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1. Einleitung  

1.1 Ras-Proteine  
Die Ras-Superfamilie umfasst mehr als 150 kleine GTP-bindende Proteine, die in 

sechs Unterfamilien kategorisiert werden: Ras, Rho, Arf, Rab, Ran und Rad [1]. Die 

drei ubiquitär exprimierten Ras-Gene (K-Ras, H-Ras und N-Ras) codieren für die Ras-

Proteine H-Ras, N-Ras und für die zwei Spleißvarianten K-Ras4A und K-Ras4B. Ras-

Proteine können sich in einem aktiven GTP-gebundenen Zustand und in einem inakti-

ven GDP-gebundenen Zustand befinden. Extrazelluläre Stimuli aktivieren Rezeptoren, 

wie zum Beispiel Rezeptortyrosinkinasen (RTK) oder G-Protein-gekoppelte-Rezepto-

ren (GPCR), welche daraufhin verschiedene Proteine aktivieren, die zu den sogenann-

ten Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEF) gehören und für den Austausch von 

gebundenem GDP zu GTP verantwortlich sind [2]. Das aktive GTP-gebundene Ras-

Protein vermittelt an der Plasmamembran eine Aktivierung von downstream-Proteinen 

verschiedenster Signalwege, die unter anderem Prozesse wie Proliferation, Migration, 

Differenzierung, Überleben und Transformation beeinflussen [3, 4]. GTPase-aktivie-

rende-Proteine (GAPs) sorgen im Anschluss für die Stimulation der intrinsischen 

GTPase-Aktivität von Ras, was letztlich zur Hydrolyse des GTP und somit zum inakti-

ven GDP-gebundenen Zustand von Ras führt [5]. Die intrinsische GTPase Aktivität von 

Ras liegt in vielen bekannten Ras-Mutanten (Mutationen im Codon 12, 13 oder 61) 

stark reduziert vor, sodass Ras nicht mehr in den inaktiven GDP-gebundenen Zustand 

übergehen kann. Diese Punktmutationen von Ras finden sich in vielen humanen 

Krebsarten, unter anderem im Pankreaskarzinom. Dort liegt die G12V-Mutation von 

K-Ras mit einer Abundanz von 90 % vor [6]. Dies bedeutet, dass ein Großteil der Ras-

Proteine im GTP-gebundenen Zustand an der Plasmamembran verbleibt und dort un-

kontrolliert downstream-Proteine verschiedenster Signalwege aktiviert. Diese Tatsa-

che begünstigt in manchen Zellarten die oben genannten Prozesse, wie zum Beispiel 

Proliferation, Migration, Differenzierung, Überleben und Transformation [3, 4]. Es sei 

erwähnt, dass soweit nicht anders gekennzeichnet im Folgenden die Bezeichnung 

K-Ras mit der Isoform K-Ras4B gleichgesetzt wurde. 

 

1.1.1 Struktur von  Ras-Proteine n 

Die vier Ras-Proteine H-Ras, N-Ras, K-Ras4A und K-Ras4B besitzen eine Länge von 

188 bzw. 189 Aminosäuren (Abb. 1.1). Die ersten 85 Aminosäuren der einzelnen Ras-
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Abb. 1.1: Struktur  von Ras -Proteinen . Ras-Proteine bestehen aus einer hochkonservierten G-Do-
mäne und einer hypervariablen Region (HVR) am C-Terminus, welche eine Aminosäuren-Sequenzho-
mologie von nur 8 % aufweist. Die HVR zeichnet sich durch eine polybasische und eine farnesylierte 
Domäne aus. Für letztere ist das CAAX-Motiv, bestehend aus den letzten vier Aminosäuren eines jeden 
Ras-Proteins, essentiell. Innerhalb der G-Domäne finden sich zwei Switch-Regionen, die durch ihre 
Flexibilität nach Interaktion mit GEFs für einen Austausch von GDP zu GTP sorgt, sodass Ras im akti-
ven Zustand vorliegt. Durch häufig auftretende Mutationen, wie zum Beispiel der G12V Mutation, ist ein 
Übergang von einem aktiven, GTP-gebundenen Zustand in einen inaktiven, GDP-gebundenen Zustand 
nicht mehr möglich, da die Öffnung der Switch-I-Region beeinträchtig ist (verändert nach [8]).  

 

1.1.2 Posttranslationale Modifikation von Ras -Proteinen  

Nach Genexpression und Translation der Ras-Proteine werden diese in mehreren 

Schritten posttranslational modifiziert. Der C-Terminus der Ras-Proteine endet mit ei-

nem CAAX-Motiv, wobei C die Aminosäure Cystein, A eine aliphatische Aminosäure 

und X eine beliebige Aminosäure darstellt. Abhängig von der letzten Aminosäure des 

CAAX-Motivs findet entweder eine Bindung der cytosolischen Farnesyltransferase 

(FTase, bei X=S oder M) oder eine Bindung der Geranylgeranyltransferase 1 

(GGTase, bei X=L) statt. Eine 15-Kohlenstoff Farnesyl- bzw. eine 20-Kohlenstoff Ge-

ranylgeranylgruppe wird über eine Thioether-Bindung an das Cystein des CAAX-Mo-

tivs angehängt [12]. Studien, die einen Farnesyltransferase-Inhibitor einsetzten, haben 

belegt, dass Ras-Proteine, die in einem Serin oder einem Methionin terminieren und 

K-Ras4B HKEKMSKDGKKKKKKSKTKCVIM

H-Ras HKLRKLNPPDESGPGCMSCKCVLS

N-Ras YRMKKLNSSDDGTQGCMGLPCVVM

K-Ras4A YRLKKISKEEKTPGCVKIKKCIIM

Hypervariable Region

Polybasische Domäne

Farnesylierte Domäne

188

189

189

175

176

176

189

176

G Domäne HVR

Switch I
(30-40)

Switch II
(60-76)

188/1891

G12 Mutation G13 Mutation Q61 Mutation

100 % 90 %

85

8 %

165

Sequenzhomologie
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zur Apoptose führen [46]. Dies zeigt, dass die beiden Ras-vermittelten Signaltransduk-

tionskaskaden Ras/Raf/MEK/ERK und PI3K/Akt ein enges Netzwerk ausbilden, wel-

ches weitreichend ineinander verzweigt vorliegt und von der Aktivität von Ras gesteu-

ert werden kann.  

 

1.1.5 Ras-Signaling  an Endomembranen  

Neben der Ras-vermittelten Signaltransduktionskaskade an der Plasmamembran, 

welche über extrazelluläre Stimuli und entsprechende Rezeptoren aktiviert wird, wurde 

die Ras-vermittelte Signaltransduktionskaskade auch ausgehend von Kompartimen-

ten des Endomembran-Systems nachgewiesen, die im Folgenden beschrieben wird.  

Als Endomembran-System werden membranäre Strukturen bezeichnet, die am intra-

zellulären Transport von Proteinen beteiligt sind. Zu diesen gehören das ER, der Golgi, 

Vesikel, die Plasmamembran und die nukleäre Membran. Die einzelnen Komparti-

mente sind hierbei als dynamische Einheiten zu verstehen, die Membranabschnitte in 

vesikuläre oder tubuläre Strukturen abschnüren und auch wieder aufnehmen können. 

Hierbei transportieren die vesikulären oder tubulären Strukturen eine Vielzahl von Pro-

teinen unter anderem auch Proteine der Rab-GTPasen, welche als wichtige Regula-

toren für die spezifische raum-zeitliche Regulation des vesikulären Transportes gelten. 

In Abhängigkeit davon, welche Rab-Proteine auf den vesikulären oder tubulären Struk-

turen vorhanden sind, entscheidet sich, welche Lokalisation die endosomale Struktur 

besitzt. So finden sich an Membranen der Early-Endosomen unter anderem Rab5-

Proteine, an Late-Endosome Rab7-Proteine und an Recycling-Endosomen Rab11-

Proteine. Die Abschnürung der Endosome wird über Rab-Proteine initiiert und wird 

über Coating-Proteine, wie z.B. Clathrin realisiert. Im Zytoplasma findet das Uncoating 

der Clathrin-Coated-Vesikel und der weitere Lebenszyklus als Early-Endosome statt. 

