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EXPRESSION UND LOKALISATION VON GALECTIN-1 UND
GALECTIN-3 SOWIE DER HISTOCHEMISCHE NACHWEIS
IHRER MOGLICHEN GLYKOSYLIERTEN
BINDUNGSSTELLEN IN FETALEN UND ADULTEN
ORGANEN DES RINDES!
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Galectin-1 ve galectin-3’iin inek fital organlarindaki varlik ve lo-
kalizasyonlaruiun immunhistokimyasal ve immunblot teknikleri ile teshiti

Ouzet:  Lektinler enzim ve immunglobulin  dzelliginde  olmayan,  oli-
gosakkaritleri spesifik olarak tamyp baglayabilen. metastaz, hiicrelerarast ha-
berlesme, glikoproteinlerin yon tayini ve hiicre i¢i sinyal olusumu gibi énemli bir-
cok bivolojik olayim sekillenmesinde rol oynayan proteinlerdir(7). Galektinler de
bu grup molekiillerden olup ézellikle N-asetilluktozamine (GalBl-4GleNAcfI -
3Gulf1-4GlcNAc) spesifiktirler. Embriyonal ve fotal gelisimin degisik evrelerinde
gasterdiklert lokalizasyon ve yogunluk furkliliklarindan dolave galektinlerin bu déi-
nemlerdeki aragtirdmast biiyitk dnem tastmaktadtr.

Bu ¢alismada 40 ve 150°nci giinler arasindaki inek fituslaroun gesitli or-
ganlarindaki  galectin-1 ve galectin-3’iin  ekspresyonlare  immunblot ve im-
munhistokimyuasal metotlarla aragtiridde. Ayrica bunlarin parafin kesitlerindeki
olast ligandlarimn tesbiti i¢cin biotin ile isaretlenmis gulektinler kullamidi. Feital
gelisimin degisik evrelerindeki sonuglar kendi igerisindeki ve yetiskin ineklerden
elde edilen sonuglar ile karglasuriddi. Biotin ile isaretlenmis galektinlerle vapilan
immunhistokimyasal ¢alismalarda seyrek olarak spesifik reaksiyonlara rastland..
Bu  reaksivonlarin  B-galaktoza  ézgii  bitkisel  bir  lectin olan  mis-
tellectin'inkilerinden farklt olduklart tesbit edildi. Ligandlurinm avm olmasina
ragmen galectin-1"in daha ¢ok diz kas hiicrelerine ve galectin-3’iin ise epitel do-
kuya ve makrofajlara lokalize olmalary, bunlarin embrivonal ve fétal evrelerde
Jarkli roller istlendikleri kanisint vermektedir.

Anahtar kelimeler: Gulectin, ekspresvon, lokalizasvon, embrivonal gelisme,
nek.

Zusammenfassung: Lectine sind  zuckerbindende Proteine nicht  im-
mumaogenen Ursprungs, die keine enzymatische Aktivitiit aufweisen und von fnz-
ymen und Antikiirpern abgegrenzt sind (7). Sie konnen Oligosaccha-ridmotive als
Li-ganden erkennen und biologische Effekte auslisen. Auch Galectine, die [B-
Gulaktoside, wie z.B. N-Acetyllaktosumin binden kinnen, gehiiren zu dieser Mo-
lekiilklasse. Im Verlauf  der Embryonal- bzw. Fétalentwicklung — sind die Exp-
ressionsmuster von Kohlen-hydrat-bindenden Proteinen von besonderem Interesse,
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weil sie zeitlich und riaumlich unter-schiedlich reguliert werden kénnen. Glykosy-
lierungsprozesse unterliegen gewebe- und  ent-wicklungsspezifischen
Verdnderungen, die auf migliche funktionelle Rollen schlieflen lassen.

In der vorliegenden Untersuchung wurde die Expression von Galectin-1 und
Gulectin-3 in verschiedenen fetalen Organen des Rindes zwischen dem 40. und
150. Tag p.c. untersucht. Dazu wurden die Techniken der Immunhistochemie und
des Immunblots eingesetzt. Die Befunde der fetalen Entwicklungsstadien wurden
mit Resultaten verglichen, die an Organen des adulten Rindes gewonnen wurden.
Die histochemische Untersuchung mit biotinylierten Galectinen erbrachte nur spo-
radisch spezifische Anfirbungen zelluldrer Strukturen, die jedoch villig vers-
chieden zur Spezifitit von VAA, eines pflanzlichen Lectins mit nominell gleicher
Zuckerspezifitit, waren. Insgesamt lassen die Befunde dieser Arbeit vermuten. dafy
den untersuchten Galectinen aufgrund threr unterschiedlichen zelluliiren Lo-
kalisation verschiedene Rollen in der Fetalentwicklung zukommen.

