Bedingungen nicht degradiert wird, jedoch ist 

dies aufgrund der Beobachtungen in der tritonhaltigen Probe nicht weiter verwunderlich. 
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Über die Polarität der Sekretion von Exosomen, im speziellen in MDCK-Zellen, liegen bisher 

keine Erkenntnisse vor. In Bezug auf die Sekretion von Galectin-3 im Allgemeinen konnten 

Lindstedt und Kollegen jedoch feststellen, dass dieses Lectin nahezu ausschließlich in das 

apikale Medium von MDCK-Zellen abgegeben wird (Lindstedt et al. 1993). Würde Galectin-3 

über einen exosomalen Mechanismus sekretiert, so sollte sich eine ähnliche Polarität in der 

Anwesenheit dieses Lectins in der exosomalen Fraktion zeigen. Um zu überprüfen, inwiefern 

dies der Fall ist, wurden Exosomen aus dem basalen und apikalen Medium von auf PET-Filtern 

gewachsenen MDCK-Zellen isoliert und im Immunoblot analysiert (Abb. 4-9 D). Ähnlich wie in 

den Isolationen zuvor, finden sich weder in den apikalen noch in den basolateralen Exosomen 

Banden für die PDI, was darauf hindeutet, dass die untersuchten exosomalen Strukturen nicht 

durch nekrotische oder apoptotische Prozesse entstanden sind. Wie erwartet, zeigt die aus 

dem apikalen Medium isolierte exosomale Fraktion ein starkes Signal für den Exosomenmarker 

Alix, während dieses Protein jedoch überraschenderweise in der basolateralen Fraktion nur in 

sehr geringer Menge zu finden ist. Ähnlich verhält es sich mit Galectin-3, das ebenfalls in 

apikalen, nicht aber in basolateralen Exosomen zu finden ist.  

Es ist entsprechend anzunehmen, dass Galectin-3 ausschließlich in apikalen Exosomen und 

nicht in Mikrovesikeln sekretiert wird. Auch befindet sich dieses Lectin im Inneren dieser 

Strukturen und ist nicht nur peripher mit ihnen assoziiert. 
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Abb. 4-9  Vorkommen von Galectin-3 in apikal sekretierten Vesikeln 

(A) Aus dem Mediumüberstand von MDCK II-Zellen isolierte Exosomen wurden in 60 % Nycodenz gelöst 

und mit einem linearen Nycodenzgradienten überschichtet. Nach Ultrazentrifugation wurde der 

Gradient in 1 ml-Fraktionen abgenommen, die Fraktionen dann TCA-gefällt und im Immunblot mit 

aGalectin-3 (169)- und aFlotillin-1-Antikörpern analysiert. (B) Wie (A), nur wurde statt der exosomalen 

Fraktion die Verteilung von rekombinantem Galectin-3 im Dichtegradienten untersucht. (C) Aus MDCK-

Zellen isolierte Exosomen wurden auf drei Aliquots aufgeteilt und wie angegeben mit oder ohne 

Proteinase K in An- oder Abwesenheit von Triton X-100 inkubiert. Nur Prot. K ς Kontrolle ohne 

Exosomen. (D) Exosomen wurden aus dem basalen und apikalen Medium von auf PET-Filtern 

gewachsenen MDCK-Zellen präpariert und durch das Western Blot-Verfahren mit Antikörpern gegen 

Alix, PDI und Galectin-3 (169) analysiert. Das Signal der basolateralen Exosomenfraktion ist zur besseren 

Sichtbarkeit schwacher Banden zusätzlich verstärkt dargestellt. 

Flot1 ς Flotillin-1, Gal3 ς Galectin-3, PDI ς Proteindisulfidisomerase, Prot. K ς Proteinase K, TX100 ς 

Triton X-100 
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4.2.2  Freisetzung von Galectin-3 aus Exosomen 

Um ihre biologische Aktivität im Extrazellularraum bzw. im Lumen von Endosomen entfalten zu 

können, müssen Proteine, die im Lumen von Exosomen sekretiert werden, nach deren 

Freisetzung aus der Zelle zunächst die Exosomen verlassen. Eine viel diskutierte Möglichkeit 

über den Ablauf dieser Freisetzung ist das Auseinanderbrechen der Exosomenmembran, 

woraufhin deren Inhalt in die Umwelt abgegeben wird. Ein solches Auseinanderbrechen 

könnte darauf zurückzuführen sein, dass es sich bei den Exosomen bereits per se um instabile 

Strukturen handelt, die sich unter physiologischen Bedingungen im Laufe der Zeit ohne 

weiteres Zutun auflösen. Um diese Hypothese zu überprüfen, wurden aus dem 

Zellkulturüberstand von MDCK II-Zellen isolierte Exosomen auf mehrere Aliquots aufgeteilt, für 

unterschiedlich lange Zeiten bei 37 °C inkubiert und dann einem Proteinase K-Protektionstest 

unterzogen (Abb. 4-10 A). Auch hier ist eine Kontamination mit apoptotischen oder 

nekrotischen Vesikeln auszuschließen, da kein PDI-Signal in den einzelnen Aliquots zu 

beobachten ist. Vergleicht man nun die Intensitäten der Alix- und der Galectin-3-Banden mit 

der jeweiligen unbehandelten Probe (ohne Prot. K), so stellt man fest, dass sich diese über 24 h 

nicht verringern, die Proteine scheinen im beobachteten Zeitraum also nicht zugänglich für die 

Proteinase gewesen zu sein. Eine Inaktivierung der Proteinase ist dabei auszuschließen, da 

nach Zugabe des Detergenz Triton X-100 zu den Proben, die 24 h bei 37 °C inkubiert wurden, 

Alix und Galectin-3 vollständig degradiert wurden. 