Im Stadium des Early-Endosoms entscheidet sich, ob dieses in das Stadium des Late-

Endosoms oder des Recycling-Endosoms übergeht. Dies ist abhängig davon, welche 

Rab-Proteine sich auf den Early-Endosomen befinden. Es ist beschrieben, dass die 

verschiedenen Status der Endosome auch unterschiedliche Lokalisationen innerhalb 

der Zelle aufweisen. Abhängig von dieser Lokalisation entscheidet sich auch, welche 

Signalwege über die endosomalen Strukturen beeinflusst werden können [47].  

An den zwei Kompartimenten ER und Golgi des Endomembran-Systems konnten für 

H-Ras und N-Ras Signaltransduktionen bereits bestätigt und auch gut charakterisiert 
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Galektine werden in nahezu allen Geweben und Zellen exprimiert, unterscheiden sich 

allerdings gewebespezifisch im Muster der Expression. In der hier vorliegenden Arbeit 

wurden Gal-1, -3 und -8 analysiert. In unserer Arbeitsgruppe wurden in neun der ana-

lysierten Pankreaskrebszelllinien nahezu ubiquitär Gal-1, -3 und -8 nachgewiesen, wo-

bei die Stärke der Expression schwankte. Lediglich PaTu8988s wies keine Gal-1 Ex-

pression auf. In den 11 analysierten Lungenkarzinomzelllinien zeigte sich hingegen ein 

sehr heterogenes Expressionsmuster, in dem keinerlei Korrelationen festzustellen sind 

(Tab. 1) [67, 68].  

Überexpressionen bzw. eine verringerte Expression diverser Galektine wird mit malig-

nen Tumoren in Verbindung gebracht, sodass Galektine in der aktuellen Forschung 

einerseits als prognostische Marker, andererseits als Ziele für diverse Therapiean-

sätze genutzt werden [62, 63, 69].  

 
Tab. 1: Übersicht der Expression von Galektin -1, -3 und -8 in Pankreas - und Lungenkarzinom-
zelllinien  (Daten basieren auf [67, 68]; publiziert in: [70]) 

Pankreaskarzinomzelllinien  Lungenkarzinomzelllinien  

Zelllinie Gal-1 Gal-3 Gal-8 Zelllinie Gal-1 Gal-3 Gal-8 

PANC-1 + + + HTB-55 + + + 

AsPC-1 + + + H-2122 - + + 

MiaPaCa-2 + + + H-23 + - + 

BxPC-3 + + + A427 + - + 

Capan-1 + + + Colo699 + + + 

Capan-2 + + + H1688 - - + 

PaTu8902 + + + SCLC-21H + + + 

PaTu8988t + + + HCC44 + + + 

PaTu8988s - + + A549 + - + 

    H358 + + + 

    H1299 + + - 

 

1.2.1 Galektin -8 

Galektin-8 (Gal-8) gehört zu den tandem-repeat Galektinen und verfügt über eine N-

terminale, sowie eine C-terminale CRD (N-CRD und C-CRD), welche über eine hinge-

Region miteinander verbunden vorliegen (Abb. 1.3) [71]. Identifiziert wurde das 
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NDP52 eingeleitet. NDP52 ist ein Effektor-Protein der Galektin-8-vermittelten Erken-

nung von Membran-Beschädigungen der Zelle, welche durch ein Eindringen von in-

fektiösen Pathogenen verursacht wird, sodass im Folgenden die Proliferation des in-

fektiösen Pathogens durch NDP52 verhindert wird [76]. Auf Grundlage dessen wird 

angenommen, dass Gal-8 intrazellulär ein versatiler Rezeptor für Vesikel-schädigen-

den Pathogene ist [75, 76].  

In unserer Arbeitsgruppe konnte Monika Unger erstmalig Gal-8 als bisher unbekannten 

Isoform-spezifischen Ras-Interaktionspartner identifizieren [77]. Die Arbeit von 

Andreea Porr konnte die Interaktion zwischen beiden Proteinen reproduzieren und 

zeigten weiterhin, dass Gal-8 sowohl in der zytosolischen als auch in der membranä-

ren Fraktion nach einer Präparation von partikulären und löslichen Proteinen vorliegt 

[68]. Sarah-Jane Barnard wies in ihrer Arbeit nach, dass Gal-8 mit Ras unabhängig 

von dessen Aktivierungszustand interagiert. Darüber hinaus konnte sie zeigen, dass 

ein Fehlen der posttranslationalen Farnesylierung von Ras dazu führt, dass Gal-8 nicht 

mehr im Komplex mit K-Ras ko-präzipitiert werden konnte. Aus dieser Erkenntnis re-

sultierten in silico Analysen, die hydrophobe Bindungstaschen für die Farnesylgruppe 

des K-Ras identifizierten [67]. Auf Ebene der Ras-abhängigen Signaltransduktions-

wege Raf/MEK/ERK und PI3K-Akt konnte Frau Barnard zeigen, dass eine Inhibition 

der Expression von Gal-8 über spezifische siRNA zu einer gesteigerten Phosphorylie-

rung von Akt2 und ERK1/2 führt. Weiterhin liegt nach einem knockdown von Gal-8 

auch die Migration von PANC-1-Zellen reduziert vor. Diese Ergebnisse zeigen, dass 

Gal-8 eine wichtige Rolle für intrazelluläre Signaltransduktionskaskaden besitzt, die 

vermutlich aus der Interaktion mit K-Ras resultiert und sich in einer erhöhten Phospho-

rylierung von Akt2 und ERK1/2 äußert sowie physiologische Prozesse, wie zum Bei-

spiel die Migration, beeinflusst.  

 

1.2.2 Galektin -1 und Galektin -3 

Im Gegensatz zu Gal-8 sind die Funktionen von Gal-1 und Gal-3 bereits recht gut cha-

rakterisiert. Gal-3 konnte im Zytoplasma, im Nukleus, an endosomalen Kompartimen-

ten, in Mitochondrien und an der Plasmamembran lokalisiert werden, während Gal-1 

bislang nur im Zytoplasma, an der Plasmamembran und im Nukleus identifiziert wurde. 

Beide Galektine wurden als Modulatoren diverser Prozesse, wie zum Beispiel der Zel-

ladhäsion, Migration, Zelltransformation, Apoptose, Angiogenese, Tumorwachstum, 

Invasion und Metastasierung charakterisiert [62, 63, 78].  
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1.3 Zielsetzung dieser Arbeit  
In unserer Arbeitsgruppe wurde Gal-8 als Interaktionspartner von K-Ras identifiziert, 

sowie grundlegende Studien zur Charakterisierung der Spezifität der Interaktion durch-

geführt. 

Die Aufklärung der Interaktionsdomäne beider Proteine ist bereits von Frau Dr. Sarah-

Jane Barnard begonnen worden und wurde nun in der hier vorliegenden Arbeit weiter 

fortgesetzt [67]. Gal-8 gehört zu den tandem-repeat Galektinen und besitzt eine N-

terminale und eine C-terminale CRD. Durch vergleichende Strukturanalysen der CRDs 

von Gal-1, Gal-3 und Gal-8 konnten Ähnlichkeiten in der räumlichen Orientierung der 

Aminosäuren identifiziert werden, welche für die Ausbildung einer hydrophoben Bin-

dungstasche notwendig sind (Kooperation: Prof. Dr. Katja Becker; Strukturmodelling: 

Dr. Karin Fritz-Wolf).  

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Interaktionsdomäne zwischen Gal-8 und 

K-Ras spezifisch zu charakterisieren. Durch einen schrittweisen Austausch von posi-

tiv-geladenen Aminosäuren unmittelbar angrenzend am posttranslational modifizierten 

Cystein über in vitro Mutagenese wurden Ras-Mutanten erzeugt, die über in vitro-In-

teraktionsassays auf die Fähigkeit zur Interaktion mit Gal-8 geprüft wurden. Weiterhin 

wurden Gal-8-Mutanten erzeugt, die ebenfalls in in vitro-Interaktionsassays eingesetzt 

wurden.  