Schliisselwirter: Galectin, Expression, Lokalisation, Embryonalentwicklung,
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Rind

Einleitung

Ausgehend von der Vorstellung, dafi Gly-
kosylierung keine bedcutungslose Modifika-
tion von Proteinen oder Lipiden ist, mehren
sich in den letzten Jahren dic Befunde, daf
Zuc-kerketten von Glyko-konjugaten (Glyko-
proteine, Glykolipide, Protcoglykane sowie He-
parin) auch als Liganden wirken konnen. Sic
stellen  also  keineswecgs inerte  Struktur-
bestandieile dar, sondern sind biologische In-
formationstri-ger (7). Lec-tine bilden eine Teil-
gruppe der zuckerbin-denden Proteine, die von
Enzy-men und Antikorpern abgegrenzt werden
(7). Sic sind sowohl im Extrazellularenbereich
und aut der Zellmembrancn als auch intra-
zellulir in verschieden Kompartimenten lo-
kalisiert. lhre Funktionen umfassen zuc-ker-
vermit-telte Endozylose, dic Zielsteue-rung von
Glykoproteinen in verschie-denen  Zelltypen
wic 7.B. Hepa-tozyten, Makrophagen oder Tu-
morzellen, Ver-mittlung interzelluldrer Wech-
selwir-kungen mit Pa-tho-genen oder Wirts-
zellen bzw. Zellen der Immunabwehr und Aus-
Josung von Biosi-gnal-trans-duktion (4,8,9,12).
Eine diescr Proteinfamilicn umfaBt endogenc B-
Galaktosid-spezifische Lectine, die Galec-tine.
Diesc sind im Tier-reich weitver-breitet und in
der Evolution beziiglich ihrer Se-quenz rclativ
stark  kon-scrvierte Proteine (11). Um ihre
Funktion 7zu kldren ist es notwendig, aus Ge-
weben und Zellen Glykokonjugate zu isolicren,
dic physiologisch rclevante Liganden dar-

stellen. Somit solltc in dieser Arbeit das Vor-
kommen und dic zclluldre Lokalisation dicses
Galectins in verschiedenen fetalen und adulten
Orga-nen des Rindes aufgezeigt werden. Neben
Galectin-1 ist Galectin-3 eines der am hau-
figsten beschric-benen Mitglieder  der Pro-
teinfamilie der Galectine. Bovines Galectin-3
konnte bisher nicht nachgewicsen werden und
folglich sind auch keinerlci Scquenz- und
Strukturdaten verfiighar. So war im Rahmen
dieser Untersuchung zu kldren, ob Galectin-3
beim Rind vorkommt und in wclchen Gewe-
betypen es auftritt. Zudem war es dic Frage, in-
wieweit Galectin-1 und Galectin-3, dic 1n ctwa
dic gleiche Affinitit fiir Poly-N-Acctyllaktosa-
mine besitzen, in gleichen oder dhnlichen Zell-
typen vorhan-den ist. Einc weitere  Auf-
gabenstel-lung die-ser Arbeit war es, zu tberp-
riifen, ob beide Galectine zu verschicdenen Ent-
wicklungs-zeitpunkten auftreten und in-wie-
weil mor-phologische Veranderungen in diesen
Ent-wicklungs-abschnitten sich mit der Ex-
pres-sion in Bezug setzen lassen.

Material und Methoden

Die Untersuchungen wurden an 20 Felen
mit einer Scheitel-Steif-Linge (SSL) von 3.0-
30,5 cm von Schlachtkiichen der Rasse Deul-
sches Hohen-Fleckvich durchgefiihrt. Zur Iso-
lierung von Galcctin-1 aus einem Extrakt vom
Rinderherz  wurde eine  Laktosc-Affini-
titsmatrix nach der Methode von Fronstedt und
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Porath (1975) hergestellt. Dabei wurde Se-
pharosc 4B mit Divinylsulfon aktiviert und an-
schlieBend nach einem Stan-dardprotokoll mit
Laktose gckoppelt. Das Gewebe wurde im Ex-
traktionspuffer homogenisiert, iiber die in cine
Sdule gepackte Affinitdtsmatrix gegeben und
anschlicBend solange mit Waschpuffer ge-
waschen, bis kein nachweisbares Protein  mchr
von der Sdule kam. Mit dem Elutionspuffer (0,3
M Laktose in PBS, pH 7,2) wurden die an die
Matrix gcbundenen Lectine abgelést. Um die
Kohlenhydrat-bin-dende  Aktivitdt zu erhalten
und dic Ausbildung von Disulfidbriicken zu
verhindern wurden die Sulthydrylgruppen der
im Protein enthaltenen Cysteine wihrend der