Neben einer verlängerten Inkubation bei 37 °C wäre es auch denkbar, dass ein niedriger pH die 

Stabilität der Exosomen negativ beeinflussen könnte. Ähnliches wurde bereits für Mikrovesikel 

von Taraboletti et al. postuliert (Taraboletti et al. 2006). Um zu testen, ob dieser Sachverhalt 

auch auf von MDCK-Zellen sekretierte Exosomen zutrifft, wurde der Versuchsansatz vor der 

Ultrazentrifugation der Exosomen auf zwei gleichmäßige Aliquots aufgeteilt und diese nach 

dem Pelletieren dann in PBS++ pH 7,4 bzw. 6,0 resuspendiert und einem 

Proteinaseprotektionstest unterzogen. Wie in Abb. 4-10 B dargestellt, scheint der pH-Wert 

jedoch keinen entscheidenden Einfluss auf die Stabilität der Exosomen zu besitzen, da sich 

weder die Intensitäten der Alix-, noch die der Galectin-3-Banden zwischen den einzelnen pH-

Werten bedeutsam unterscheiden. Auch hier ist eine Inaktivierung der Proteinase K 

(insbesondere durch den sauren pH-Wert) ausgeschlossen, wie die vollständig degradierten 

Banden nach Behandlung mit Triton X-100 zeigen. 
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Abb. 4-10  Freisetzung von Galectin-3 aus Exosomen 

(A) Exosomen wurden aus dem Medium von MDCK-Zellen isoliert, die für sieben Tage auf 10 cm-

Kulturschalen kultiviert wurden. Die isolierten Exosomen wurden gleichmäßig auf verschiedene 

Aliquots verteilt und für die angegebenen Zeiten bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde ein 

Proteinase K-Protektionsversuch durchgeführt. (B) Nach dem Ankonzentrieren der Exosomen wurden 

diese gleichmäßig auf zwei Polyallomerreaktionsgefäße verteilt und bei 100.000 g pelletiert. Die 

Exosomen wurden dann in PBS++ pH 7,4 bzw. pH 6,0 resuspendiert und anschließend einer 

Proteinase K-Behandlung unterzogen. Die exosomalen Fraktionen von Galectin-3 wurden zur besseren 

Sichtbarkeit im Vergleich zum Lysat verstärkt dargestellt. Bei den bandenähnlichen Signalen bei aGal3 

und aPDI in der rechten Spur handelt es sich nicht um echte Banden, sondern um unspezifische 

Hintergrundsignale. 

Ohne Prot. K ς Ansatz ohne Proteinase; Prot. K ς Proteinase K, TX100 ς Triton X-100, PDI ς 

Proteindisulfidisomerase, Gal3 ς Galectin-3  
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4.2.3  Galectin-3 kolokalisiert mit Komponenten des ESCRT 

Mit den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass Galectin-3 innerhalb 

von Strukturen in das apikale Medium von MDCK-Zellen sekretiert wird, deren Charakteristik 

der von Exosomen entspricht. Bei den Exosomen handelt es sich um die intraluminalen Vesikel 

(ILVs) multivesikulärer Körperchen (MVKs), die durch Fusion dieser endosomalen 

Kompartimente mit der Plasmamembran freigesetzt werden. Da die ILVs durch die Wirkung 

der verschiedenen ESCRTs (endosomal sorting complex required for transport) entstehen, 

sollte nun überprüft werden, inwiefern diese Proteinkomplexe an der exosomalen Sekretion 

von Galectin-3 beteiligt sind. Hierzu wurden in einem ersten Schritt COS-7-Zellen mit Galectin-

3-DsRed und verschiedenen Konstrukten für ESCRT-Markerproteine kotransfiziert und ihre 

Kolokalisation studiert (Abb. 4-11). Betrachtet man zunächst die Lokalisation von Tsg101-GFP, 

einer Komponente des ESCRT I, die über Interaktion mit HRS die Rekrutierung dieses 

Komplexes an die Endosomenmembran bewerkstelligt, in COS-Zellen, so zeigt sich eine 

erwartungsgemäße Verteilung dieses Proteins überwiegend in punktförmigen, d.h. 

mutmaßlich endosomalen Strukturen, mit einem gewissen Anteil an zytosolisch lokalisiertem 

Tsg101-GFP. Ähnlich verhält es sich mit Galectin-3-DsRed, das jedoch zusätzlich zu seiner 

zytosolischen und vesikulären Verteilung noch im Kern vorzufinden ist (Abb. 4-11 A). Vergleicht 

man nun die Lokalisationen von Galectin-3-DsRed und Tsg101-GFP miteinander, so zeigt sich 

ein hoher Grad an Kolokalisation (Pfeile). Hierbei ist anzumerken, dass die vesikulären Tsg101-

GFP-Strukturen in sehr hohem Maße auch Galectin-3-DsRed-positiv sind, während im 

Gegensatz dazu der Großteil des vesikulären Galectin-3-DsRed nicht mit Tsg101-GFP 

kolokalisiert. Neben der Untersuchung der Kolokalisation von Galectin-3-DsRed mit ESCRT-

Komponenten im nahezu unveränderten Grundzustand, wie es im Vergleich zur Tsg101-GFP-

Lokalisation geschehen ist, wurde anschließend analysiert, inwiefern Galectin-3-DsRed mit 

multivesikulären Körperchen kolokalisiert, in denen die Biogenese von ILVs durch Block der 

ESCRTs eingeschränkt ist. Dies ist möglich durch die Nutzung dominant-negativer Mutanten 

der AAA-ATPase Vps4a, die in der MVK-Biogenese essentiell für die Trennung der einzelnen 