Versuche von Monika Unger und Sarah-Jane Barnard zeigen, dass Gal-8 einen Ein-

fluss auf Ras-vermittelte Signaltransduktionskaskaden, wie den Ras/Raf/MEK/ERK- 

sowie den PI3K/Akt-Signalwegs besitzt. Daher wurde über eine spezifische siRNA-

vermittelte Inhibition von Gal-8 in einer humanen Adenokarzinomzelllinie des exokri-

nen Pankreas (PANC-1) sowie in einer epitheloiden Adenokarzinomzelllinie der Lunge 

(Colo699) analysiert, welchen Effekt ein knockdown von Gal-8 auf die Phosphorylie-

rung von wichtigen Signaltransduktionsproteinen der beiden genannten Signalwege 

sowie auf physiologische Prozesse, wie Migration und Proliferation hat. 

Da eine Ko-Präzipitation von K-Ras und Gal-8 in Arbeiten unserer Gruppe bereits ge-

zeigt wurden und auch eine Ko-Lokalisation nach Präparation von partikulären und 

löslichen Proteinen nachgewiesen wurde, wurde im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe der 

Immunfluoreszenz-Methode die Lokalisation von Gal-8 und K-Ras in PANC-1-Zellen 

charakterisiert.  
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2. Material und Methoden  

2.1 Material  

2.1.1 Chemikalien  
Tab. 2: Verwendete  Chemikalien.   

Produkt  Hersteller  
2 % Bisacrylamid (Rotiphorese® Gel B) Roth, Karlsruhe 
30 % Acrylamid (Rotiphorese® Gel A) Roth, Karlsruhe 
BCA Protein Assay Reagent A (Pierce) Thermo Fisher Scientific, Langenselbold 
Bovine Serum Albumin, Fraction V (BSA) Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund  
Fetal Bovine Serum (FBS) Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund 
LB Agar Kapseln Q-Biogene, Heidelberg 
Membrane Blocking Agent GE Healthcare, Frankfurt am Main 
Milchpulver Roth, Karlsruhe 
SuperSignal® West Pico Chemilumines-
cent Substrate 

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold 

 

Alle verwendeten und hier nicht aufgeführten Chemikalien wurden in analysenreiner 

Qualität von den Firmen Applichem (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich 

(Taufkirchen), Serva (Heidelberg) oder Merck Millipore (Darmstadt) bezogen. 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterial  
Tab. 3: Verwendete Verbrauchsmaterialien.   

Produkt  Hersteller  Bestellnummer  
Amersham Protran  
0.45 µm Nitrocellulose 

GE Healthcare,  
Frankfurt am Main 

#106000002 

Deckgläser  
(Ø 15 mm und 20 x 20 mm) 

Menzel Gläser, Braun-
schweig 

#9.161 061 
#9.161 020 

Microlance 20G Nr.1 Becton Dickinson, Frankfurt 
am Main 

#301300 

Microlance 25G Nr.18 Becton Dickinson, Frankfurt 
am Main 

#300400 

Millex-GS Sterilfilter  
(0.22 µm) 

Merck Millipore, Darmstadt #SLGS033SB 

Objektträger (76 x 26 mm) Brand GmbH, Wertheim #4747 02 
PCR Tubes (0.2 ml) Biozym,  

Hessisch-Oldendorf 
#711000 

TC-Platten für Migrations- 
und Proliferationsassays 
assays (6-well und 12 well) 

Greiner Bio-One,  
Frickenhausen 

#657160 
#665180 

Whatman® Chromatog-
raphy Paper 

GE Healthcare, Frankfurt 
am Main 

#3030-931 
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Produkt  Hersteller  Bestellnummer  
Zellkulturschalen 
(6-well,12-well, 60 mm und 
10 cm) 

Sarstedt, Nürnbrecht #83.3920.005,  
#83.3921, #83.3901 
#83.3902 

 

Alle hier nicht aufgeführten Materialien wurden in Standard-Qualität vom aktuellen Lie-

feranten bezogen. 

2.1.3 Reagenzien , Marker, Enzyme und molekularbiologische Kits  
Tab. 4: Verwendete Reagenzien, Marker, Enzyme und molekularbiologische Kits.  

Komponente  Hersteller  Bestellnummer  
1 kb DNA ladder New England Biolabs, 

Frankfurt am Main 
#N3232L 

100 bp DNA ladder New England Biolabs, 
Frankfurt am Main 

#N3231L 

Alkaline Phosphatase,  
Calf Intestinal (CIP) 

New England Biolabs, 
Frankfurt am Main 

#M0290S 

CloneJET PCR Cloning Kit Thermo Fisher Scientific, 
Langenselbold 

#K1231 

Deoxyribonucleotides 
(dNTPs) 

Sigma-Aldrich, Taufkir-
chen 

#D7295 

DNA-midiTM GT Plasmid 
DNA Extraction Kit (Gravity) 

iNtRON Biotechnology, 
Seongnam, KOR 

#17254 

DNA-spinTM Plasmid DNA  
Purification Kit 

iNtRON Biotechnology, 
Seongnam, KOR 

#17096 

NucleoBond® Finalizer Macherey-Nagel, Düren #740519.20 
NucleoSpin® Gel and PCR 
Clean-Up Kit 

Macherey-Nagel, Düren #740609.50 

PageRulerTM Prestained  
Protein Ladder 

Thermo Fisher Scientific, 
Langenselbold 

#26616 

ProEasy Baculovirus DNA LuBioScience, Zürich #A10S 
ProGreen Baculovirus DNA LuBioScience, Zürich #A1 
Q5 Hot Start High-Fidelity 
Polymerase 

New England Biolabs, 
Frankfurt am Main 

#M0493S 

QuikChange II XL Site- 
Directed Mutagenesis Kit 

Agilent Technologies, 
Frankfurt am Main 

#200521 

Restriktionsenzyme und 
Puffer 

New England Biolabs, 
Frankfurt am Main 

diverse 

RNeasy Plus Mini Kit Qiagen, Hilden #74136 
T4 DNA Ligase und Puffer New England Biolabs, 

Frankfurt am Main 
#M0202 

ZeroBluntTM PCR Cloning 
Kit 

Thermo Fisher Scientific, 
Langenselbold 

#K270020 
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2.1.6 Plasmide  

Plasmidkarten der wichtigsten hier aufgeführten Plasmide finden sich im Anhang (Kap. 

8.1). 
Tab. 7: Verwendete Plasmide.  Kommerziell erworbene, sowie in früheren Arbeiten erzeugte Plasmide 
sind entsprechend markiert.  

Plasmid  Erzeugt von  / Hersteller  /  
aus dem Labor von  

pCGN/HA-C-CRD Meinohl (2015), [90] 
pCGN/HA-C-CRD-hinge im Rahmen dieser Arbeit  
pCGN/HA-N-CRD Meinohl (2015), [90] 
pCGN/HA-N-CRD-hinge im Rahmen dieser Arbeit 
pEGFP-C1/Cdc42 Prof. Dr. Klaudia Giehl 
pEGFP-C1/Rac1  Prof. Dr. Klaudia Giehl 
pEGFP-C1/Rac1b  Prof. Dr. Klaudia Giehl 
pEGFP-C1/RhoC Prof. Dr. Klaudia Giehl 
pEGFP-C2/RhoA Prof. Dr. Klaudia Giehl 
pEGFP-C3 Clonetech, Saint-Germain-en-Laye, 