Eluton durch Jodacetamid modifiziert. Auf

dhnliche Weise wurde das Galaktose-bin-dende
Lectin der Mistel (Viscum album Agglutinin,
VAA) aus Mistellbldttern gereinigt.
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Abb. I Elektrophoretische Analyse der ge-reinigten
Lectine 1 cinem 15% SDS-Po-lyacrylamid-Gel unter
reduzierenden Bedin-gungen. Galectin-1, 200 ng, = 14,5 kDa,
Gualectin-3. 200 ng. = 31 kDa. Viscum al-bum agglutinin,
200 ng. B-Kette = 36 kDa. A - Kette = 29 kDa, Ay -
Kette = 27 kDa. Silberfirbung nach Blum et al. (1987).

Zur Gewinnung polyklonaler Antiseren
gcgen bovines Galectin-1 und  murines  re-
kombinantes Galcctin-3 wurden Kaninchen mit
jeweils 150-200 pg Protein zusammen mit
komplettem Freund’s Adjuvans immunisicrt
(500 pl Proteinlosung und 500 ul Adjuvans).
Dic crste Boo-sterung wurde im Abstand von 4
Wochen, die zwceite 1im Abstand von sieben
Wochen nach der Erst-Immunisierung mit je-
weils 100 pg Protein in nichtkompletiem
Frcund’s Adjuvans (500ul Proteinlosung und
500ul Adjuvans) durchgefiihrt. Zwei Wochen
nach der zweiten Boosterung wurden 20-30 ml
Blut entnommen, das Serum gewonnen und dic
Immunglobulin G Fraktion mit Protein A-
Sepharosc Affinitiitchromatographic gercinigt
(Fa. Pharmacia, Freiburg). Dic Biolinylierung
der Lectine (bovines Galectin-1, murines Ga-
lectin-3 und VAA ) wurdc unter AkUvitéts-
crhaltenden Bedingungen mit Biotinyl-N-
hydroxysuccinimid durchgefithrt. Das Protein
wurde dazu auf 1 mg/ml Carbonatpuffer pH 8,0
eingestellt und 0,5 pg/mg Protein in Di-
mcthylformamid geldstes Biotin  zugegeben.
Zur Einhaltung der Lectin Aktivitit wurden 20
mM Laktose zugesctzt. Zum Auftrennen von
Protcinen anhand ihres Molckulargewichtes
wurde die von LAEMMLI (1970) beschricbene
Mecthode der SDS-Polyacrylamidgel-Elektrop-
horese (SDS-PAGE) einge-setzt.

Zum Immunhistochemische  Verfahren
wurden zundchst dic Schnitte (5 um) ent-
parrafinicrt, in abstcigenden Alkoholreihe re-
hydriert, 30 Minute mit methanolischer H,O» -
Losung behandelt, in PBS gewaschen, 30
Minute mit Zicgenserum beladen, jeweils 15
Minute mit Avidin und Biotin blockiert und
erster Antikorper (Anti-Galectin-1 [gG oder
Anti-Galec-tin-3 IgG) aufgetragen. Der crste

Antikdrper wurdc stets iiber Nacht bei 5 °C auf

den Objekttragern bclassen. Am nichsten Tag
wurden die Objekttriger mit PBS gewaschen, 1
Stunde mit dem Sekundirantikorper behandelt,
mit PBS gewaschen, 1 Stunde mit Streptavidin-
Biotin Horseradish Pcroxidase Komplex (ABC-
Komplex) belassen, anschlieBend mit Chro-
mogenldsung beschichtet und in aufsiecigende
Alkoholreihe dchydriert.




