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EXPRESSION UND LOKALISATION VON GALECTIN-l UND
GALECTIN-3 SOWIE DER HISTOCHEMISCHE NACHWEIS

IHRER MÖGLICHEN GLYKOSYLIERTEN
BINDUNGSSTELLEN IN FETALEN UND ADULTEN

ORGANEN DES RINDES.

Kamil SEYREK2

Galectiıı-l ve galectilı-3'üll iııek Iiital orgaıılarmdaki varlık ve lo-
kalizasyoıılamıııı immuııhistokimyasal ve imlnuııblot tekııikleri ile tesbiti

Özet: Lektinler enzim ve immunt;lobulin iizelliifinde olmayan, oli-
gosakkaritleri spesifik olarak !aI1lYIP baiflayabilen, metastm, hücrelemmsı ha-
berleşme, t;likoproteinlerin yön tayini ve hücre içi sinyal olu,H//?UIgibi iinemli bir-
ı,ıık biyolojik ola,Vul şekillenmesinde roloynayan proteinlerdir(7). Galektinler de
bu grup I1wleküllerden olup özellikle N-asetillaktoz,wnine (Gal{31-4GlcNAc{3l-
3Gal{31-4GlcNAc) spesifiktirler, Embriyonal ve fôtal gelişimin deifi,l'ik eFrelerinde
g()sterdikleri lokaliwsyon Fe yoifunlukjarkltlıklartlıdan dolavı galektinlerin bu dii-
nemlerddi ara,l'tlrllnwsl büyük önem ta,l'Imaktadır,

Bu r,:alışl1U/da 40 ve l50'nci günler arasmdaki inek jiituslarlnın çeıı'itli or-
t;lIlllartlıdaki galectin-I ve galeetin-3 'ün ek.~/]resyonl([/:ı immunblot Fe im-
munhistokimyasal metotlarla amşttrtldl. Ayrıca bunlarm pa m/in kesitlerindeki
olası ligwıdlarll1ln tesbiti için biotin ile i,wretlenmiş galektinler kullal1l1dl. Fi)tal
gdi,ıimin deifi,ı'ik evrelerindeki sonur,'/(ır kendi ir,'erisindeki Fe yetişkin ineklerelen
elde edilen s(JI7ur,'lar ile kw}tlaşttrtldl. Biotin ile i,wretlenmi.y t;alektinlerle yapt/an
immunhistııkimyasal çall,l'I1wlarda seyrek olarak spesifik reaksiyonlam rastlandl.
Bu reaksiyonların {3-galaktow iizgü bitkisel bir lectin olwı mıs-
telleuin 'inkilerinden farklı olduklart tesbit edildi, Ligandlartlwı ayl1l ollıU/s/lw
raifmen galectin-I 'in daha çok düz kas hücrelerine Fe t;(tlectin-3 'ün ise epitel dıı-
kuya Ile makrorajlam lokalize olmalart, bunlartn embriyonal Fe fiital evrelerde
rark lı roller üstlendikleri kaııısıııı vermektedir,

Anahtar kelimeler: Caleetin, ekspresyon, lokaliwsvon, embriyonal gelişme,
inek.

Zusammenfassung: Lectine sim! 7.uckerbindende Proteine nicht im-
177umogenen Urspmngs, die keine enzymatische Aktivitiit au{weisen und \'(111 I::n-;:-
-"men und Antikiirpern abgegren7.! sim! (7). Sil' können Oligosaeeha-ridmotiFe als
IJ-ganden erkennen und bioloRische "-Jrekte ausliisen Auch Caleetine, die {3-
Calaktııside, wie z,B. N-Acetyllaktosamin binden können, gehiiren 7.Udieser Mo-
lekülklasse, Im Verlaur der Embryonal- bz,w. Fiitalentwicklunt; sim! die Erp-
ressionsmuster von Kohlen-hydrat-bindenden Proteinl'n lion besıınderem Interesse,

Do~ Dr. Hertlerı KalIner (Ludwing-Maximilian Üniversitesi, Münih)'in yönetiminde hazırlanan aynı İsimlı doktoıa tc-
l.ınden iıze[lenıııi~tir.
Dı, ADU Vcteriner fakültesi. Biyokimya Anabilim Dalı. Aydın.
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vveil sie z.eiılich und rüumlich unıer-sehiedlich reguliert werden kiinnen. Clykoı\"-
lierungsproz.esse unıerliegen gewebe- und ent-wicklungsspez.ijischen
Veründerungen, die au{möglichefunktionel/e Rol/en schlieJ/en lassen.

In der l'orliegenden Untersuchung wurde die Expression von Calecıin-I und
Gulectin-3 in verschiedenen fetalen Organen des Rindes z.wischen dem 40. und
150. Tag p.c. untersucht. Da?U wurden die Techniken der Immunhistoehemie und
des Immunblots eingesetz.t. Die BefiInde der teralen Entwicklungssıadien wurden
miı Resultalen verglichen, die an Organen des adulten Rinde.l' gewonnen wurdell.
Die hisıochemische Untersuchung mit bioıinylierten Calecıinen erbrachte nur Spıı-
radisch spezifische Anfürbungen z.ellulürer Strukturen, die jedoch vijı/ig vers-
chieden z.ur Spezijitüt von VAA, eines pflanz.liehen Lectim mit nominell gleicher
Zuckerspez.i/itiit, ,varen. Insgesamt lassen die BefiInde dieser Arbeit verlnuten. dap
den untersuchten Calectinen aufgrund ihrer unterschiedlichen z.ellulüren IAi-
kulisation versehiedene Rol/en in der Fetalentwieklung ?Ukommen.