FRA 
pEGFP-C3/HA-K-Ras wt Prof. Dr. Klaudia Giehl 
pEGFP-C3/HA-H-Ras(G12V) Prof. Dr. Klaudia Giehl 
pEGFP-C3/HA-H-Ras(G12V,K185P) im Rahmen dieser Arbeit 
pEGFP-C3/HA-H-Ras(G12V,S183K) im Rahmen dieser Arbeit 
pEGFP-C3/K-Ras(G12V) Prof. Dr. Klaudia Giehl 
pEGFP-C3/K-Ras(G12V,C185S) Prof. Dr. Klaudia Giehl 
pEGFP-C3/K-Ras(G12V,K182S) im Rahmen dieser Arbeit 
pEGFP-C3/ 
K-Ras(G12V,K182S,K184P) 

im Rahmen dieser Arbeit 

pEGFP-C3/K-Ras(G12V,K184P) im Rahmen dieser Arbeit 
pEGFP-C3/ 
K-Ras(G12V,KKKKKK175-180DGTQGC) 

im Rahmen dieser Arbeit 

pEGFP-C3/K-Ras(G12V,KKKKKK175-
180DGTQGC,K182S,K184P) 

im Rahmen dieser Arbeit 

pEGFP-C3/ 
K-Ras(G12V,KKKKKK175-180ESGPGC) 

im Rahmen dieser Arbeit 

pEGFP-C3/K-Ras(G12V,KKKKKK175-
180ESGPGC,K182S,K184P) 

im Rahmen dieser Arbeit 

pEGFP-C3/K-Ras(S17N) Prof. Dr. Klaudia Giehl 
pEGFP-C3/HA-N-Ras(G12V) Prof. Dr. Klaudia Giehl 
pEGFP-C3/ 
HA-N-Ras(G12V,G183K,P185K) 

im Rahmen dieser Arbeit 

pEGFP-C3/HA-N-Ras(G12V,P185K) im Rahmen dieser Arbeit 
pET15b/EGFP-K-Ras(G12V) im Rahmen dieser Arbeit 
pSNAPf/Galectin-8 long  Prof. Dr. Klaudia Giehl 
pVL1393/HA-Galectin-8 long  Prof. Dr. Klaudia Giehl 
pVL1393/His-Galectin-8 long im Rahmen dieser Arbeit 
pVL1393/His-K-Ras(G12V) im Rahmen dieser Arbeit 
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Antikörper  Verdünnung  Spezies  Hersteller  Bestellnummer  
Caveolin 1:2000 in (1) rabbit Becton Di-

ckinson 
#610059 

Galectin-1 1:500 in (1) goat R&D Systems  #AF1152 
Galectin-3 1:2000 in (1) goat R&D Systems #AF1154 
Galectin-8 1:50IF mouse R&D Systems #MAB1305 
Galectin-8 1:500 in (1) mouse Santa Cruz 

Biotechno-
logy 

#sc-377133 

GAPDH 1:5000 in (1) rabbit Rockland Im-
munochemi-
cals Inc. 

#600-401-A33 

GAPDH (6C5) 1:5000 in (1) mouse  OriGene 
Technologies 
GmbH 

#ACR001PS 

GFP (7.1/13.1) 1:1000 in (1) mouse Roche #118144600001 
GFP (FL) 1:500 in (1) rabbit Santa Cruz 

Biotechno-
logy 

#sc-8334 

GFP-HRP 1:3000 in (1) mouse Miltenyi Bio-
tec 

#130-091-833 

HA (C29F4) 1:3000 in (1) mouse Cell Signaling 
Technology 

#3724 

HA-HRP 1:3000 in (1) mouse Miltenyi Bio-
tec 

#130-091-972 

His 1:1000 in (2) rabbit Proteintech #10001-0-AP 
H-Ras 1:1000 in (1) mouse Merck #OP25 
K-Ras(F234) 1:500 in (3) mouse Santa Cruz 

Biotechno-
logy 

#sc-30 

K-Ras2B 1:500 in (2) rabbit Proteintech #16155-1-AP 
K-Ras2B 1:50IF rabbit Proteintech #16155-1-AP 
N-Ras 1:1000 in (1) mouse Merck #MAB3291 
p44/42 MAPK 
(ERK1/2) 
(L34F12) 

1:1000 in (3) mouse Cell Signaling 
Technology 

#4696 

pAKT (Ser473) 1:1000 in (3) rabbit Cell Signaling 
Technology 

#9271 

panAKT (40D4) 1:1000 in (3) mouse Cell Signaling 
Technology 

#2920 

panRas 1:1000 in (2) rabbit Proteintech #12063-1-AP 
panRas(Ab-3) 1:500 in (1) mouse Merck #OP40 
phospho-
p44/42 MAPK 
XP® (ERK1/2) 
(Thr202/Tyr204) 

1:1000 in (3) rabbit Cell Signaling 
Technology 

#4370 

Rab11 (D4F5) 
XP® 

1:100IF rabbit Cell Signaling 
Technology 

#5589 

Rab5 (C8B1) 1:100IF rabbit Cell Signaling 
Technology 

#3547 
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2.1.11 Rekombinante Proteine  
Tab. 16: Verwendete rekombinante und kommerziell erworbene Proteine.  

Rekombinantes Protein  Hersteller  Bestellnummer  
Humanes Galektin-1 R&D Systems #1152-GA-050 
Humanes Galektin-1 CF R&D Systems #1152-GA-050/CF 
Humanes Galektin-3 R&D Systems #1154-GA-050 
Humanes Galektin-3 CF R&D Systems #1154-GA-050/CF 
Humanes Galektin-8 short R&D Systems #1305-GA-050 
Humanes Galektin-8 short 
CF 

R&D Systems #1305-GA-050/CF 

Humanes K-RasHis (Amino-
säuren 1-163) 

Jena Bioscience #PR-239 
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2.2 Methoden  
Soweit nicht anders erwähnt, wurden alle Lösungen in ddH2O angesetzt. 

2.2.1 Mikrobiologische Methoden  

2.2.1.1 Herstellung von Lysogeny Broth  (LB)-Medium nach Miller  

Lysogeny Broth (LB)-Medium nach Miller wurde unter Verwendung von 25 LB-Medium 

Kapseln (MP-Biomedicals, Eschwege) zu einem Liter ddH2O zugegeben und nach Au-

toklavierung für die Kultivierung von Escherichia coli (E. coli) verwendet.   

Lysogeny Broth-Agar Platten wurden unter Verwendung von 40 LB-Agar-Kapseln (Q-

Biogene, Heidelberg) pro einem Liter ddH2O hergestellt, autoklaviert und unter Zugabe 

eines entsprechenden Antibiotikums (Kap. 2.2.1.2) in sterile Petrischalen (10 cm) ge-

gossen.  

LB-Flüssigmedium -Kapseln  

 1 %  Trypton (m/V)   

 0.5 % Hefeextrakt (m/V)   

 1.0 % NaCL (m/V) 

 

  

LB-Agar -Medium  

 1 %  Trypton (m/V)   

 0.5 % Hefeextrakt (m/V)   

 1.0 % NaCl (m/V)   

 1.5 %  Agar (m/V) 

pH 7.5 

  

 

2.2.1.2 Antibiotika versetztes LB -Medium  bzw. LB -Agar -Medium  zur Selektion 

transformierter Bakterien  

Zur Selektion von transformierten Bakterien wurde LB-Medium bzw. LB-Agar-Medium 

mit Antibiotika versetzt. Ampicillin (Roth, Karlsruhe) und Kanamycin (Sigma-Aldrich, 

Taufkirchen) wurden in einer finalen Konzentration von 100 µg/ml bzw. 50 µg/ml ein-

gesetzt.  

 

2.2.1.3 Herstellung kompetenter Escherichia  coli  Bakterien  

Escherichia coli (E. coli) wurden zur Transformation von Plasmiden verwendet und 

werden in unserer Arbeitsgruppe zu chemisch kompetenten Bakterien modifiziert. One 
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Ex-Cell 405 SFMSusp  Medium (H5)  

 10 % (V/V) Poloxamer 188   

 2.5 µg/ml Fungizone® Amphotericin B   

 50 µg/ml Gentamicin 

 

  

2.2.3.2 Bestimmung der Zellzahl unter Verwendung der Neubauer -Zählkam-

mer 

Mittels der Neubauer-Zählkammer kann die Anzahl an Zellen bestimmt werden. Hierzu 

wurden Zellen mit Trypsin-EDTA Lösung von Wachstumsplatten gelöst, in DMEM 

complete resuspendiert und sedimentiert. Die Zellen wurden in DMEM complete re-

suspendiert und 10 µl der Suspension unter das Deckglas der Neubauer-Zählkammer 

transferiert. Mittels Inversmikroskop wurde im Anschluss die Zellzahl pro Zählfeld der 

Neubauer-Zählkammer bestimmt. Diese Anzahl wurde für alle vier Zählfelder be-

stimmt, durch vier geteilt und mit 1 x 104 multipliziert. Die errechnete Zahl entspricht 

der Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension.  