ESCRT-Komponenten am Ende des Prozesses ist. Verwendet wurden hierbei die Vps4a-

Mutanten K173Q und E228Q, die defizient in der ATPase-Bindung bzw. -Hydrolyse sind (Bishop 

und Woodman 2000). Abb. 4-11 B + C zeigen die Verteilung von Vps4a-, Vps4a-K173Q- und 

Vps4a-E228Q-GFP in COS-Zellen im Vergleich zu Galectin-3-DsRed. Für Vps4a-GFP findet sich 

hierbei eine überwiegend zytosolische Verteilung, jedoch ist dieses Protein auch in großen, 

vesikulären Strukturen zu finden, die zusätzlich Galectin-3-DsRed-positiv sind. Dies scheint 

bereits einen leichten Phänotyp durch die Überexpression des Vps4a-Wildtyp-Proteins 
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anzudeuten, da Galectin-3-DsRed in einfach-transfizierten Zellen selten in Strukturen dieser 

Größe zu finden ist (vergleiche Abb. 4-11 B, obere Zeile). Dieser Phänotyp scheint in COS-

Zellen, die mit den Vps4a-Mutanten transfiziert wurden, noch weit stärker ausgeprägt zu sein. 

Weder für die K173Q-Mutante, noch für die E228Q-Mutante ist zytosolische Fluoreszenz zu 

erkennen, diese konzentriert sich vielmehr auf große aberrante Strukturen, deren Lumen zum 

Teil frei von GFP ist. Sowohl Vps4a-K173Q-GFP als auch im Besonderen Vps4a-E228Q-GFP sind 

hierbei in den aberranten Strukturen mit Galectin-3-DsRed kolokalisiert. Um diesen 

Sachverhalt zu verdeutlichen, sind in Abb. 4-11 C vergrößerte Detailaufnahmen der 

Kolokalisationsstudie von Galectin-3-DsRed mit Vps4a-E228Q-GFP dargestellt. Hierbei ist 

deutlich zu erkennen, dass Galectin-3-DsRed größtenteils am Rande dieser Struktur und nur in 

sehr geringem Maße im Inneren zu finden ist. In Abb. 4-11 C1 sind zudem möglicherweise 

Galectin-3-DsRed-positive ILVs zu erkennen, deren Abschnürung durch die Verwendung der 

dominant-negativen Mutante inhibiert ist (Pfeile). 

Fasst man die Ergebnisse dieser beiden Experimente zusammen, so kann man feststellen, dass 

Galectin-3 mit Komponenten des ESCRT-Systems kolokalisiert und weiterhin, dass die 

Inhibition der MVK-Biogenese zu einer aberranten Verteilung von Galectin-3-DsRed führt. 

 

 

  

Abb. 4-11  Kolokalisation von Galectin-3-DsRed mit ESCRT-Komponenten 

COS-7-Zellen wurden wie angegeben mit Konstrukten für Galectin-3-DsRed und für Komponenten des 

ESCRT-Systems transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen fixiert und für die Mikroskopie 

vorbereitet. Die mikroskopische Analyse der Präparate erfolgte mit Hilfe des KLSM. (A) Kotransfektion 

von Galectin-3-DsRed (Gal3-DsRed) und Tsg101-GFP. Pfeile markieren kolokalisierte Vesikel. Maßstab ς 

20  µm. (B) Transfektion von Galectin-3-DsRed (Gal3-DsRed) alleine oder kotransfiziert mit Vps4a-GFP, 

Vps4a-K173Q-GFP bzw. Vps4a-E228Q-GFP. Maßstab ς 20 µm. (C) Detailaufnahmen der Kotransfektion 

von Galectin-3-DsRed (Gal3-DsRed) und Vps4a-E228Q-GFP. Die in der linken Spalte markierten 

Bildausschnitte (1,2) sind rechts vergrößert dargestellt. Pfeile markieren ILVs, die sich mutmaßlich im 

Prozess der Abschnürung befinden. Maßstab ς 20 µm. 
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Abb. 4-11  Kolokalisation von Galectin-3-DsRed mit ESCRT-Komponenten 

(Legende auf vorheriger Seite) 
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4.2.4  Einfluss der ESCRT-Inhibition auf exosomales Galectin-3 

Eine Kolokalisation, wie sie durch die Kotransfektion von Galectin-3 und ESCRT-Komponenten 

gezeigt werden konnte, ist bereits ein guter Hinweis auf eine Beteiligung der ESCRTs in der 

Sekretion von Galectin-3. Um jedoch nachweisen zu können, dass Galectin-3 tatsächlich über 

einen exosomalen Weg sekretiert wird, müsste eine Verringerung der Menge an Galectin-3 in 

den exosomalen Fraktionen nach Block der MVK-Biogenese messbar sein. Dies sollte durch die 

Inhibition des ESCRT-Systems entweder durch Expression von Vps4a-E228Q-GFP (Abb. 4-12) 

oder durch knock down von Tsg101 (Abb. 4-13) untersucht werden. Da der Versuch eine 

Vps4a-E228Q-GFP konstitutiv exprimierende MDCK-Zelllinie zu generieren fehlschlug ς 

möglicherweise aufgrund einer letalen Wirkung dieses Proteins, wenn es über einen längeren 

Zeitraum exprimiert wird ς wurde eine stabile Zelllinie generiert, in der das Vps4a-E228Q-GFP-

Gen unter der Kontrolle eines induzierbaren Promoters stand (MDCK|Sw-Vps4a-E228Q-GFP). 