Ergebnisse

Um sicherzugehen, daB es sich bei den iso-
lierten Proteinen tatsichlich um Galectin-1 und
Galeetin-3  handelt, wurde cin  Immunblot
durchgefiihrt (Abb. 2 A und B). In allen unter-
suchten Eluaten sind die isolierten Proteine mit
cinem Molekulargewicht ~ 14 kDa immunre-
aktiv fiir den Anti-Galectin-1 Antikorper, hin-
scgen die Proteinbanden mit einem Mo-
lekulargewicht ~ 31 kDa reaktiv mit dem Anti-
Galcctin-3 Antikorper. Der Vergleich der Ex-
pression von Galectin-1 und Galectin-3 in den
verschicdenen Gewebe-arten deutct bereits an,
dalt Galectin-1 in nahezu allen Geweben relativ
uleichformig und hoch exprimiert vorhanden ist
(Abb. 3 A und B). Galectin-3 liegt offcnbar in

geringeren Mengen vor und ist vermutlich auf

spezielle, nicht in allen Gewebetypen aut-
relende Zellar-ten beschridnkt. So konnte bei-
spiclsweise in Extrakten von Lungengewe-
heproben Galectin-3 im Westernblot erst dann
nachgewiesen werden, wenn dic Prédparation
tiberwicgend aus  Bronchialepithelzellen  be-
stand (Abb. 3 C und D). Beide Galectine konn-
ten in Pro-teinextrakten des fetalen und adulten
Thymus nachgewiesen werden (Abb. 3 B und
C), Galec-tin-3 jedoch nur als relativ schwache
Banden. In der fetalen und adulten Niere
konnte in clekirophoretisch aufgetrennten Pro-
tcinexirakten Galectin-1 in allen untersuchicn
Stadien nachgewicsen werden (Abb. 3 A). Bo-
vines Galecetin-3 ergab allerdings erst dann
sichthare Banden im Immunblot, wenn c¢s in
cinem  Recinigungsschritt,  der dic  Af-
finitatschromatographic mit Laktose-Scpharose
CL4B umfaBte. aus mehreren Gramm Nie-
rengewcehe  angereichert  wurde.  Im - kon-
zentrierten und lyophilisierten Eluat war es
schlieBlich moglich, das Vorkommen von Ga-
lectin-3 im fctalen und adulten Nierengewebe
zu dokumenticren. Offensichtlich liegt bovines
Ga-lectin-3 in schr geringen Konzentrationen in
der fetalen und adulten Nicre vor. Protein-
extrakte  von fetalem und adultem Ho-
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dengewcbe wiesen im Immunblot in der Laul-
hohe von bovinem Galectin-1  erkennbarc
Banden auf. Dagegen konnte Galectin-3 im Ho-
dengewebe nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 2 A: Immunblot Analyse von gercimglem bo-
vinem Galectin-1 mit Anti-Galectin-1 1gG. Bovines Ga-
lectin-1 wurde aus Extrakten ver-schicdener Gewe-
beproben mittels Laklose-Sepharose 4B gercimgt 5 ug
Probe aus den Eluaten wurde jeweils aufgetragen. Dic te-
talen Gewebeproben stammten von einem Rinderfetns mit
SSL von 16.0 em (ca. 90 Tage p.c.). Die mit (wr gekenn:
zcichneten Bacnder stammen von adulten Ticren. Die
Durchfihrung des Im-mun-blots erfolgte wie im Me-
thodenteil beschrieben
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Abb. 2 B: Immunblot Analyse von gerciniglen bo-
vinem Galectin-3 mit Anti-Galectin-3 1gG. Im Unter-
schicd zur abb. SA wurden hicr jedoch 25 ug Probe je-

weils aufgetragen
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Immunhistochemisch konnten Galectin-1
und Galectin-3 in fetalen und adulten Thymus
nachgcwiesen werden (Abb. 4 A-C). Thy-

- bo\ Qp' Q?' & o o mozyten reagicren  offensichtlich nicht mit
- ® & & S X Q?Q beiden  Antikorpern,  wihrend  nicht-
,\Q« bp& &’bo" 0&'2’ lymphatische Zellen deutlich markicrt werden.

——— N D W Im Fall von Galectin-3 sind verstreut tiber

‘ Cortex und Medulla rcaktive Makrophagen und

Gl ."'\bt:' 3 B|:< ':“'““”bd'("Tﬁ""‘lyi‘c_ der EXPT?;;“ZF ;’10” in-terdigitiare Zellen zu beobachten (Abb. 4 B).
alectin- m olon un ymus 7u unterschiedlichen An[lk()rpcr, dlC gegen GalCClln—l gCIl(,h{Cl Slnd