 

2.2.3.3 Transiente Transfektion von HEK293-Zellen  mit PEI  

Zur Transfektion von HEK293 mit Polyethylenimin (PEI) wurden 7 x 106 HEK293-Zel-

len am Vortag der Transfektion ausgesät (10 cm Zellkulturschale). Am folgenden Tag 

wurden 500 µl DMEM pur mit 27.5 µl PEI (1 µg/µl) versetzt und 5 µg des zu transfizie-

renden Plasmides zugegeben. Der Ansatz wurde gut durchmischt und 10 min bei RT 

inkubiert. Das Medium der HEK293-Zellen wurde entfernt und 3 ml DMEM complete 

zugegeben, bevor das Transfektionsgemisch tropfenweise appliziert wurde. Die 

Schale wurde kreuzförmig geschwenkt und für 3 h bei 37 °C, 8 % CO2 und 90 % rel. 

Luftfeuchtigkeit inkubiert. Danach wurden 6 ml DMEM complete zugeben. 24 h nach 

Transfektion erfolge ein Mediumwechsel. 

 

2.2.3.4 siRNA  Transfektion von P ANC-1-Zellen  mit DMRIE -C bzw.  

Lipofectamine 2000  

Zur Transfektion von siRNA in PANC-1-Zellen wurde das Transfektionsreagenz 

DMRIE-C (Thermo Fisher Scientific, Langenselbold) sowie Lipofectamine 2000 

(Thermo Fisher Scientific, Langenselbold) genutzt.  

PANC-1-Zellen wurden mit einer Zellzahl von 8 x 105 (6-well) bzw. 1.4 x 106 (60 mm) 

bzw. 5.5 x 106 (10 cm) am Vortag der Transfektion ausgesät. Zur Transfektion von 
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PANC-1-Zellen mit DMRIE-C bzw. Lipofectamine 2000 wurden die Lösungen A und B 

in OptiMEM hergestellt (Tab. 17 und Tab. 18), 10 min bei RT inkubiert und im An-

schluss Lösung A in B überführt. Nach gründlicher Durchmischung, sowie 10 

(DMRIE-C) bzw. 25-minütiger (Lipofectamine 2000) Inkubation bei RT wurde das 

Transfektionsgemisch zu den Zellen gegeben, deren Medium zuvor auf die in Tab. 17 

sowie Tab. 18 aufgelisteten Volumina reduziert worden ist. Die Schalen wurden kreuz-

förmig geschwenkt und für 6 h bei 37 °C, 8 % CO2 und 90 % rel. Luftfeuchtigkeit inku-

biert. Nach 6 h erfolgte ein Wechsel des Mediums auf DMEM complete.  

 
Tab. 17: Pipettierschema für siRNA Transfektionen in PANC -1 unter Verwendung von DMRIE -C 

Ansatz-

größe 
Lösung A Lösung B 

DMEM complete 

reduziert auf 

siRNA 

Konzentration 

6-well 
100 µl OptiMEM +  

5 µl siRNA (10 µM) 

100 µl OptiMEM + 

10 µl DMRIE-C 
400 µl 80 nM 

  

 

Tab. 18: Pipettierschema für siRNA Transfektionen in PANC -1 unter Verwendung von Lipofecta-
mine 2000.  

Ansatz-

größe 
Lösung A Lösung B DMEM complete  

siRNA  

Konzentration 

6-well 
100 µl OptiMEM +  

5 µl siRNA (10 µM) 

100 µl OptiMEM + 

7.5 µl Lipofectamine 

2000 

1.3 ml 35 nM 

60 mm 

230 µl OptiMEM + 

12 µl siRNA  

(10 µM) 

230 µl OptiMEM + 

20 µl Lipofectamine 

2000 

2 ml 35 nM 

10 cm 

600 µl OptiMEM + 

25 µl siRNA  

(10 µM) 

600 µl OptiMEM + 

40 µl Lipofectamin 2000 
6 ml 35 nM 

 

2.2.3.5 siRNA  Transfektion von Colo699 -Zellen mit DharmaFECT 1  

Zur transienten Transfektion von Colo699-Zellen wurde das Transfektionsreagenz 

DharmaFECT 1 (Horizon Discovery, Cambridge, Großbritannien) verwendet.   

9 x 105 (6-well) bzw. 7 x 106 (10 cm) Colo699-Zellen wurden am Vortag der Transfek-

tion ausplattiert. Zur Transfektion wurden die Lösungen A und B (Tab. 19) angesetzt 

und für 10 min bei RT inkubiert. Beide Lösungen wurden vereint, gemischt und 20 min 

bei RT inkubiert. Das Medium der Zellen wurde auf 1.3 ml bzw. 6 ml reduziert und das 
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Tab. 20: Zusammensetzung des Polyacrylamidtrenn - und Sammelgel s. 

SDS-Gel 

(4 kleine Gele, 8 x 5 cm)  
7.5 % 10 % 12.5 % 13.5 % 15 % 

Sammel-

gel  

30 % (m/V) Acrylamid  10 ml 13 ml 16.25 ml 17 ml 19.5 ml 0.76 ml 

2 % (m/V) Bisacrylamid  4 ml 5 ml 6 ml 6.5 ml 8 ml 0.3 ml 

3 M Tris/HCl pH 8.8  5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml - 

1 M Tris/HCl pH 6.8  - - - - - 0.76 ml 

10 % (m/V) SDS  0.4 ml 0.4 ml 0.4 ml 0.4 ml 0.4 ml 0.06 ml 

60 % (m/V) Saccharose  - - - - - 1.5 ml 

ddH 2O 20.5 ml 16.5 ml 12.25 ml 11 ml 7 ml 2.6 ml 

TEMED 0.04 ml 0.04 ml 0.04 ml 0.04 ml 0.04 ml 0.008 ml 

10 % (m/V) APS 0.25 ml 0.25 ml 0.25 ml 0.25 ml 0.25 ml 0.08 ml 

 

SDS Laufpuffer  (1 x) 

 50 mM Tris/HCl   

 500 mM Glycin   

 0.1 % (m/V) SDS   

SDS Probenpuffer  (5x) 

 200 mM Tris HCl   

 5 mM EDTA   

 1 M Saccharose   

 1 mM DTT   

 2 % (m/V) SDS   

 0.1 % (m/V) Bromphenolblau 

 

 

  

2.2.4.5 Coomassie -Blau Färbung  von SDS -Polyacrylamidgelen  

Für eine Färbung von Proteinen, die in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt vorliegen, 

wurde die Coomassie-Blau Färbung genutzt. Nach erfolgter SDS-PAGE wird das Sam-

melgel vom Trenngel abgetrennt und das Trenngel über Nacht in Coomassie Brilliant 

Blau Lösung eingelegt. Am folgenden Tag wurde die Lösung entfernt und gegen eine 

Entfärbelösung ersetzt. Nach etwa 4 - 6 h wurde das Gel mittels eines handelsüblichen 

Flachbettscanners dokumentiert.  
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Coomassie Brilliant Blau Lösung  

 0.1 % (m/V) Coomassie® Brilliant Blue R-250 (Merck, Darm-

stadt) 

  

 20 % (V/V) Methanol   

 10 % (V/V) Essigsäure   

Entfärbelösung  

 10 % (V/V) Eisessig   

 12.5 % (V/V) Isopropanol   

 

2.2.4.6 Western Blot  

Um aufgetrennte Proteine aus einem Polyacrylamidgel auf eine Nitrocellulosemem-

bran zur Detektion mit spezifischen Antikörpern zu überführen, wurde die Western Blot 

Technik angewandt. Hierzu wurden zwei in Transferpuffer getränkte Whatman-Pa-

piere (0.34 mm) auf zwei Schwammtücher gelegt. Auf das Whatman Papier wurde die 

Amersham Protran Nitrocellulosemembran (0.45 µm, GE Healthcare) gelegt und auf 

diese das Polyacrylamidgel. Es folgten erneut zwei Schichten Whatman-Papier und 

zwei abschließende Lagen Schwammtücher. Dieses sogenannte Sandwich wurde mit 

Orientierung der Nitrocellulosemembran in Richtung der positiven Elektrode in die Blot-

Kammer eingeführt. Das Blotten der Proteine erfolgte bei 70 V für 45 min (endogene 

Ras-Proteine und Proteine < 30 kDa), bei 70 V für 1 h (Proteine zwischen 30 und 70 

kDa) oder bei 20 V für 12 h (Proteine > 70 kDa).  