Schlüsselwörter: Caleetin, Expression, Lokalisation, Embryonalentwicklung.

R iJl(!

Einleitung

Ausgehend von dcr Vorstellung, dag Gly-
kosylierung keine bedeutungslose Modifika-
tion vnn Proteinen oder Lipiden ist, mehren
sich in den lctzten Jahren die Befunde, dag
Zuc-kerkettcn von Glyko-konjugaten (Glyko-
protcinc, Clykolipide, Proteoglykane sowie Hc-
parin) auch als Liganden wirken können. Sic
stellen also keineswegs inerte Struktur-
bestamitcilc dar, sondem sind biologische 1n-
rormaLİonstra-ger (7). Lee-tine bilden eine Teil-
gruppe dcr 7.uckerbin-denden Pmteine, die von
Enzy-men und Antikörpern abgegrenzt werden
(7). Sic sind sowohl im ExtrazelluHirenbereieh
und aur dcr Zellmembranen als aueh intra-
ıdlubr in versehicden Kompartimenten 10-
kalisiert. lhre Funktionen umfassen zue-ker-
vermit-teltc Endozytose, die Zielsteue-rung von
Glykoproteinen in verschie-denen Zelltypen
wie z.B. Hepa-tozyten, Makrophagen oder Tu-
mOrlellen, Ver-mittlung interzelluWrer Weeh-
sehvir-kungcn mit Pa-tho-genen oder Wirts-
ıdlcn bzw. Zellen der Immunabwehr und Aus-
liisung vun Biosi-gnal-trans-duktion (4,8,9,12).
Eine L1iescr Proteinfamilien umfaBt endogene ~-
Galaktnsid-spezi fisehe Leetine, die Galee-tine.
Diese sind im Tier-reieh weitver-breitet und in
dcr Evolution beztiglieh ihrer Se-quenz relativ
stark kon-servİerle Proteine (i 1). Um ihre
Funktion zu kHiren ist es notwendig, aus Ge-
\vehen und Zellen Glykokonjugate zu isolieren,
die physiologisch relevante Ligandcn dar-

stellen. Somit sollte in dieser Arbeit das Vor-
kommen und die zelluHirc LokalisaLİon dicses
Galeetins in versehiedenen fetalen und adul ten
Orga-nen des Rindes aufgezeigt werden. Nehen
Galeetin- 1 ist Galectin-3 eines dcr am hau-
figsten beschrie-henen Mitglieder der Pro-
teinfamilie dcr Galectine. Bovines Galcctin-3
konnte bisher nicht nachgewiesen werden und
folglich sind auch keinerlci Scquenz- und
Stnıkturdaten verfiighar. So war im Rahmen
dieser Untersur:hung zu kHiren, oh Gaiectin-3
beim Rind vorkommt und in welehen Gewe-
betypen es auftritt. Zudem war es die Frage, in-
wieweİt Galectin-] und Galcctin-3, die III ctwa
die gleiche Af1initat für Poly-N-Acetyllaktosa-
mine besİtzen, in gleichen oder ahnliehcn Zell-
typen vorhan-dcn ist. Eine wcitcrc Auf-
gabenstel-lung die-ser Arbeit war es, zu iibcrp-
rüfen, ob beide Galcctine zu verschieLlcnen Ent-
wicklungs-zeitpunkten auftreten und in-wie-
weit mor-phologische Vcrandenıngen in clicsen
Enı-wicklungs-abschnitten sieh mit dcr Ex-
pres-sion in Bezug setzen lassen.

Matcrial und Methodcn

Die Untcrsuchungen wurden an 20 Feten
mit einer Schci1cl-Steig-Uinge (SSL) von 3,0-
30,5 cm von Schlachtktichen der Rassc Deut-
sches Höhen-Flcckvich durchgcführt. bır IS()-
henıng von Galcctin-I aus einem Extrakt vonı
Rinderherz wurdc eine Laktose-A/lini-
tatsmatrix naeh dcr Methode von Fronstcdt und
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Ahh. i' Elekınıphoreıische Analyse dcr ge-reinigten
Leelıne ın cınem ISOir. SDS-Po-Iyacrylamıd-Gel lınıer
l-cdl17.lerenden 13edın-gungen. Galeelin-I. 2{X)ng. ~ 14,5 kDa.
G,tleeıın- 3. 2()() ng. ~ 31 kDa. Yiscıım al-hum agglıııinin.
2()() ng. H-Keııe ~ 36 kDa. Aı - Kelle ~ 29 kDa. A2 -

Keııe ~ 27 kD,ı. Silherfiirbııng n'ich Blum et ai. (1987).