Abb. 4-12 A-C zeigt den Verlauf der Expression von Vps4a-E228Q-GFP nach Induktion mit 

Mifepriston. Zunächst wurde hierbei fluoreszenzmikroskopisch untersucht, ab welchem 

Zeitpunkt GFP-Fluoreszenz detektierbar ist und welchen (möglicherweise schädlichen) Einfluss 

die Expression dieser dominant-negativen Mutanten auf die Morphologie der MDCK-Zellen hat 

(Abb. 4-12 A). Hierbei zeigt sich, dass etwa 4 h nach Beginn der Induktion erste vesikuläre 

Strukturen im Inneren der MDCK-Zellen auftauchen. Die Fluoreszenzintensität steigt zum 

Zeitpunkt 8 h weiterhin an, bei diesem Zeitwert sind auch zum ersten Mal größere, aberrante 

Strukturen zu beobachten, die in ihrer Morphologie denen ähneln, wie sie in Abb. 4-11 in COS-

Zellen beobachtet werden konnten. An diesem Zeitpunkt zeigen die MDCK-Zellen noch ihre 

typische hexaedrische Form, im Gegensatz dazu beginnen sie 16 h nach Induktion eine 

verlängerte, fibroblasten-ähnliche Form anzunehmen. Weiterhin ist vermehrt auch eine diffuse 

Verteilung der GFP-Fluoreszenz außerhalb der zuvor beobachteten Strukturen über die 

gesamte Zelle verteilt zu beobachten. Dieser Trend verstärkt sich zum nächsten Zeitwert noch, 

so dass 24 h nach Induktion ein Großteil der Zellen keine hexaedrische Struktur mehr, dafür 

aber eine ausgeprägte Verteilung von GFP über die gesamte Zelle aufweist. Weiterhin sind 

zahlreiche Zellfragmente und/oder Membraneinschlüsse sichtbar, die auf ein Absterben der 

Zellen durch Nekrose oder Apoptose schließen lassen. Eine Bestätigung für die 

fluoreszenzmikroskopischen Analysen ergibt sich aus der biochemischen Untersuchung der 

Menge an Vps4a-E228Q-GFP im Lysat der stabilen Zelllinie nach Induktion mit Mifepriston 

(Abb. 4-12 B). Hier zeigt sich jedoch bereits nach 2 h eine schwache Vps4a-E228Q-GFP-Bande, 

was vermutlich auf eine höhere Sensitivität des Western Blots gegenüber der 

fluoreszenzmikroskopischen Analyse von GFP zurückzuführen ist. Die Intensität dieser Bande 
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steigt bis 16 h nach Induktion stetig an und erreicht dann ihren Höhepunkt (vergleiche auch die 

Quantifizierung in Abb. 4-12 C). 24 h nach Beginn der Induktion nimmt die Menge an Vps4a-

E228Q-GFP wieder ab, was möglicherweise auf den Tod und das Ablösen nekrotischer bzw. 

apoptotischer Zellen zurückzuführen ist. Aufgrund der hier gemachten Beobachtungen wurden 

die Bedingungen für die Exosomenisolation so gewählt, dass der Versuchszeitraum 8 h 

möglichst nicht überschreitet, da nach diesem Zeitpunkt toxische Effekte durch die Vps4a-

E228Q-GFP-Expression zu erwarten waren. Entsprechend wurden die MDCK|Sw-Vps4a-E228Q-

GFP mit Mifepriston für 1 h induziert, dann gewaschen und schließlich mit exosomenfreiem 

Medium für 6 h inkubiert, um daraus die Exosomen zu isolieren. Als Kontrolle wurden nicht-

induzierte MDCK|Sw-Vps4a-E228Q-GFP-Zellen verwendet. Wie Abb. 4-12 D zeigt, ist bereits 

diese kurze Induktionszeit ausreichend, um eine starke Expression von Vps4a-E228Q-GFP 

auszulösen (aGFP). Überraschenderweise scheint die Expression dieser dominant-negativen 

Vps4a-Mutante jedoch keinerlei negativen Effekt auf die Anwesenheit des Exosomenmarkers 

Alix oder der von Galectin-3 in den exosomalen Fraktionen zu haben (Abb. 4-12 D). Vielmehr 

scheint sich die relative Menge an exosomal sekretiertem Galectin-3 sogar leicht zu erhöhen, 

wie die Quantifizierung in Abb. 4-12 E andeutet. Gleichzeitig sind die exosomalen Fraktionen 

jedoch frei von der PDI, was gegen eine unspezifische Freisetzung von Proteinen in die 

exosomale Fraktionen spricht. Weiterhin fällt auf, dass die Menge an Alix im Lysat der 

induzierten MDCK|Sw-Vps4a-E228Q-GFP-Zellen drastisch niedriger ist als in den nicht-

induzierten Kontrollzellen. Eine offensichtliche Erklärung dieses Effekts liegt allerdings nicht 

vor. 

Abb. 4-12  Einfluss von Vps4a-E228Q-GFP auf die exosomale Sekretion von Galectin-3 

(A) MDCK|Sw-Vps4a-E228Q-GFP-Zellen wurden für die angegebenen Zeitwerte mit mifepristonhaltigem 

Medium inkubiert, dann fixiert und für die Fluoreszenzmikroskopie vorbereitet. Die Analyse der 

Präparate erfolgte mit Hilfe des KLSM, Laserintensität und Sensitivität des Photomultipliers wurden 

hierbei konstant gehalten. Zahlen geben die Zeit in Stunden an. Maßstab ς 20 µm. (B) Inkubation wie in 

(A), jedoch wurden die Zellen anschließend lysiert und per Immunoblot mit Hilfe des aGFP (JL-8)-

Antikörpers analysiert. (C) Densitometrische Bestimmung der Expression in (B). (D) MDCK|Sw-Vps4a-