Entwicklungszeitpunkten. Dic aufectragene Proteinmenge . 9 R
gxretip sTe g fiihren zu einem andercn Farbemu-ster. Wie aus

srolaufbahn war 20ug Protein . . . . . .
[ ° Abbildung 4 A ersichtlich ist, reagiercn dic po-
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lyklonalen  Anti-Galectin-1 Anti-kdrper  mit
Zellen in den Bindegcwebesepten, mit glatten
Muskclzellen von Arleriolen, Bin-
degewebezellen und Epithelzellen des Thymus-
zytoretikulums, die die Bindegewebesepten um-
hiillen. Von den biotinylierten Lectinen, die
cingesclzt wurden, um Oligosaccharidepitope
su de-tekticren, dic mogliche Bindungsstellen
darstcllen, konnte nur Galectin-1-Biotin spe-
zifische Zuckerepilope bei Makrophagen nach-
weisen (Abb. 4 C). Dic Hassal’schen Kor-
perchen, die degenerierte Epithelzellen im Zen-
trum des Marks darstellen, zeigen keine Im-
munrcaktion. Das Firbemuster beider Anli-
korper  bleibt iiber den  untersuchten Ent-
wicklungszcitraum hinweg konstant.

In der weiblichen Kcimdriise, deren Ent-
wicklung in der vorlicgenden Studic sich von
cinfa-chen Keimballen mit Pri-
mordialkeimzellen (SSL 35 mm, ca. 45 Tage
p.c.) bis zu den sich differcnzierenden Keim-
strangen mit Ovogonicn und primiren Ovo-
zyten erstreckt, wird Galectin-1 und Galectin-3
lediglich in den aus anderen Gewebctypen
schon bekannten Struktu-ren gefunden. Anti-
korper gegen Galectin-1 rcagieren wie bereits
in anderen Organen beob-achtet mit glatten
Muskelzellen, besonders der Tunica media der
Gefille, wihrend Anti-Galectin-3 IgG als Ge-
wchemakrophagenmarker in der Theca in Er-
scheinung treten. Am Ovar des adulten Ticres
ist nach Inkubation mit Anti-Galectin-1 1gG
cine leichte diffuse Fiarbung in der Corona ra-
diata 7u schen, wiahrend Kornerschicht, Theca
interna und dic Ovozytc selbst frei von Firbung
sind. Dic verwendeten biotinylierten Lectine cr-
kennen Oligosaccharidepitope, die die Glyko-
proteine der Zona pellucida (ZP1 - ZP3) der
Ovozyte prasentieren. Galectin-1-Biotin  und
Galectin-3-Biotin bewirken cine durchgehende
Farbung der Zona pellucida, wihrend bio-
tinylicrtes Lectin der Mistel (VAA) nur den
duBle-ren Rand zeichnet (Abb. 4 D).

Wiihrend die Ex-pression von Galectin-3
in keiner zelluldren Struktur des Hodens, auch
nicht mit verschie-dencn Techniken der Gewe-
befixicrung, dargestellt werden konnte, traten
nach Inkubation der Gewcbeschnittc mit Anti-
Galectin-1  Antikorpern typische Fiarbemuster
auf. Insbeson-dere dic peritubuldaren kontrak-
tilen Zellen, die die Tubuli seminiferi umgeben,
werden in Gewebeschnitten des adulten Hodens
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getirbl. In den Fetalstadien sind dagegen die ly-
pischen auch schon aus anderen Organcn be-
kannten Firbungen der glatien Muskcl-zellen
der T. media von Arteriolen und kleincn Ar-
teriolen zu sehen. In allen Entwicklungsstadicn
des Hodens firbt VAA Endothelzellen  ein-
schlicBlich der Elastica interna. Im  Ho-
dengewebe, das Feten mil einer Scheitel-
SteiBlinge von 8 cm (ca. 60 Tage p.c.) ent-
nommen wurde, farbt sich das Zytloplasma von
Gonozylen slark positiv an (Abb. 4 E). Im wel-
teren Verlauf der Entwicklung verliert sich die
Intensitat immer mehr bis sie schlieBlich ganz.
verschwindet. Im adulten Hodengewebe be-
sitzen Spermatiden, die sich in der Golgi- und/
oder Akrosomphase der Spermatogencse be-
finden, spezifische Zuc-kerepitope, dic von
VAA crkannt werden. Dic angefarbten Areale
besitzt die Form eincs Halbmondes (Abb. 4 F).