Porath (1975) hergestellt. Dabei wurdc Sc-
pharose 4B mit Divinylsulfon aktiviert und an-
sehlieLknd naeh einem Stan-dardprotokoll mit
Laktose gckoppelt. Das Gewebe wurde im Ex-
traktionspuffer homogenisiert, übcr die in eine
Siiulc gepaekte Affinitatsmatrix gcgeben und
anschlie13end solange mit Waschpuffer ge-
waschen, bis kein nachweisbares Protein mchr
von der Süule kam. Mit dem Elutionspuffer (0,3
M Laktose in PBS, pH 7,2) wurden die an die
Matrix gchundenen Lectine abgclöst. Um die
Kohlcnhydrat-hin-dende Aktivitat zu erhalten
und die Ausbildung von Disulfidbrücken zu
verhindern wurden die Sulfhydrylgruppen dcr
im Protein enthaItenen Cysteine wahrend der
Elution durch Jodaeetamid modifiziert. Auf
iıhnliche Weise wurde das Galaktose-bin-dende
Lectin der Mistcl (Viscum ({lbUln ARglutinin.
IIAA) aus Mistcllhlallern gereinigt.

Zur Gewinnung polyklonaler Antiseren
gcgen bovines Galectin-I und murines re-
kombinantes Galectin-3 wurden Kaninchen mit
jeweils 150-200 /Lg Protein zusammen mi t
komplettem Freund's Adjuvans immunisiert
(500 /Li Proteinlösung und SOO /Li Adjuvans).
Die erste Boo-sterung wurde im Abstand von 4
W ochen, die zwcİte im Abstand von sieben
Wochen nach dcr Erst-Immunisierung mit je-
weils i00 /Lg Protein in nichtkomplettem

Freund 's Adjuvans (500/l1 Proteinlösung und

500/l1 Adjuvans) durehgeführl. Zwei Woehen
nach dcr zweiten Boosterung wurden 20-30 ml
Blut entnommen, das Serum gewonnen und die
Immunglobulin G Fraktion mit Protein A-
Sepharosc Affinitütehromatographie gercinigt
(Fa. Pharmacia, FreibUlX). Die Biotinylienıng
dcr Leetine (bovincs Galcctin-I, murines Ga-
lectin-3 und VAA ) wurde unter Aktivitüts-
erhaItenden Bcdingungen mit Biotinyl-N-
hydroxysuccinimid durchgcführt. Das Protein
wurde dazu auf i mg/ml Carbonatpuffcr pH 15,0
eingestellt und 0,5 /lg/mg Protein in Di-
methylformamid gelöstes Biotin zugegeben.
Zur Einhaltung dcr Lectin Aktivitat wurden 20
mM Laktose zugesctzt. Zum Auftrennen von
Proteinen anhand ihres Molekulargewichtes
wurde die von LAEMMLI (1970) beschriebene
Methode der SDS-Polyacrylamidgel-E1ektrop-
horesc (SDS-PAGE) einge-setzt.

Zum Immunhistochemischc Verfahren
wurden zunachst die Schnitte (5 /lm) enl-
paıı-afıniert, in ahsteigenden Alkoholreihe re-
hydriert, 30 Minutc mit methanolischer H202 -

Lösung behandelt, in PBS gcwaschen, 30
Mimıtc mit Ziegensenım beladen, jeweils 15
Minute mit Avidin und Biotin hlockiert und
erster Antikörper (Anti-Galectin- i IgG oder
Anti-Galec-tin-3 IgG) aufgctragen. Dcr erste
Antikörper wurde stets liber Nacht bei S oC auf
den Objekttragern belassen. Am niichsten Tag
wurdcn die Objekttriiger mit PBS gewaschen, i
Stundc mit dem Sekundarantikörper behandelt,
mit PBS gewaschen, i Stunde mit Streptavidin-
BioLİn Horseradish Pcroxidase Komplex (ABC-
Komplex) belassen, anschlieBend mit Chro-
mogcnlösung bcschichtet und in aufsteigencle
Alkoholreihe dehydriert.

-
18 --

14,5-----



K. SI:YREK
154

L- .------

Abh. 2 B: Inınıunblot Analy.se von gcrcinıgıcn ho-
vinenı Gaiccıin-3 nıiı Aııti-Galectin 3 IgG. lın Unıcr-
schicd zur abh. 5A wurden hıcr jedoch 25 ug Prohc .ic-
wcils al1fgcıragcn

dengewebe wiesen im Immunblot in cler Laul-
höhe von hovinem Galectin- I erKeıınharc
Banden auf. Dagcgcn konnle Galcctin-3 inı Ho-
dcngewchc nichı naehgewiesen \Yerclen.
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Ahb. 2 A: Imııııınblol Analysc von gneını"ıcın b,,-
vinem Galeeıin-I mit Anti-Galcetin-I IgG. Bovines Ga-
leetin-] wurde aus Extrakten ver-sch iedener Gewe-
beproheıı miııds L.aktose-Sepharo.se -'113 gercınıg!. 5 pg
Probe ,uıs den Eluateıı wurde Jeweils aufgctragen. Die k-
laleli Gewebeproben stamııııen VOIl cınem Rın(\crl"cıııs ııııl
SSL VOIl 16.() cnı (ca. 90 Tage p.c.). Die nıiı (,I.' gekenıı.
zeichneten Baeııder slanınıen von adulten Tinen. Dıe
Durchfühnıng des Inı-ımııı. hlo!.s erfolgte wie inı \llc-
thodeıııei i be.schriehcn