Im Anschluss wurde die Nitrocellulosemembran in ddH2O von den Resten des Trans-

ferpuffers befreit und in eine Ponceau-Rot Lösung überführt. Die Membran wurde für 

zwei Minuten in MilliQ Wasser gewaschen und die Proteinfärbung mittels eines Flach-

bettscanners protokolliert. Mit Hilfe von TBS (1 x) wurde die Ponceau-Rot Färbung 

entfernt und die Membran wurde in die gewünschte Blockierlösung für eine Stunde bei 

RT überführt.  

Transferpuffer  (1 x) 

 25 mM Tris HCl   

 0.1 % (m/V) SDS   

 1.5 % (m/V) Glycin   

 20 % (V/V) Methanol   
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Ponceau -Rot Lösung  

 0.2 % (m/V) Ponceau S    

 3 % (m/V) Trichloressigsäure   

 

2.2.4.7 Detektion von Proteinen mit  spezifische n primäre n Antikörper n 

Zur Detektion von Proteinen über spezifische primäre Antikörper wurde die in Blockier-

lösung inkubierte Nitrocellulosemembran mit TBS (1 x) gewaschen und über Nacht in 

definierter Antikörperlösung (Tab. 13) bei 4 °C auf einer Wippe inkubiert.  

 

2.2.4.8 Nachweis der primären Antikörper mittels sekundärer Antikörper  

Um primäre Antikörper zu detektieren, wurden sekundäre Antikörper verwendet, die 

gegen die Spezies des primären Antikörpers gerichtet sind. In dieser Arbeit wurden 

zum einen Fluorochrom-gekoppelte sekundäre Antikörper verwendet, die mittels des 

LICOR Odyssey CLx Systems analysiert wurden oder zum anderen HRP-gekoppelte 

sekundäre Antikörper genutzt, die unter Verwendung einer Mischung aus Luminol und 

stabiler Peroxidlösung im Fusion SL4-3500.WL nachgewiesen wurden.  

Die Primärantikörperlösung wurde entfernt und die Nitrocellulosemembran zweimal mit 

TBS-T (1 x) und einmal mit TBS (1 x) für jeweils 5 min gewaschen. Im Anschluss wurde 

die Nitrocellulose mit dem sekundären Antikörper (Tab. 14) für 1 h bei RT inkubiert. 

Danach wurde die Membran erneut zweimal mit TBS-T (1 x) und einmal mit TBS (1 x) 

für jeweils 5 min gewaschen.  

Bei Verwendung von Fluorochrom-gekoppelten sekundären Antikörpern wurde der 

Blot auf die Glasplatte des LICOR Odyssey CLx gelegt und mit automatischen Inten-

sitätseinstellungen der Software ImageStudio Version 5.2.5 gescannt.  

Wurde hingegen ein HRP-gekoppelter Antikörper verwendet, wurden SuperSignal 

West Pico PLUS Luminol/Enhancer und SuperSignal West Pico PLUS Stable Peroxide 

(Thermo Fisher Scientific) in gleichen Teilen gemischt und die Membran für zwei Mi-

nuten in der Lösung inkubiert. Im Anschluss wurde die Lichtemission, die bei Oxidation 

des Luminols durch die Meerrettichperoxidase entsteht unter Verwendung der Licht-

sensitiven Kamera des Fusion SL4-3500.WL nachgewiesen. 

TBS-T (1 x) 

 10 mM Tris HCl, pH 7.4   

 150 mM NaCl   

 1 % (V/V) Tween®-20   
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Zur Präzipitation von EGFP-getaggten- bzw. HA-getaggten-Proteinen wurde das 

µMacs GFP Isolation Kit bzw. das µMacs HA Isolation Kit verwendet. Nicht-getaggte-

Proteine konnten unter Verwendung von µMacs Protein A/G Microbeads und einem 

entsprechenden Antikörper präzipitiert werden. 

Bei allen Ko-Präzipitationen erfolgte die Inkubation aus Proteinlysat, µMacs Microbe-

ads (25 µl pro Ansatz) und ggf. des Antikörpers (2 µg) für 2 h bei 4 °C und end-over-

end Rotation.  

Wurde eine in vitro-Interaktionsstudie durchgeführt, so wurde zunächst das Proteinly-

sat, welches das zu präzipitierende Protein beinhaltet mit den entsprechenden µMacs 

Microbeads für 30 min bei 4 °C end-over-end rotierend inkubiert. Im Anschluss wurden 

2 mg des Proteinlysates, welches den Interaktionspartner des präzipitierten Proteins 

beinhaltet, zu dem Gemisch zugegeben und für weitere 2 h end-over-end rotierend 

inkubiert.  

Für alle Präzipitationsvarianten wurden µColumns (Miltenyi Biotec) mit 200 µl Gold-

Lyse-Puffer equilibriert und das Proteinlysat/Microbeads Gemisch nach Anleitung des 

Herstellers auf die Säule gegeben. Zum Waschen der Säule wurde viermal 200 µl 

Waschpuffer 1 und zweimal 100 µl Waschpuffer 2 zugegeben.  

Zur Elution der präzipitierten Proteine wurde die Säule mit 20 µl Elutionspuffer (95 °C) 

für 5 min inkubiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Weitere 35 µl Elutionspuffer 

(95 °C) wurden zugegeben, der Durchfluss in einem Reaktionsgefäß gesammelt, mit 

8 µl SDS-Probenpuffer versetzt und für 5 min bei 95 °C aufgekocht. Die Analyse des 

Präzipitats erfolgte mit Hilfe der SDS-PAGE und des Western Blots. 

Waschpuffer 1  (1 x) 

 50 mM Tris HCl, pH 8.0   

 150 mM NaCl   

 1 % (V/V) Igepal CA-630 (NP-40)   

 0.5 % (m/V) Natriumdeoxycholat   

 0.1 % (V/V) SDS   

 

Waschpuffer 2  (1 x) 

 20 mM Tris HCl, pH 7.5   
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Elutionspuffer  (1 x) 

 50 mM Tris HCl, pH 6.8   

 50 mM DTT   

 1 % (V/V) SDS   

 1 mM EDTA   

 0.005 % (V/V) Bromphenolblau   

 10 % (V/V) Glyzerin 

 

  

 

2.2.4.11 Aufreinigung von His -getaggten Proteinen unter Verwendung von  

Nickel -NTA Agarose  

H5-Insektenzellen wurden wie in Kap. 2.2.3.10 beschrieben mit Baculovirus-haltigem 

Überstand infiziert, um die beiden Proteine His-K-Ras(G12V) und His-Galectin-8 long 

zu exprimieren. Zur Aufreinigung der His-getaggten Proteine wurde ein Pellet aus 50 

ml H5-Zellsuspension in 1 ml KloogHis-Puffer aufgenommen und mit einer Kanüle 

(25G) homogenisiert. Im Anschluss wurden unlösliche Proteine und Zellbestandteile 

bei 16100 x g für 10 min und 4 °C sedimentiert. Pro Ansatz wurden 200 µl Nickel-NTA 

(Ni-NTA) Agarose Suspension (SERVA, Heidelberg) entnommen, bei 500 x g für 2 min 

sedimentiert und mit 1 ml BindungspufferHis equilibriert. Nach Zentrifugation für 2 min 

bei 500 x g wurde der Überstand des H5-Proteinlysates zugegeben. Die Suspension 

wurde vorsichtig durchmischt und für 60 min end-over-end rotierend bei 4 °C inkubiert. 