E228Q-GFP-Zellen wurden für 1 h mit oder ohne 10 nM Mifepriston inkubiert, anschließend gewaschen 

und für 6 h mit exosomenfreien Medium inkubiert. Exosomen wurden aus diesem Medium isoliert und 

mittels Western Blot mit Antikörpern gegen Alix, PDI und Galectin-3 (169) analysiert, als Ladekontrolle 

diente das Lysat jeweils einer 10 cm-Kulturschale der Exosomenisolation. Dieses Lysat wurde gleichzeitig 

auch für die Kontrolle der Vps4a-E228Q-GFP-Expression mit Hilfe des aGFP (JL-8)-Antikörpers 

verwendet. MP ς Mifepriston. (E) Quantifizierung von (D), dargestellt sind Mittelwert ± Standardfehler 

der relativen Galectin-3-Menge in Exosomen bezogen auf das Lysat. MP ς Mifepriston. 
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Abb. 4-12  Einfluss von Vps4a-E228Q-GFP auf die exosomale Sekretion von Galectin-3 

(Legende siehe vorherige Seite) 
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Da aufgrund der gegenwärtig beschränkten Möglichkeiten, eine fehlende Sekretion von 

Exosomen nachzuweisen, nicht sichergestellt werden konnte, dass Vps4a-E228Q-GFP 

tatsächlich die in der Literatur beschriebene Wirkung als dominant-negative Mutante in 

MDCK-Zellen erfüllt, sollten die Ergebnisse der vorangegangenen Ergebnisse mit Hilfe eines 

SiRNA-knock down-Experiments überprüft werden. Als Ziel für den knock down wurde Tsg101 

gewählt, da es ein zentrales Protein des ESCRT-Systems darstellt, gleichzeitig jedoch ς im 

Gegensatz zu vielen anderen ESCRT-Proteinen ς nur ein Säugetier-Homolog existiert. Doch 

selbst durch zweifache Transfektion mit zwei verschiedenen siRNAs konnte die Proteinmenge 

von Tsg101 im Lysat Tsg101-siRNA-transfizierter MDCK-Zellen im Vergleich zu Luciferase-

siRNA-transfizierter Zellen (Kontroll-siRNA) lediglich um 14 % ± 11 % reduziert werden (Abb. 

4-13 A + B). Von einem effizienten knock down ist entsprechend nicht auszugehen. Mögliche 

Fehler durch ungleichmäßige Beladung der SDS-PAGE sind hierbei auszuschließen, da die 

aŜƴƎŜ ŀƴ ʰ¢ǳōǳƭƛƴ ƛƴ ¢ǎƎмлм-siRNA- und Luciferase-siRNA-transfizierten Zellen gleich ist. 

Anzumerken wäre jedoch, dass sich vor Beginn der Exosomenisolation im Zellkulturüberstand 

der Tsg101-Knock down-Zellen sehr viele abgelöste, d.h. mutmaßlich tote Zellen fanden, 

während dies bei den Kontrollzellen (Luciferase-siRNA) nicht der Fall war (nicht gezeigt). 

Übergreifend mit den Ergebnissen aus Abb. 4-12 deutet dies darauf hin, dass die ESCRTs in 

MDCK-Zellen essentielle Funktionen erfüllen und die Inhibition der Funktion dieser 

Proteinkomplexe eine letale Wirkung verursacht. Durch Elimination der transfizierten Zellen 

durch das Waschen beim Erstellen des Lysats würde dies zusätzlich zu einem geringeren 

beobachteten knock down führen, als dem tatsächlich vorliegenden. Ungeachtet dieser 

Vermutung scheint jedoch auch der vorliegende äußerst milde knock down von Tsg101 

keinerlei negativen Effekt auf die Präsenz von sowohl Alix als auch Galectin-3 in den 

exosomalen Fraktionen auszulösen (Abb. 4-13 C). Ähnlich wie in MDCK|Sw-Vps4a-E228Q-GFP-

Zellen scheint auch der partielle knock down vielmehr einen leichten Anstieg der relativen 

Menge an Galectin-3 in der exosomalen Fraktion zu bewirken (Abb. 4-13 D). Die Abwesenheit 

der PDI in den Exosomen zeigt wiederum an, dass eine Kontamination durch vesikuläre 

Strukturen, die durch nekrotische oder apoptotische Zellen entstehen könnten, 

ausgeschlossen ist. 

Zusammenfassend kann dementsprechend gesagt werden, dass die Inhibition der ESCRT-

Funktionen, entweder durch Expression der dominant-negativen Mutante Vps4a-E228Q oder 

durch knock down von Tsg101, nicht den erwarteten negativen Effekt auf die exosomale 

Sekretion von Galectin-3 zeigt. Vielmehr ist auch unklar, ob ein Block der Exosomenbiogenese 
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überhaupt stattfindet, da auch die Menge des exosomalen Markers Alix durch die beiden 

Behandlungen nicht verringert wird. 

 
 

 

4.2.5  Einfluss der Mikrovesikelbildung auf exosomales Galectin-3 

Bereits die Ergebnisse aus Abb. 4-8 deuten darauf hin, dass Galectin-3 nicht als Teil von 

Mikrovesikeln in den Extrazellularraum abgegeben wird. Um diese Möglichkeit jedoch definitiv 

auszuschließen, wurde untersucht, inwiefern die Galectin-3-Population in der exosomalen 

Fraktion durch die Inhibition der Mikrovesikelbildung beeinflusst werden kann. Basierend auf 

der Grundannahme, dass alle bekannten Membrane blebbing-Prozesse, inklusive derer in 

Abb. 4-13  Effekt des Tsg101-Knock downs auf die exosomale Sekretion von Galectin-3 

MDCK-Zellen, in je 3 10 cm-Kulturschalen kultiviert, wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit 

siRNA gegen Tsg101 bzw. Luciferase (Kontrolle) transfiziert. Zwei Tage darauf wurden die Zellen 

gewaschen und ü.N. mit exosomenfreien Medium inkubiert; aus diesem wurden anschließend die 

Exosomen isoliert. Zur Überprüfung der Knock down-Effizienz sowie als Ladekontrolle für die 

Exosomenpräparation wurden die MDCK-Zellen in Lysispuffer abgeschabt, zusammengeführt und 

anschließend lysiert. Exosomen und Lysat wurden mittels Western Blot analysiert. (A) Überprüfung der 

Knock down-Effizienz mit Hilfe von aTsg101- ǳƴŘ ŀʰ¢ǳōǳƭƛƴ-Antikörpern. Luci ς Luciferase, Tsg ς Tsg101. 