Im Kolon und Duodenum ist Galectin-1
wihrend der gesamten untersuchten Ent-
wicklungsphase in glatten Muskelzellen der
Lamina  propria  mucosae, der sich aus-
bildenden Lamina muscularis mucosa, der
Tunica externa und interna vorhanden. Wie
auch in anderen Organen ist Ga-lectin-1 zudem
in den glatten Muskelzellen der Tunica media
der arteriellen BlutgeldRe zu finden. Galectin-3
hingegen tritt in den Epithelzellen der Darm-
zotien  (Lamina  epithelialis  der  Tunica
mucosa), der Darmkrypten (Lieberkithn’sche
Krypten) bzw. den Epithelzellen der Glandulue
intestinales des Kolons auf. Bis zu ca. 40 Ent-
wicklungstagen lasscn sich mit den Antikorpern
gegen beide Galectine keinc Immunfirbungen
crzielen. Im Entwicklungsstatus des 60. Tages
p.c. (SSL 7,0 cm) bzw. 90. Tages p.c. (SSL
16,0 ¢cm) tritt Immunreaktivitat fiir Galectin-1
in den glatten Muskelzcellen von Tunica externa
und in-terna bzw. in mesenchymalen Zellen der
Submukosa und Lamina propria auf, wahrend
Galectin-3 zu diescm Entwicklungszeitpunkt
nur in den Epithelzellen der Zottenspitzen vor-
handen ist (Abb. 5 A und B ). Im adulten Sta-
dium beschriankt sich das Vorkommen von bo-
vinem Galectin-3 auf das lumenseitige Zot-
tencpithcl und zyto-plasmatische Anfirbung
(Abb. 5 D). Dic Verwendung biotinylicrter Lec-
tinc crgibt z.T. typische Fiarbemuster. Galectin-
1-Biotin bindet nur sehr schwach an dic Epi-
thelzellen der Zotten des Duodenums und der
Epithel-zcllen der Glandulue intestinales.
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Im ca.40 Tage alten Rindercmbryo (SSL
3.0 ¢m), der dem cmbryonalen Abschnitt der
Lungenentwicklung zuzuordnen ist, reagierte
weder mesen-chymales Gewebe noch das mchr-
schichtige Epithel der Lappenbronchi mit poly-
klonalen Antikorpern gegen Galectin-1 und -3.
Am Beginn der anschliefenden pscudog-
landuliiren Periode (50. Entwicklungstag), in
der die Lunge einer tubulo-azind-ren Driise
¢leicht, findet sich Galectin-1 vor allem in Mc-
senchymzellen zwischen den Bron-
chialsprossen. Wic aus Abbildung OF her-
vorgeht sind reaktive Mesenchymzellen in
Kon-densationszonen um  sich  entwickelnde
Bronchiolen 7zu  schen. Vermutlich  dif-
ferenzicren diese zu einem spiteren Ent-
wicklungszeitpunkt zu  Chondroblasten und
Myoblasten. Einc schwache Anfidrbung ist auch
in den glatten Muskelzellen der 7. media sich
entwickelnder arterieller BlutgefdBe zu be-
obachten. Withrend Galectin-3 vor allem in den
Epithelzellen des respiratorischen Epithels der
Bronchen, Bronchiolen und der Trachea so-wie
im bronchialen und trachealem Stiitzknorpel zu
finden war, bleibt das sich differenzierendc re-
spiratorische Epithel des Bronchialbaums und
der Trachea [rei von Galectin-1 (Abb. 6 A und
B). Das Vorkommen von Galectin-3 wird deut-
lich entwicklungsabhiingig rcguliert. In den cm-
bryonalen Gewcbe-schnitten, dic dem Beginn
der pscudoglanduldren  Periode zuzuordnen
sind, war zunichst kcine Farbung zu sehen. Erst
in Gewebeschnitten der adulten Lunge wurde
maximale Fir-beintensitat im Epithel von Bron-
chiolen und Bronchien erreicht.  Uber-
raschenderweise ist fetal Galecetin-3 nicht in
Epithelzellen der kleinen und der respira-

Abb. 4 A Lokalisation von Galectun-1 im Thymus
cines Rinderlctus mit emer SSL von 30,5 cm (ca. 140)
Tage p.c.). Der Ausschniut zeigt Bindegewcebesepten zwi-
schen Thymus-lippchen. Galectin-1 ist vor allem in Bin-
degewcbezellen. in der T.media von BluigefiBen () und
epithelialen Retikulumzellen vorhanden (E) Balken 50

um. - 120x.

torischen Bronchiolen anzutreffen, und auch im
ausdifferenzierten, adulten Gewebe weist das
einfache kubischc Epithel der kleinsten Bron-
chiolen nur cine schwachc zytoplasmatische
Firbung auf. Im Lungenparcnchym, d.h. im Be-
reich der respiratorischen Bronchiolen und der
Alveolen, konnten insbesonders in der adulten
Lunge Gewebemakrophagen durch Galectin-3
markiert werden (Abb. 6 D).