-m,o 66'.:.t.'- 451-. s::.
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Ergchnisse

L!nı sie hernıgehen, daB es sich bei den iso-

!iertcn Proteinen tatsiichlich um Galeetin-l und
Galcetin-3 handdt, wurde cın Imıntınblot
durehgdiihrt (Abh. 2 A und B). In aııen unter-
suehten Eluaten sind die isoliCl'ten Proteine mit
cincm Mnlekulargewichı - 14 kDa immunre-
aklİv lUr den Anti-Galectin- i AnLİkörper, hin-
gcgeıı die Proteinbanclen mil eincm Mo-
Iekulargewieht - 3 ı kDa reakLİv miı dem Anti-
Galcetin-3 AntikörpeL Dcr Vergleieh dcr Ex-
pressinn von Galectin- I und Galeetin-3 in den
\ersehiedenen Gewebe-arten deutel bereits an,
daL~Galeetin-l in nahezu allen Geweben rclativ
gleiclÜöıınig und hoch exprimiert vorhanden isl
(Abb. 3 A und B) Galeetin-3 liegt offenhar in
geringeren Mcngen vol' und ist vermuılich auf
spCl.icllc, ııicht in allen Gewehetypen auf-
lretende Zellar-ıen beschranki. So konnle bei-
spidsweisc in Extrakten von Lungengewe-
heprohen Galeetin-3 im Westernhlot erst dann
ııaehgewiesen werden, wenn die Praparation
Libeıwicgend aus Bronehialcpithelzeııen he-
slancl (Abb 3 C und D). Beide Galeetine konn-
len in Pro- tcinexlraklen des felalen und adulten
Thyı11lls naehgewiesen werden (Ahb. 3 B und
C), Galee-tin-3 jedoch nur als rdaLİv schwaehe
Banuen. In dcr felalen und adulten Niere
!-.:lmnIl' in elckırophorctisch aufgetrennten Pro-
ıcincxtrakıen GaleeLİn-1 in aııen untersuehtcn
Sıadicn ııachgewicsen werden (Abb. 3 A). Bo-
\ ines Galccıin-3 ergah allerdings erst dann
sichıhare Banclen im Immunblol, wenn es in
cınem Reinigungssehritı, der die Af-
liniliilsl'hroınaıographie miı Lakıose-Sepharose
CL4B unıfagte. aus mehreren Gramm Nie-
rcngewehc angereichert wurde. Im kon-
ıentrierten uncl lyophi!isierten Eluat war es
seh!icf.~lieh möglich, das Vorkommen von Ga-
iectin-3 im feıalen und adulten Nierengewebe
zu dOKunıenıieren. Offensichtlich liegt hovines
Ga.lcetin-3 in schr geringen Konzentrationen in
dcr felalen und adulten Niere VOL Prolein-

exıraKlc vun feıalem und adultem Ho-
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Ahh. 3 c: lıııınunblOl Aııalyse dcr I::xprcs,sıoıı VOIl

Galeetin-) in versehiedenen Gcwebetypen. Die ,ıut'-
getragene Protcinınenge prolauthahn war 20pg Protein.
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Ahb, 3 A lıııl111llıhlot i\ııalyse der Expression von
G,ı1ectın- ı in Duodcııuın, Lunge und Niere zu unter-
sehıcdlıeheıı Eıııwıeklungszeitruııkteıı. Die aufgetrageııc

I'ro[cııııncııge pmhııılhahıı war 20ı,ıg Protein
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i\bh, 3 D: Immunhlot i\nalysc dcr Expressıan von
Galectin-) in Dııoclenuın/Kolon-Epıthel und ın Kııorpcl.
Die aııfgetragene Proteinıncııge prolautbahıı war 20~g
Protein.

Abb. 3 B: lınıııuııblot Analyse dcr Expression von
C,aleclin-I iii Kolon uııd Thyıııus zu untersehiedlichen
FıııwieklulıgSl.eıtruııkten. Die aufgetragene Protcinmeııge

pmlaulbahıı war 20ı,ıg Protein

j-' v' "v'
t'f)~ 0Ç,' 0Ç,'

-<.,t'f)C$ -<.,'tJ>C$

"'<::) I>o~~

~ v' v'
t'f)~ 0Ç,' 0Ç,'