Die Agarosematrix wurde viermal mit je 1 ml WaschpufferHis für je 15 min end-over-end 

gewaschen. Imidazol-haltiger ElutionspufferHis wurde für die Elution der Proteine von 

der Agarosematrix verwendet. Hierzu wurde die Agarosematrix dreimal mit Elutions-

pufferHis für je 10 min end-over-end rotierend bei RT inkubiert und im Anschluss für 2 

min bei 500 x g sedimentiert. Im Überstand ist nun das eluierte Protein vorhanden, 

dessen Reinheit nach Auftragen auf ein Polyacrylamidgel mittels Coomassie-Blau Fär-

bung überprüft wurde.  

Kloog His-Puffer  (1 x) 

 50 mM Tris HCl, pH 7.6   

 200 mM NaCl   

 20 mM  MgCl2   

 0.5 % (V/V) Igepal CA-630 (NP-40)   

 1 mM DTT   
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 0.5 mM GDP   

 0.5 % (V/V) Natriumdesoxycholat   

 10 mM Imidazol   

 1 % (V/V) Proteaseinhibitormix   

 

Bindungspuffer His (1 x) 

 50 mM Tris HCl, pH 7.6   

 200 mM NaCl   

 20 mM  MgCl2   

 0.5 % (V/V) Igepal CA-630 (NP-40)   

 1 mM DTT   

 0.5 mM GDP   

 10 mM Imidazol   

 1 % (V/V) Proteaseinhibitormix   

 

Waschpuffer His (1 x) 

 50 mM Tris HCl, pH 7.6   

 200 mM NaCl   

 20 mM  MgCl2   

 0.5 mM GDP   

 20 mM Imidazol   

 1 % (V/V) Proteaseinhibitormix   

 

Elutionspuffer His (1 x) 

 50 mM Tris HCl, pH 7.6   

 200 mM NaCl   

 20 mM  MgCl2   

 0.5 mM GDP   

 250 mM Imidazol   

 1 % (V/V) Proteaseinhibitormix 
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3. Ergebnisse  

3.1 Inter aktionsstudien von  Ras und Gal -8 

3.1.1 Erzeugung von Gal-8-Mutanten  

Gal-8 besteht aus drei strukturellen Domänen, die N- und die C-terminale CRD sowie 

die hinge-Region (Abb. 3.1A). Diese Domänen wurden verwendet, um Gal-8-Mutanten 

zu erzeugen, sodass die Interaktion zwischen Gal-8 und K-Ras charakterisiert werden 

kann. Die HA-getaggten Gal-8-Mutanten HA-N-CRD- und HA-C-CRD wurden bereits 

in vorherigen Arbeiten erzeugt und liegen im pCGN-Vektor kloniert vor [90].  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die cDNA der Gal-8-Mutanten HA-N-CRD-hinge und 

HA-C-CRD-hinge in den pCGN-Vektor, sowie die cDNA von Gal-8 long in den 

pVL1393-Vektor kloniert (Abb. 3.1B). Die erzeugten Plasmide und Sequenzen sind im 

Anhang als Plasmidkarten zu finden (Kap. 8.1.1 - 8.1.3). 

 
 

Abb. 3.1: Struktureller Aufbau von Gal -8 und Übersicht über die verwendeten Gal -8-Mutanten.  
(A) Gal-8 besteht aus einer N-terminalen (N-CRD) und einer C-terminalen CRD (C-CRD), die mit einer 
hinge-Region untereinander verbunden sind (PDB: 3VKL, [71]). (B) Darstellung der im Rahmen der 
Klonierungen in dieser Arbeit erzeugten Gal-8 Mutanten. 
 

3.1.2 Erzeugung von Ras -Mutanten  

Zur Identifikation der Interaktionsdomäne zwischen Ras und Galektin-8 wurden di-

verse EGFP-getaggte Ras-Mutanten im Rahmen dieser Arbeit erzeugt. Diese Plas-

mide wurden für die Transfektion in HEK293-Zellen verwendet, sodass die ektop ex-

primierten Proteine in in vitro-Interaktionsassays eingesetzt werden konnten.  

Die Plasmide pEGFP-C3/K-Ras(G12V), pEGFP-C3/HA-H-Ras(G12V) und pEGFP-

C3/HA-N-Ras(G12V) (Kap. 8.1.4 - 8.1.6) wurden über in vitro-Mutagenese oder mittels 

PCR unter Verwendung spezifischer Primer (Tab. 8 und Tab. 9; Kap. 2.2.2.5 und 

A

B
In dieser Arbeit erzeugt:

pCGN/HA-N-CRD-hinge

pCGN/HA-C-CRD-hinge

pVL1393/His-Galectin-8 long
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2.2.2.6) mutiert, sodass die in Abb. 3.2 gelisteten Plasmide erzeugt wurden. Hierbei 

sei erwähnt, dass für alle Plasmide, die ausgehend von den Plasmiden pEGFP-C3/HA-

H-Ras(G12V) und pEGFP-C3/HA-N-Ras(G12V) erzeugt wurden, im weiteren Verlauf 

dieser Arbeit auf die Angabe des zusätzlich vorhandenen HA-Tags verzichtet wird, um 

eine einheitliche Darstellung von Ergebnissen zu ermöglichen. Die exprimierten Pro-

teine dieser Plasmide resultieren in EGFP-HA-getagten H-Ras sowie N-Ras Mutanten. 

Auch bei der Erwähnung dieser Proteine bzw. bei der Beschriftung dieser Proteine in 

den folgenden Ergebnisabbildung wurde auf die Angabe des zusätzlich vorhandenen 

HA-Tags verzichtet. 

 
Abb. 3.2: Darstellung aller in dieser Arbeit verwendeten Ras -Mutante n. (A) Die hypervariable Do-
mäne von Ras ist in eine polybasische und eine farnesylierte Domäne unterteilt. (B) Darstellung der 
Farnesyldomänen-Mutanten sowie (C) der polybasischen Domänen Mutanten. Mutationen sind in rot 
dargestellt, während die Lysine in unmittelbarer Nähe zum farnesylierten Cystein fett dargestellt sind. 
Die zur polybasischen Domäne von K-Ras4B korrespondierenden Aminosäuren sind farbig hinterlegt. 
(D) Auflistung des im Rahmen dieser Arbeit erzeugten pVL1393/His-K-Ras(G12V) Plasmides. 

K-Ras4B HKEKMSKDGKKKKKKSKTKCVIM

H-Ras HKLRKLNPPDESGPGCMSCKCVLS

N-Ras YRMKKLNSSDDGTQGCMGLPCVVM

Hypervariable Region

Polybasische Domäne

Farnesylierte Domäne

A

188

189

189

175

176

176

B

C

Farnesyldomänen -Mutanten (181/182 -188/189)

pEGFP-C3/K-Ras(G12V) GKKKKKKSKTKCVIM

pEGFP-C3/K-Ras(G12V,K184P) GKKKKKKSKTPCVIM

pEGFP-C3/K-Ras(G12V,K182S) GKKKKKKSSTKCVIM

pEGFP-C3/K-Ras(G12V,K182S,K184P) GKKKKKKSSTPCVIM

pEGFP-C3/HA-H-Ras(G12V) DESGPGCMSCKCVLS

pEGFP-C3/HA-H-Ras(G12V,K185P) DESGPGCMSCPCVLS

pEGFP-C3/HA-H-Ras(G12V,S183K) DESGPGCMKCKCVLS

pEGFP-C3/HA-N-Ras(G12V) DDGTQGCMGLPCVMM

pEGFP-C3/HA-N-Ras(G12V,G183K,P185K) DDGTQGCMKLKCVMM

pEGFP-C3/HA-N-Ras(G12V,P185K) DDGTQGCMGLKCVMM

Polybasische Domäne Mutanten (175 -180)

pEGFP-C3/K-Ras(G12V) GKKKKKKSKTKCVIM

pEGFP-C3/K-Ras(G12V)PL-H GESGPGCSKTKCVIM

pEGFP-C3/K-Ras(G12V,K182S,K184P)PL-H GESGPGCSSTPCVIM

pEGFP-C3/K-Ras(G12V)PL-N GDGTQGCSKTKCVIM

pEGFP-C3/K-Ras(G12V,K182S,K184P)PL-N GDGTQGCSSTPCVIM

Weitere Ras -Plasmide

pVL1393/His-K-Ras(G12V)

D
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Darüber hinaus wurde im Rahmen dieser Arbeit auch das Plasmid pET15b/EGFP-K-

Ras(G12V) erzeugt, welches nach Transformation in E. coli und Kultivierung in LB-

Medium als Quelle für nicht posttranslational modifiziertes EGFP-K-Ras(G12V) diente. 