Offensichtlich liegt bovines Ga-lectin-3 in
sehr geringen Konzentrationen in der fetalen
und adulten Nicre vor. Be-trachtet man die hi-
stochemische Lokalisation, bcispielhaft an
einecm Gewebeschnitt eines Fetus im Alter von
130 Tagen p.c. gezeigt, so fillt auf, dali Ga-
lectin-3 nur in bestimmten Nephronscgmenten
auftritt. Glomeruli und dic Strukturen des pro-
ximalen Tubulus (Pars convoluta, Pars recta)
sind offensichtlich frei von Galectin-3. Ebenso
der dicke absteigende Schenkel des proximalen
Tubulus, die Abschnitte des intcrmedidren Tu-
bulus, das Verbindungstiick (Pars conjungens)
und die Sammelrohre. FEine deutliche Im-
munrcak-tion findet sich hingegen im dicken
aufstcigenden Schenkel und im  Tubulus-
konvolut des distalen Segments (Abb. 6 G). Ein
vollig anderes Verteilungsmuster lag vor, wenn
dic Lo-kalisation von Galectin-1 mit ent-
sprechcnden  Antikérpern aufgezeiglt wurde.
Von den Ab-schnitten dcs Nephrons waren
Glomeruli reaktiv, wihrend in den tubuliren
Abschnitten cinschlieBlich des Verbindungs-
stiickes und der Sammelrohrchen Galectin-1
nicht exprimicrt wird. Zwischen den tubulédren
Nephronsegmenten ist einc schwache Firbung
des Interstiti-ums zu erkenncn.

Abb. 4 B: Lokabisation von Galectin-3 1im Thymus
cines Rinderfetus mit ciner SSL von 16.0 cm (ca. 90 Tage
p.c.). Der Ausschnitt zeigt die Verteilung von Reuktiven
Makrophagen in Cortex und Medulla.  Batken 50 pm. -
120x.
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Abb. 4 C: Bindung von biotinyliertem Galecun-1 an
Makrophagen cines Kilberthymus, dic aus cinem Blut-
ectiily in das Thymusgewebe cinwandern. Batken 20 um. —

S45x.

um. — 340x.
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Abb. 4 D: Bindung von Biotn-markiertem Galectn
3 an die Zona pellucida (W) das Ooplasma (O) Balken 20

Abb. 4 E: Bindung von biotinylicrtem Bioun-
markiertem Gulectin-3 an die Zona pellucida (), das Oo-
plasma (O) Balken 20 pm. — 340x.
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Abb. 5 A: Lokalisation von
Galectin-3 im Kolonepithel cines
Rinderfetus mit ciner SSI. von
7.0 cm. Balken 20pm. -340x.

Abb. 4 F :

Bindung von biotinyliertem Viscum
album agglutinin in der Spermigenese cines adulten

Rindes Akrosomphase. Balken 20 pm. - 260x.
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Abb. 5 B: Ausschnitt aus
der Dickdarmschleimhaut cines
Rinderfetus mit einer SSL von 16
cm mit Antikorpern gegen Ga-
lectin-1. Balken 50um.-135x

Abb. 5 C: Ausschnitt aus
der Dickdarmschleimhaut eines
Rinderfetus mit ciner SSL. von
30.5 ¢cm mit Anukdrpern gegen
Galectin-1. Balken 20pum.-270x
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Abb. 5 D: Bovines Gu-
lecin-3 1im Zottencpithel  des
adulten Duodenums. Die Kerne
sind fret von Antigen. Balken

2uimn.-340x

Abb. 6 A: Lokalisation von
Galectin-1 in der Trachea eines
Fetus mit ciner SSL von 16 cm.
Muskualatur(M»),  Epithelzelien

(I) Balken 20pm. -340x
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Abb. 5 E: Lokalisation von
Galectin-3 in den Glandulea in-
testinales des Kolons des adulten
Rindes. Bovines Galectin-3 im
Zottenepithel des  adulten Du-
odenums. Balken 50um.-135x

Abb. 6 B: Lokalisation von
Galectin-3 im Epithel der Tra-
chea (™) und im Stiitzknorpel
eines Fetus mit ciner SSL von 16

cm. Balken 20um. =220x

Abb. 5 F: lmmunhistoche-
mische Lokalisation von  Ga-
lectin-l im  Epithel des Du-
odenums cines adulten Ticres.

Balken 20um.-340x

Abb. 6 C: Lokalisation von
Galecuin-3 im Epithel der Tra-
chca (») und cines adulien
Tieres Balken 20pm. -340x
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Abb. 6 D Lungenblischen ciner adulien Lunge. Al-
scobirwand sitzenden Makrophagenm () werden deut-
lich von Anti-Galectin-3 Antikoérpern markiert. Balken

201m. - 340 x
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Abb. 6 F: Querschnitt ciner Bronschialsprosse wim-
ceben von emer Ansammlung von Mesenschymzcllen, die
mit Ant-Galeetin-1 Antikdrpern reagieren. SSL 7.0 cm.