-<.,t'f)C$ -<.,t'f)C$
"'<::) 1>0<::)~

Immunhistochemisch konntcn Galeeıin-I
und Galectin-3 in fetalen und adulten Thymııs
naehgewiesen werden (Ahh. 4 A-C), Thy-
mozyten reagieren offensichtlich nieht mit
heiden Antikörpern, wahrend nieht-
lymphatisehe Zellen deutlich markiert werden.
Im rall von Galectin-3 sind verslrcul Uhcr
CO/'tex und Medulla reaktive Makrophagen und
in-terdigitare Zellen zu beohaehten (Abb, 4 B)
Antikörper, die gegen Galecıin-l geriehıcı simL
l'i.ihrcn zu eincm anderen Hirbemu-ster. Wic aııs
Ahbildung 4 A ersichılieh ist, rcagieren die po-
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Iyklonalen Anti-Galcctin-l AnLİ-körpcr mit
Zellen in den Bindegewchcsepten, mit glatten
Muskclzcllcn von Arteriolen, Bin-
dcgewehezeııen und Epilhelzeııen des Thymus-
zytorctikulums, die die Bindegewebesepten um-
hiillen. Von den biotinylierten Lectinen, die
eingesetzt wurden, um Oligosaccharidepitope
ıu de-tektieren, die mögliehc Bindungssteııen
darstcllcn, konnte nur GaleeLİn-l-Biotin spe-
ıirische Zuckerepitope bei Makrophagen nach-
\veisen (Ahh. 4 C). Die Hassal'schen Kör-
perchen, die degenerierte Epithelzeııen im Zen-
lrum des Marks darsteııen, zeigen keine Im-
munreaktion. Das Fürbemuster beider AnLİ-
klirper hleibt iiber den untersuchten Ent-
wieklungszeitraum hinweg konstant.

In dcr wcibliehen Keimdrüse, deren Ent-
wickhıng in der vorliegenden Studie sich von
einfa-chen Keimhaııen mit Pri-
mordialkeimzeııen (SSL 35 mm, ca. 45 Tage
p.e.) his zu den sich differenzierenden Keim-
striingen mi t Ovogonien und primüren 0',0'0-
zyten erstreekt, wird Galectin- i und Galectin-3
lcdiglich in den aus anderen Gewebetypen
SChOll hekannten Struktu-ren gefunden. AnLİ-
körper gegen Galeetin-l reagieren wie bcreits
in andercn Organen hcoh-achtet mit glatten
Muskel/ellen, besonders dcr Tunica media der
GemBe, wührend Anti-Galeetin-3 IgG als Ge-
wehemakrophagenmarker in dcr Theca in Er-
scheinung treten. Am Ovar des adulten Tieres
isı nach Inkuhation mit Anti-GaleeLİn-l IgG
cine leichte dinuse Fürbung in der Corona J"{l-

diulU ıu sehen, wahrend Kömersehicht, Theca
interna und die Ovozytc selhst frei von Farhung
sind. Die verwendeten bioLİnylierten Lectine er-
kennen Oligosaccharidepitope, die die Glyko-
proteine dcr 201w pellucida (ZPI - ZP3) der
Ov()zyte prüsentieren. Ga1ectin-l-Biotin und
Galectin-3-Biotin bewirken cine durchgehende
Eirhung der ZOIW pellucida, wührend hio-
tinylierles Lectin dcr Mistel (V AA) nur den
iiul.k-ren Rand zeiehnet (Ahb. 4 D).

Wiihrend die Ex-pression von Galcctin-3
in keiner zeııularen Struktur des Hodens, aueh
nichı mit verschie-denen Teehniken der Gewe-
bcfixierung, dargesteııt werden konnte, traten
nach Inkubation dcr Gewebesehnitte mit Anti-
Galectin-l Antikörpcm typisehe Fürhemuster
auL Insheson-dere die peritubularen kontrak-
tilen Lellen, die die Tu/mli seminiteri umgehen,
werden in Gcwebeschnitten des adulten Hodens
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gemrbl. In den Fetalstadien sind dagegen die ty-
pischen auch sehon aus anderen Organcn be-
kannten F~irhungen dcr glatten Muskcl-zcllen
der T. media von Arteriolcn und kleinen Ar-
teriolen :tu sehen. In aııen Entwieklungsstadien
des Hodens Hirbt VAA Endothelıcııen ein-
schlieBlieh der E!asticu inter/w. Im Ho-
dengewebe, das Feten mit einer Sel1eitel-
Steif3lünge von 8 cm (ca. 60 Tage p.e.) ent-
nommen wurde, farbt sieh das Zytoplasına von
Gonozyten stark positiv an (Abh. 4 E). Im wei-
teren Verlauf der Entwicklung verliert sic h die
Intcnsital immer mehr bis sic schlieBlidı ganz
verschwindel. Im adulten Hodengewene ne-
silzen Spermatiden, die sich in der Golgi- und/
oder Akrosomphase dcr Spermatogcnese be-
finden, spezifısche Zue-kerepitope, die von
VAA erkannt werden. Die angdarhten Areale
besitzt die Form eines Halhmondes (Ann. 4 F).