(B) Quantifizierung von (A), dargestellt sind Mittelwert ± Standardfehler der Proteinmengen in den 

Tsg101-Knock down-Zellen bezogen auf die Kontrollzellen (Luciferase-Knock down). (C) Vergleich der 

Exosomenpräparationen aus Kontrollzellen (Luciferase-Knock down) mit Tsg101-Knock down-Zellen mit 

Hilfe von Antikörpern gegen Alix, PDI und Galectin-3 (169). Luci ς Luciferase, Tsg ς Tsg101. (D) 

Quantifizierung von (C), dargestellt sind Mittelwert ± Standardfehler der Galectin-3-Menge in Exosomen 

bezogen auf das Lysat. 
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Apoptose und Nekrose, auf der Umgestaltung des kortikalen Aktins beruhen und dass diese 

Vorgänge entscheidend von der kleinen GTPase Rho und ihrem regulierenden Faktor, der Rho-

Kinase (Rock), abhängen, ist eine Inhibition der Mikrovesikelbildung durch Verwendung des 

Rock-Inhibitors (RockI) Y-27632 möglich (Seelenmeyer et al. 2008).  

MDCK-Zellen wurden, nachdem sie sieben Tage auf je vier 10 cm-Kulturschalen gewachsen 

waren, gewaschen und anschließend ü.N. mit exosomenfreiem Medium in An- oder 

Abwesenheit von 90 µM RockI inkubiert. Aus diesem Medium wurden schließlich die 

Exosomen isoliert. Wie Abb. 4-14 A zeigt, findet sich weder in den Exosomen der behandelten 

noch in denen der unbehandelten Zellen PDI, was für die Sauberkeit der 

Exosomenaufreinigung spricht. Im Gegensatz dazu enthalten beide Fraktionen jedoch das 

exosomale Markerprotein Alix. Dies zeigt, dass die Behandlung mit RockI nicht zu einem 

grundsätzlichen Block in der Ausbildung der Exosomen führt. Auffallenderweise unterscheidet 

sich jedoch auch die Menge an Galectin-3 in den Exosomen RockI-behandelter Zellen nicht von 

der in den Exosomen unbehandelter Zellen. Entsprechend zeigt auch die densitometrische 

Quantifizierung der Galectin-3-Menge in Exosomen bezogen auf die Gesamtexpression im 

Lysat keinen signifikanten Unterschied zwischen unbehandelter und behandelter Probe (Abb. 

4-14 B). Von einem Einfluss der Mikrovesikelbildung auf die exosomale Sekretion von 

Galectin-3 kann dementsprechend nicht ausgegangen werden. 

Abb. 4-14  Einfluss der Mikrovesikelbildung auf exosomales Galectin-3 

(A) Für sieben Tage kultivierte MDCK II-Zellen wurden gewaschen und ü.N. mit exosomenfreien 

Medium in An- oder Abwesenheit von 90 µM RockI inkubiert. Aus diesem Medium wurden die 

Exosomen isoliert und mittels Western Blot-Analyse mit Antikörpern gegen Alix, PDI und Galectin-3 

(169) auf die Anwesenheit der entsprechenden Proteine untersucht. Als Ladekontrolle wurde jeweils 

eine der verwendeten 10 cm-Kulturschalen lysiert und ebenfalls für die Immunblotanalyse vorbereitet. 

(B) Quantifizierung von (A), dargestellt sind Mittelwert ± Standardfehler der Menge an Galectin-3 in 

Exosomen bezogen auf die Menge im Lysat. Die statistische Analyse erfolgte durch einen gepaarten 

t-Test. 
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4.2.6  Einfluss der Autophagie auf exosomales Galectin-3 

Durch kürzlich veröffentlichte Studien von Duran bzw. Manjithaya und Kollegen konnte in P. 

pastoris und D. discoideum ein unkonventioneller Sekretionsmechanismus identifiziert 

werden, der auf der Ausbildung von Autophagosomen beruht (Duran et al. 2010; Manjithaya 

et al. 2010). Duran et al. gingen weiterhin von einer Beteiligung multivesikulärer Körperchen 

an diesem Prozess aus. Da auch Galectin-3 eine Kolokalisation mit Komponenten des ESCRT-

Systems, d.h. indirekt mit MVKs, zeigt, sollte zusätzlich überprüft werden, ob und in welchem 

Maße die Autophagie eine Rolle in der exosomalen Sekretion von Galectin-3 spielt. In einem 

ersten Schritt wurde hierzu zunächst die Assoziation von Galectin-3-YFP mit endogenem LC3, 

einem Markerprotein für Autophagosomen, in transient transfizierten COS-7-Zellen überprüft 

(Abb. 4-15 A). Die LC3-Färbung erstreckt sich in diesen Zellen über zahlreiche kleinere 

vesikuläre Strukturen in der Peripherie, aber auch auf einige größere Strukturen, die kernnah 

zu finden sind. Insbesondere in diesen Strukturen kolokalisiert endogenes LC3 sehr stark mit 

exogenem Galectin-3-YFP (Pfeile). Auch in MDCK-Zellen befindet sich LC3 in vesikulären 

Strukturen, im Gegensatz zur Verteilung in COS-Zellen finden sich jedoch keine größeren 

Strukturen (Abb. 4-15 B), vielmehr präsentiert sich die LC3-Färbung als eine homogene 

Population relativ kleiner Vesikel. Ähnlich verhält es sich mit der Färbung von endogenem 

Galectin-3, dass jedoch auch in einigen größeren Strukturen vorzufinden ist. Der Grad der 

Kolokalisation zwischen Galectin-3 und LC3 ist bedeutend niedriger als in COS-Zellen, jedoch 

immer noch deutlich wahrnehmbar, wie in den Detailaufnahmen gezeigt (Pfeile). 