Balken 20pum. =340 x.

Diskussion

In der vorliegen-den Untersuchung wurde
sum ersten Mal der Nachweis crbracht, dall
auch in der Fetalent-wicklung des Rindes eine
hovine Form des Galectin-3 auftritt und haupt-
siichlich in Epithelzel-len vorhanden ist. Das
zweile in dicse Arbeit einbezogene Galectin,
namlich Galectin-1, wurde urspriinglich aus
Rinderherz isoliert, bevor es auch in anderen
Spezics nachgewiesen werden konnte. Trotz
weitgehend  crfolgter  Strukturbeschreibung
waren bisher keine Informationen vorhanden,
in welchen Geweben und Zelltypen Galectin-1
in der bovinen Fetalentwicklung enthalten ist.
Dic Ergebnisse zeigen, dal Galectin-1 relativ
ubiquitdr in mesenchymalen Zcllen, im Bin-
degewebe und in der extrazelluld-ren Matrix
aultritt. Vorzugsweise findet sich Galectin-1
jedoch in den Muskelzellen der glatten Mu-
skulatur, wo ¢s intra- und extrazelluldr vertreten
ist. So wird beispielsweise dic 7. media von

K. SEYREK

Abb. 6 E: Zytoplasmatische Lokahisation von Ga-
lectin-3 in Epithelzcllen ciner Bronchiole der adulien

Lunge. Batken 10pm. =340x
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Abb. 6 G: Lokalisation von Galecun-3 v der Nicre
eines Rinderfetus mit einer SSL von 30.5 ¢m (G) Glo-

merulus. Balken 20pm.~340 x.

BlutgefiBen des artericllen Typs durch Anu-
Galectin-1 Antikorper markiert. Besonders au-
genfillig wird dies in der vorlicgenden Unter-
suchung, wenn man die Expression von Ga-
lectin-1 im cpithelialen Retikulum des Thymus
betrachtet. Wechselwir-kungen zwischen  re-
tikuldren Epithelzellen des Thymus und sich
entwickelnden Thymozyten stellen wichtige Sc-
lektionsschrittec  in der  Reifung  im-
munkompetenter T- Lymphozyten dar.

Im Vergleich mit Galectin-1 zeigle Ga-
lectin-3 ein besonders spczifisches Expres-
sionsmuster im sich differenzierenden  Ge-
weben des Rinderfetus. So markieren  Anu-
Galcctin-3 Antikorper in allen Gewebhen Ma-
krophagen, excmplarisch dargestellt bet der Be-
schreibung der histochemi-sche Befunde am
Thymusgewebe. Dic Expression des bovinen
Galectin-3 wird in den untersuchten Organcn
Lungc, Duodenum und Kolon cntwicklungs-
abhingig rcguliert. Dabei dcutete sich bereits
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nach ca. 60 Entwick-lungstagen eine starke Ex-
pression 1n der Mukosa des Duodenums und
Kolons an. Ein derartiger Befund konnte bei
der Untersuchung des Miéuseembryos nicht be-
stiligt wer-den (5). Diese Diskrepanz ist ver-
mutlich auf’  Speziesunterschiede oder unter-
schiedliche zeitlichc Modulierung der Expres-
sion zurtickzufiihren.

Im Gegensatz zu biochemischen Experi-
menten, in denen durch die Gewcebezerstorung
(homogenisieren) cine Trennung endogener
Lectine von thren Glykoliganden erfolgt, licgen
in situ, durch den Fixie-rungsprozefl bedingt,
mogliche glykosylierte Liganden durch ihre
endogenen Lectine "maskiert” vor. Frei vor-
liegende Glykostrukturen, die an das pflanz-
liche Lectin (VAA) mit no-minell gleicher Spe-
s{itit als die Galektine binden, werden den-
noch nicht  sclbstverstindlich  durch  bio-
tinyhierte Galectine erkannt. Dies konnte in der
vorlicgenden Untersuchung besondcrs an Sper-
micn und Spermatiden im Hoden gezeigt
werden. Aus derartigen Ergebnissen 4Bt sich
schluBfolgern, daB biochemische in vitro er-
miltelte Spezifitatsunterschiede auch in situ am
Ge-webeschnitt zum Ausdruck kommen.
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