Im Kolon und Duodenum ist Galectin- i
wührend der gesamten untersuchten Ent-
wicklungsphase in glatten Muskelıelkn der
Lıımina propria muc(}sae, der sieh aus-
bildenden uımina l11uscu!aris muco.l"(/, dcr
Tunica extenw und in/ana varhanden. Wie
auch in anderen Organen ist Ga-leetin- i zudem
in den glatlen Muskclzellen dcr TlInica media
der arterieııen BlutgeHiBe zu finden. Ga1ccıin-3
hingegen tritl in den Epithelzellen dcr Darm-
zotlen (Lwl1il1a epi/helia!is der Tuniuı
muc()sa), der Darmkrypten (Lieberkiıhn 'sche
Krypten) bzw. den EpilhelzeIIen dcr C!wıdu!ae
intestina!es des Kolons auf. Bis zu ca. 40 Enl-
wicklungstagen lasscn sic h mit den Antikörpcm
gegen beide Galeetine keine Immunnünungen
erzielen. Im Entwicklungsstatus des 60. Tages
p.e. (SSL 7,0 cm) bzw. 90. Tages p.C. (SSL
16,0 cm) tritl Immunreaktivitat hir Ga1cctin-l
in den glatten Muskelzeııen von Ttmica extcma
und in-tema bzw. in mescnehymalen Zeııen dcr
Submukosa und uunina pmpria aur, w,ihrend
Galectin-3 ıu diesem Entwieklungszeitpunkı
nur in den Epithelıcııen dcr Zottenspitzcn vor-
handen ist (Abb. 5 A und B ). Im adulten Sta-
dium heschrankt sich das Vorkommen von no-
vinem Galeetin-3 auf das lumenseitigc Zot-
tenepithel und zyto-plasmatisehe AnLirhung
(Abb. 5 D). Die Verwendung hiotinylierter Lec-
tine ergibt z.T. typische Eirbemuster. Galectin-
I-Biotİn hindet nur sehr sehwaeh an die Epi-
thclzeIIen dcr Zollen des DlIodenums und der
Epithel-zeııen der C!undu!ae intes/ina!e\".
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Im ca.40 Tage alten Rinderembryo (SSL
3,0 cm), der dem embryonalen Absehnitt der
Lungenentwieklung zuzuordnen ist, reagierte
wcdeı mesen-chymales Gewebe noeh das mehr-
schichtige Epithcl dcr Lappenbıonehi mit poly-
klnnalen Antikörpern ge gen Galectİn-1 und -3.
Am Beginn der anschlielknden pseudog-
Ianduliiıen Peıiode (50. Entwicklungstag), in
deı die Lunge einer tubulo-azina-ren Drüse
glcicht, rindet sieh Galeetin-I vor allem in Me-
senchymzellen zwisehen den Bron-
ehialsprossen. Wic aus Abbildung 6F her-
\lorgeht sind reaktive Mesenchymzellen in
Kon-dcnsationslOncn um sieh cntwiekelnde
Bronehiolen zu sehen. Vermutlieh dif-
fercnzieren diese zu einem spateren Ent-
wicklungszeitpunkt zu Chondroblasten und
Myoblasten. Eine sehwaehe Annirbung ist aueh
in den glatten Muskc1zellen der T nıedia sieh
cntwiekelnder artcrieller BlutgefaBe zu be-
obachten. Wahrend Galeetin-3 vor allem in den
Epithelzellen des respiratorisehen Epithels dcr
Branehen, Bronehinlen und der Traehea so-wie
im bronehialen und traehealem Stützknorpel zu
finden \Var, bleibt das sieh differenzierende re-
spiratorische Epithel des Bronehialbaums und
der Traehea frei von Galeetin- i (Abb. 6 A und
B) Das Vorkommen von Galeetin-3 wird deut-
lich cntwicklungsabhiingig reguliert. In den em-
bryonalen Gewebe-sehnitten, die dem Beginn
der pscudoglandulüren Periode zuzunrdnen
sind, war zuıüiehst kcine Hirbung zu sehen. Erst
in Gcwcbesehnitten dcr adulten Lunge wurde
maximale Far-beintensitat im Epithel von Bron-
chiolen und Bronehien eneieht. Über-
rasehendcıweise ist fctal Galeetin- 3 nieht in
Friıhcll.ellen eler kleinen und der respira-

Abb. 4 A Loblı,aııon 1'0n Galeclın-I ım Thymus
cıne, Rınderi'cııı, miı eıııer SSL von 30.5 cın (ca. 140
'Lıge p.c.). Dcr Au"chniıı zeigı Bindegewebe,epten zwi-
schen Thymu,-liippchen. Galeeıin-I ist vol' al!eın in Bin-
degewcbezellen. in dcr TI/1t'di(/ von Slutgefü/.\en (~) und
epıthelt,ılen Rcıikuluııızellen varhanden (E) Balk!'1l 50
flm - 120x.

torisehen Bronehiolen anzutreffen, und auch im
ausdifferenziertcn, adulten Gewebe weist das
einfaehe kubisehe Epithcl der kleinsten Bron-
ehiolen nur cine sehwaehe zytoplasmatische
Farbung auf. Im Lungenparenchym, d.h. im Be-
reieh der respiratorisehen Bronehiolen und der
Alveolen, konnten insbesonders in der adulten
Lunge Gewebemakrophagen dureh Galcetin-3
markiert werden (Abb. 6 D)_