Nur aufgrund der Kolokalisationsstudien zwischen LC3 und Galectin-3 lässt sich eine 

Beteiligung der Autophagie an der exosomalen Sekretion von Galectin-3 nicht hinreichend 

nachweisen. Daher wurde der Einfluss der Inhibition bzw. Stimulation der Autophagie auf die 

Menge an Galectin-3 in der exosomalen Fraktion untersucht (Abb. 4-15 C). Hierzu wurden die 

Exosomen im Zellkulturüberstand von MDCK-Zellen ü.N. in Medium mit und ohne 10 mM 

3-Methyladenin bzw. in EBSS gesammelt. 3-Methyladenin inhibiert hierbei die Autophagie, 

EBSS sorgt durch Aminosäure- und Serumdeprivation für eine Stimulation (Hendil et al. 1990). 

Wie zu erwarten, befindet sich in den verschiedenen exosomalen Fraktionen keine PDI, was für 

die Sauberkeit der Exosomenisolation spricht. Auch verändert sich die Menge an Alix in den 

Exosomen weder durch Inhibition (3-MA) noch durch Stimulation (EBSS) der Autophagie 

entscheidend. Überraschenderweise steigt jedoch die Menge an Galectin-3 in den Exosomen 

3-Methyladenin-behandelter MDCK-Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen. Wie die 

densitometrische Quantifizierung in Abb. 4-15 D zeigt, handelt es sich hierbei um einen 

statistisch signifikanten Anstieg. Erklärbar wäre dieser Anstieg durch die möglicherweise 
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verringerte autophagosomale Degradation von Galectin-3. Auch in EBSS-behandelten Zellen 

scheint die Menge an Galectin-3 in den Exosomen zuzunehmen, jedoch stellt sich dieser Effekt 

als statistisch nicht signifikant heraus. 

Insgesamt gesehen ließ sich eine Beteiligung der Autophagie an der exosomalen Sekretion von 

Galectin-3 nicht nachweisen. 

  

Abb. 4-15  Einfluss der Autophagie auf die exosomale Sekretion von Galectin-3 

(A) COS-7-Zellen wurden 48 h nach Transfektion mit Galectin-3-YFP fixiert und permeabilisiert, 

anschließend wurde eine Immunfluoreszenzfärbung mit aLC3/Alexa546 durchgeführt. Die Analyse der 

Präparate erfolgte mit dem KLSM, Pfeile markieren kolokalisierte Strukturen. Gal3-YFP ς Galectin-3-YFP, 

A546 ς Alexa546. Maßstab ς 20 µm. (B) Immunfluoreszenzfärbung vollständig polarisierter MDCK-Zellen 

mit aLC3/Alexa488 und aGalectin-3 (3/38)/Alexa647. Gal3 ς Galectin-3. Maßstab ς 20 µm (C) 

Exosomenisolation aus unbehandelten (MOCK), 10 mM 3-Methyladenin (3-MA)- und EBSS (EBSS)-

behandelten MDCK-Zellen. Pelletierte Exosomen und Lysat wurden jeweils für die Western Blot-Analyse 

vorbereitet und mit Antikörpern gegen Alix, PDI und Galectin-3 analysiert. (D) Quantifizierung von (C), 

dargestellt sind Mittelwert ± Standardfehler. Die statistische Analyse erfolgte anhand einer 

einfaktoriellen ANOVA, gefolgt von einem Tukey-Post-Test (*p<0,05). 
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Abb. 4-15  Einfluss der Autophagie auf die exosomale Sekretion von Galectin-3 

(Legende siehe vorherige Seite) 
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4.2.7  Die late domain in Galectin-3 ist nicht essentiell für die exosomale 

Sekretion 

Neben der Frage, über welchen unkonventionellen Sekretionsweg Galectin-3 aus der Zelle 

ausgeschleust wird, ist es auch sehr interessant herauszufinden, welche Signale für diesen 

Export verantwortlich sind und auf welche Weise sie diesen Prozess bewerkstelligen. Zu dieser 

Problematik konnte eine in COS-Zellen durchgeführte Studie zu der Erkenntnis beitragen, dass 

eine Sequenz aus acht Aminosäuren im N-Terminus von Galectin-3 essentiell, aber nicht 

ausreichend für die Sekretion einer chimären, lipidverankerten Form von Hamster-Galectin-3 

ist (Mehul und Hughes 1997). Führt man nun einen Abgleich der Aminosäuresequenz von 

Hamster-Galectin-3 mit den Sequenzen aus Mensch, Hund, Kaninchen, Ratte und Maus mit 

Hilfe des Programms ClustalW2 durch und trägt nach der Identifikation der oben 

beschriebenen Sequenz in den verschiedenen Organismen diese mit Hilfe des Programms 

GENIO/logo auf (Abb. 4-16 A), so erkennt man zunächst, dass dieser Sequenzabschnitt 

zwischen den einzelnen Organismen sehr stark konserviert ist. Auffallend ist insbesondere das 

Motiv PSAP, da es mit der als late domain bezeichneten Sequenz P(S/T)AP in den Proteinen 

verschiedener ummantelter Viren übereinstimmt, von denen bekannt ist, das ihre 

Abschnürung ESCRT-abhängig verläuft. In diesen Viren ist die late domain für die Interaktion 

mit Tsg101 und damit für die Rekrutierung der ESCRTs verantwortlich (Chen und Lamb 2008). 