Offensiehtlieh liegt bovines Ga-leetin-3 in
sehr geringen Konzentrationen in dcr fetalen
und adulten Niere VOL Be-traehtet man die hi-
stoehemisehe Lokalisation, beispicihan an
einem Gewebesehnitt eines Fetus im Alter von
130 Tagen p.c. gezeigt, so nillt aur, daH Ga-
1cetin-3 nur in bestimmten Nephronsegmenten
auftritt. Glomeruli und die Strukturen des pro-
ximalen Tubulus (Pan coııvolu/a, Pars recta)
sind offensichtlieh frei von Galeetin-3. Ebenso
'dcr dieke absteigende Sehenkel des proximalen
Tubulus, die Absehnitte des intermediiircn Tu-
bulus, das Verbindungstüek (Pars cOl1jun;.;elıs)
und die Sammelrohre. Eine deutliche Inı-
munreak-tion lindet sieh hingegen im dieken
aufsteigenden Sehenkel und im Tubulus-
konvolut des dista1cn Segments (Abb. 6 G). Ein
völlig anderes Verteilungsmuster lag vor, wenn
die Lo-kalisation von Galeetin-l mit ent-
spreehenden Antikörpern aufgezeigt wurde.
Von den Ab-sehnitten des Nephrons waren
Glomeruli reaktiv, wahrend in den tubuliircn
Absehnitten einsehliel31ieh des Vcrbindungs-
stüekes und der Sammelröhrchen Galectin-]
nieht exprimiert wird. Zwisehen den tubuHiren
Nephronsegmenten ist eine sehwaehe Farbung
des Interstiti-ums zu erkennen.

Abb. 4 B: Lokalısalion 'uii G,declın-3 1111 Thyııııı,
eines Rinderretus Illiı ci ııer SSL von iCı.O CIll (ca ')() ''''ıge
p.e.). Der Ausschııitt zeigı dıe verleiluııg VOIl Rcıklıveıı
Makrorhageıı iıı Corın uııd Medulla. Bulken 50 pnl. -
ı20x.
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ı\bb. 4 C 8lndun;; von bıotınylıerteııı Galectın-I an
Makroplıagen eınes K;ı1berthymus, die aııs cinem Hlut-
ger.li.1 in das Tlıyıııusgewebe einwandern. Balh'll 20 ı-ım. -
')45x

Alılı.4 D: 8lndun,; \un 81l)lin-IllOlrkIL'r1CIlI (jOlkLıı;ı
3 an die Zoııa pt'llı{(:ida (~). das Ooplasma (O) Balken 20
ı-ım. - 340x.
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Abb 4 E Uındung von biotinyliertem Biotin-
ıııarkıerteııı Galectın-3 an dıe Zona pellucida (~), das 00-
plasıııa (O) 8alken 20 ı-ıııı. - 340x.

Abb. 4 F : Bındun,; von bıotınylierteııı VıseLl//1

allmm agglııtinin in dcr Spermigenese cines adulten
Rindes Akrosoıııphase. Bulkm 20 ı-ım. - 260x.
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Abb. 5 i\ Lokalisation von
G,tlcetın-) iill Kolonepithel eines
Rınderfetus Illit einer SSL von
7.0 cııı. Balken 20f.lııı -340x.

Abb. 5 13: Ausschnil[ aus
dcr Dickdarıııschleimhaut eines
Rinderfetus mit einer SSL von 16
cm mit Antikörpern gcgen Ga-
lectin- i. Balkcn 50ı-ım.-135x

Abb. 5 c: Ausselınil[ OIUS
der Dickdarııısehleimhaııı eıııcs
Rinderfel\ls mit einer SSL von
30.5 cııı mit Antıkörperı! gegen
Galectin-I. Balken 20ı-ım-270x
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Abb 5 D: Rovınes (la-
ieı:lı n -3 iIII Zotıencpi thel des
;ıdıılten Oııodenıııııs. Die Kerne
sind frei von Anııgen. Salken

2fjlıı.-340x

Abb. rı A Lokalısatıon von
G;ı1ccıın-1 in dcr Trachea eines
Feıııs ııııl einer SSL von 16 cm.
V1ıısklılaıur(M~). Eriıhelzellcn

(Eı Balken 20fjın. -340x

i

.'

Abb. 5 E: LokallsatlOn von
Galeetin-3 in den Glandulea in-
testinales des Kolons des aduiten
Rindes. Bovines Galeetin-3 im
Zotıenepithel des adulten Ou-

odenunıs. Balken 50fjm.- ı35x

"_...J

Ahb. 6 B: Lokalisation von
Galeeıin-3 im Erithel der Tra-
ehea (~) und ill1 Stützknorpel
eines Feıus mit einer SSL von 16

cm. Bi/Iken 20J.-l1l1.-220x

Abb. 5 F: Iııııııunlmloc!ıı"
mische Lokalisaıion \Oıı Ga-
leetin- ı inı Eritiıcı des Du-
odemım-s eines .ıdulten Tiere.s.

Balken 2()fjll1.-34()x

Abh. cı c: Lok;ıiısalıon von
(Jaleeıin-3 inı Epitlıel dcr Tra-
ehea (~) und cınes "dulten

Ticres Bulk"ıı 20fjlll -34()x
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Abn. () D Luııgcııbl~i'ichcıı cıııer adulteıı Luııge. Al-
i colarl\i~lI1d "tzentten Makrophagcıım (~) werdeıı deuı-
Iıclı voıı Aııtı-Cialcctiıı-3 Aııtikörpcnı markien. Ralkeıı

21ıplll. - 341l x

.\blı. cı fO ()uer,chııltt cıııer Bloıı,c1wıhproS'ie um-
gencıı voıı cııın Aıısamıııluııg voıı Meseıı,chymzellel1. die
ımı !\ııll-G,ı1ectlıı-! Aııtikörpenı reagiereıı. SSL 7.0 cm.

/Jolkl'l/ 20ı.ıın-340 x.

Diskussion

In der vorliegen-den Untersuehung wurde
ıum ersten Mal dcr Naehweİs erbraeht, daB
<ıueh İn dcr Fetalent-wicklung des Rindes eİne
bııvinc Form des Galeetİn-3 auftrİtt und haupt-
s~iehlich in Epithelzcl-Ien vorhanden İst. Das
zweite in dicse Arbeİl cİnbezogene Galeetin,
ıümlieh Galeetin-], wurde urspriinglieh aus
Rindcrhcrz isoliert, bevor es aueh İn anderen
Spezies naehgewİesen werden konnte. Trotz
wciıgehend erfolgter Strukturbesehreibung
w<ırcn hishcr kcİne Informatİonen vorhanden,
in welehcn Cewehen und Zelltypen Galeetin- i
in dcr bovinen Fctalentwieklung enthalten İst.
Die Ergebnissc ıeigen, da13 Galectin-] relativ
ubiquİtar İn mesenehymalen Zellen, im Bİn-
degcwehe und İn dcr extrazelluUi-rcn Matrİx
au1tritt. Vorzugsweise findet sİeh Galeetİn-]
jcdoch in den \1uskelzellcn dcr glatten Mu-
skulatm, wo es İntra- und extrazellular vertreten
ist. So wİrd bcispielsweİse die T media von
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Anb. 6 E /.yıopla'lllatl'ichc Lokalı"ılıull i oıı Ga-
lectiıı-3 in Epithelzellen eiııer Broııchıolc der adnlıcıı

Luııge. Rıılkeıı iOı.ım. -340x

;\00. 6 G: L.oLılı,allıııı voıı lj<ılt:ulıı-3 ııı ,kı ;\i'l'lL'

eines Riııderfeıus mit eiııer SSL von :lO.5 cm ıC;) ('10-

menılus. Bıılk •..1l 21lı.ım.-341l x.

Blutgefa13en des artericilen Typs durch Antİ-
Galeetin-! Antikörper markİert. Besonders au-
genfallİg wİrd dies in der vorliegenden Untcr-
suchung, wenn man dİe Expressian von Ga-
Iectİn-! İm epithelialen Retikulum des Thymus
betraehtel. Weehsclwİr-kungen ıwisehcn re-
tikularen Epİthclzellen des Thymus und sich
entwiekclnden Thymozyten stellen wichıige Se-
lektİonssehritte ın dcr Reİfung ım-
munkompctenter T- Lymphozyten dar.

Im Vergleİeh mit Galectİn-] zeigte Ga-
leetin-3 ein hesonders spezİfisches Exprcs-
sİonsmuster İm sİch dİfferenzİerenden Gc-
wehen d!:s Rİnderfetus. So markİeren Anti-
Galcetin-3 Antİkörper in alien Gewehcn Ma-
krophagen, cxemp]arİseh dargesıcllt bei dcr Bc-
sehreihung dcr hİstochemi-sehe Bdunde am
Thymusgewehe. Die Expression des hovinen
Galeetin-3 wird İn den untersuchten ()rganen
Lunge, Duodenum und Kolon entwicklungs-
ahhangig reguIİert. Dabei deutete sİch hcreiıs
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nach e,L 60 Entwick-lungstagen eine starkc Ex-
pressian in der Mukosa des Duodenums und
Kolons alL Ein derartiger Befund konnte bei
dcr Untersuchung des Miiuseemhryos nicht be-
stilıigt wer-den (5)_ Diese Diskrepanz ist ver-
ımıtlich auf Speziesuntersehiede oder unter-
schİedliehe zeİtliche Modulienıng der Expres-
si on zurtickl.uführen.

Im Gegensatz LU hiochemischen Experi-
menten, in denen dureh die Gewehezerstönıng
(hol11ogenİsieren) eİne Trennung endogener
Lecıine von ihren Glykoliganden erfolgt, liegen
in situ, durch den fixie-nıngsproze13 hedingt,
l11ögliche glykosylierte Liganden durch ihre
endagenen Lectİne "maskiert" vor. Frei VOf-

liegende Glykostnıkturen, die an das pflanz-
lichc Leetin (VAA) mit no-minel1 glcicher Spe-
ı.i(ı@ als die Galcktine hinden, werden den-
noch nİeht sc1hstverstilndlieh durch bio-
ıinylierte Galeetine erkannt. Dies konnte in der
vodiegenden Untersuchung hesonders an Sper-
1111en und Spermatiden im Hoden ge/eigt
werden. Aus derartigen Ergebnissen Ui13tsich
schlu13folgern, da13 hiochemische in vitro er-
miııelte Spe/ifitiltsuntersehiede auch in situ am
Gc-weheschnitt zum Ausdnıek kommen.
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