Die Existenz einer solchen late domain in der Sequenz von Galectin-3 würde sehr stark für eine 

ESCRT-abhängige Sekretion von Galectin-3 sprechen. In diesem Fall würde Galectin-3 

vermutlich direkt mit Tsg101 interagieren und auf diese Weise in die intraluminalen Vesikel der 

MVKs einsortiert werden. Tatsächlich copräzipitiert Tsg101 aber weder mit Galectin-3 aus 

MDCK-Zellen, wenn dieses mit aGalectin-3-Antikörpern präzipitiert wurde (aGal3), noch wenn 

die Präzipitation mit Lactosylsepharosebeads, d.h. über die Zuckerbindung erfolgte (LacB), der 

N-Terminus entsprechend für Interaktionen vollständig zur Verfügung stehen müsste (Abb. 

4-16 B). Umgekehrt scheint Galectin-3 zwar mit Tsg101 zu copräzipitieren (aTsg), jedoch stellt 

sich im Vergleich zur Negativkontrolle (ohne), der kein Antikörper zugegeben wurde, heraus, 

dass es sich hierbei vermutlich nur um eine unspezifische Bindung von Galectin-3 an die 

verwendeten Protein-A-Sepharosebeads handelt. Zur Überprüfung der Bedeutung der 

mutmaßlichen late domain für die Sekretion von Galectin-3 wurde mit Hilfe der Overlap 

extension-PCR die Aminosäuresequenz PSAT in humanem Galectin-3 zu ASAA mutiert (PSAT ist 

eine natürlich vorkommende Variation der PSAP-Sequenz in humanem Galectin-3) und mit 

einem V5-Motiv fusioniert, um die spezifische Detektion mit aV5-Antikörpern zu ermöglichen. 
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In einem ersten Schritt wurde dieses Konstrukt, ebenso wie Galectin-3(wt)-V5, Galectin-3-

R186S-V5 und Galectin-3-ɲb-V5 (Deletion des gesamten N-Terminus) mit Tsg101-DsRed in 

COS-Zellen cotransfiziert und nach anschließender Immunfärbung gegen V5 die Kolokalisation 

mit diesem ESCRT-Protein untersucht (Abb. 4-16 C). Hier ist zunächst festzuhalten, dass sich 

die verschiedenen Mutanten, mit Ausnahme von Galectin-3-ɲb-V5 (siehe auch Abb. 4-17), 

nicht essentiell in ihrer subzellulären Lokalisation unterscheiden. In jedem Fall zeigt sich eine 

Färbung der Proteine im Kern sowie in vesikulären Strukturen unterschiedlicher Größe. In 

Übereinstimmung mit den Ergebnissen aus Abb. 4-11 zeigt Galectin-3(wt)-V5 eine sehr starke 

Kolokalisation mit Tsg101 (Gal3(wt), Pfeile). Überraschenderweise ist dies jedoch auch für die 

ASAA-Mutante (Gal3-ASAA) und die N-terminal-deletierte Mutante (Gal3-ɲb) der Fall (Pfeile). 

Erwartungsgemäß ändert auch die Mutation der Zuckerbindedomäne die Kolokalisation mit 

Tsg101-DsRed nicht (Gal3-R186S, Pfeile). Zur Galectin-3-aǳǘŀƴǘŜ ɲb ist anzumerken, dass die 

Transfektionseffizienz dieses Proteins weitaus niedriger war, als die des Wildtyps und der 

übrigen Mutanten, ähnlich verhielt es sich mit der Expressionsstärke in den transfizierten 

Zellen. Zudem war die in Abb. 4-16 C gezeigte Verteilung von Galectin-3-ɲb-V5 in COS-Zellen 

eher die Ausnahme, viel öfter zeigte sich eine Verteilung dieses Proteins in länglichen, 

fadenförmigen Strukturen, die sehr stark an eine mitochondriale Lokalisation denken ließ (Abb. 

4-17 A, mittlere Spalte). Tatsächlich zeigt ein Vergleich mit mitochondrial-lokalisiertem DsRed 

(Mito-DsRed) eine fast vollständige Überlappung in diesen Strukturen (Pfeile). Analysiert man 

die Sequenzen des Wildtyps von Galectin-3 und von Galectin-3-ɲb Ƴƛǘ IƛƭŦŜ ŘŜǎ tǊƻƎǊŀƳƳǎ 

TargetP so zeigt sich, dass der Wildtyp nur mit sehr geringer Wahrscheinlichkeit eine 

mitochondriale (mTP) oder eine ER-Signalsequenz (SP) enthält (Abb. 4-17 B). Im Gegensatz 

dazu ist die Wahrscheinlichkeit für die Existenz einer mitochondrialen Signalsequenz in 

Galectin-3-ɲb ŘŜǳǘƭƛŎƘ ƘǀƘŜǊ όлΣооп Ȋǳ лΣлтуύΦ !ǳŎƘ ŘƛŜ ²ŀƘǊǎŎƘŜƛƴƭƛŎƘƪŜƛǘ ŦǸǊ Řŀǎ 

Vorhandensein einer ER-Signalsequenz ist erhöht, jedoch nicht im gleichen Maße (0,187 zu 

0,066) wie für eine mitochondriale Signalsequenz.  
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Abb. 4-16  Analyse der late domain in Galectin-3 

(Legende siehe nächste Seite) 






























































