Weiterhin wurde die cDNA codierend für His-K-Ras(G12V) über PCR unter Verwen-

dung von spezifischen Primern (Tab. 9) erzeugt und in den Vektor pVL1393 inseriert.  

Aufgrund der Vielzahl der verwendeten Plasmide und der Ähnlichkeit der einzelnen 

Mutationen, sind die verwendeten Gal-8- und Ras-Mutanten mit der jeweils spezifi-

schen Besonderheit innerhalb der Aminosäuresequenz in Abb. 3.2 dargestellt. In die-

ser sind weiterhin die über in vitro Mutagenese oder PCR eingeführten Mutationen 

farbig hervorgehoben (Abb. 3.2, rot). Das farnesylierte Cystein ist in grün dargestellt. 

Die positiv-geladenen Lysine in unmittelbarer Nähe des farnesylierten Cysteins sind 

fett markiert, die polybasische Domäne in den entsprechenden Mutanten farbig hinter-

legt.  
 
 

3.1.3 In vitro -Interaktion von  EGFP-Ras und endogene n Galektin en  

aus PANC -1-Proteinlysaten  

In den hier dargestellten Versuchen wurde die in vitro-Interaktion zwischen ektop ex-

primiertem EGFP-Ras und endogenem Gal-8 aus PANC-1-Zellen unter Verwendung 

von anti-GFP µMacs beads analysiert. Hierzu wurden Plasmide kodierend für EGFP-

K-Ras(G12V), EGFP-H-Ras(G12V), EGFP-N-Ras(G12V) und EGFP in HEK293 trans-

fiziert und für 48 Stunden exprimiert. Gleiche Mengen an EGFP-getaggtem K-

Ras(G12V), H-Ras(G12V), N-Ras(G12V) und EGFP wurden über µMacs anti-GFP be-

ads präzipitiert. 2 mg PANC-1-Lysat wurde als Quelle endogener Galektine für 2 h der 

in vitro-Interaktion zugegeben. Die Präzipitate wurden über µColumns aufgereinigt und 

mittels Western Blot die Interaktion zwischen Ras-Proteinen und Galektinen analysiert. 
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30 ng) aufgetragen. Das Balkendiagramm zeigt die densitometrischen Mittelwerte ± 

SD von mindestens zwei unabhängigen Experimenten (Abb. 3.3B). Hierbei wurde der 

Quotient aus ko-präzipitiertem Galektin und präzipitierten EGFP-Ras gebildet und auf 

die Interaktion zwischen Gal-8s zu EGFP-K-Ras(G12V) normalisiert, sodass die Inter-

aktion zwischen Gal-8s und EGFP-K-Ras(G12V) 100 % Interaktionsstärke entspricht. 

Verglichen dazu interagierte Gal-3 nur zu 6.79 % ± 2.92 %, Gal-1 zu 71.56 % ± 11.29 % 

mit EGFP-K-Ras(G12V). Ebenfalls in Relation zur 100 %-igen Interaktion zwischen 

EGFP-K-Ras(G12V) und Gal-8s konnten die Interaktionsstärken zwischen EGFP-H-

Ras(G12V) und den Galektinen determiniert werden. EGFP-H-Ras(G12V) interagierte 

zu 33.78 % ± 15.14 % mit Gal-8s, zu 2.06 % ± 1.90 % mit Gal-3 und zu 1.69 % ± 

1.27 % zu Gal-1 konnte nachgewiesen werden. Während für Gal-3 und Gal-1 keine 

Interaktion mit EGFP-N-Ras(G12V) nachgewiesen werden konnte, zeigte Gal-8s mit 

3.44 ± 5.12 % eine geringe Fähigkeit zur Interaktion. Aufgrund der schwachen Nach-

weisbarkeit von Gal-8l wurde von einer Quantifizierung der Interaktion zwischen Gal-8l 

und EGFP-Ras abgesehen. 

Gal-8s interagiert somit prädominant mit EGFP-K-Ras(G12V), in geringerem Ausmaß 

mit EGFP-H-Ras(G12V) und nicht mit EGFP-N-Ras(G12V). Verglichen mit der Inter-

aktion zwischen endogenen Gal-8s und EGFP-K-Ras(G12V) interagiert endogenes 

Gal-1 in deutlich geringeren Mengen mit EGFP-K-Ras(G12V). Eine sehr schwache 

Interaktion zwischen Gal-3 und EGFP-K-Ras(G12V) konnte ebenfalls detektiert wer-

den. Die Gal-3 Nachweisbande ist hierbei speziell markiert (*), da weitere Banden auf 

ähnlicher Höhe, die nicht Gal-3 darstellen, zu finden sind. Des Weiteren interagierten 

Gal-3 und Gal-1 in kaum nachweisbaren Mengen mit EGFP-H-Ras(G12V) und nicht 

mit EGFP-N-Ras(G12V). Verglichen mit Gal-8s interagierte Gal-8l mit EGFP-K-

Ras(G12V) und EGFP-H-Ras(G12V), aber nicht mit EGFP-N-Ras(G12V).   

 

3.1.4 Ko-Immunopräzipitation von endogenem K -Ras und Gal -8 in  

PANC-1-Zellen  

Nachdem in Kapitel 3.1.3 die in vitro-Interaktion zwischen K-Ras und endogenem 

Gal-8 nachgewiesen wurde, wurde im Folgenden der endogene Komplex aus K-Ras 

und Gal-8 über spezifische anti-Ras-Antikörper unter Verwendung von PANC-1-Lysa-

ten präzipitiert und ko-präzipitiertes Gal-8 nachgewiesen.  

Für die Präzipitation von endogenem Ras wurde der anti-pan-Ras Antikörper bzw. für 

die Präzipitation von endogenem K-Ras der anti-K-Ras2B Antikörper verwendet. 
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µMacs Protein G bzw. A beads sowie 1 mg bzw. 5 mg (Abb. 3.4A) oder 8 mg (Abb. 

3.4B) PANC-1-Lysat wurden zugegeben und wie in Kap. 2.2.4.10 inkubiert. Im An-

schluss wurde das Präzipitat aufgereinigt. Auf der jeweils linken Seite der unteren dar-

gestellten Blots ist die Präzipitation von Ras/K-Ras über den anti-pan-Ras- (Abb. 3.4A) 

bzw. über den anti-K-Ras2B-Antikörper (Abb. 3.4B) dargestellt. Die oberen Blots zei-

gen das ko-präzipitierte Gal-8 short und long. Auf der rechten Seite der Blots sind die 

entsprechenden Proteine in einem Aliquot des eingesetzten PANC-1-Lysat nachge-

wiesen.  

Unter Verwendung von 5 mg PANC-1-Lysat konnte ein Ko-Präzipitat zwischen Gal-8 

und Ras nachgewiesen werden (Abb. 3.4A, oberer Blot). Bei Zugabe von 1 mg 

PANC-1-Lysat konnte ko-präzipitiertes Gal-8 nur schwer detektiert werden. Die einge-

setzte Menge von 1 mg PANC-1-Lysat reicht hierbei offensichtlich nicht aus, um eine 

Ko-Präzipitation nachzuweisen. Dies wird auch deutlich, wenn der rechte Teil der Ab-

bildung betrachtet wird, in der Gal-8 bei Verwendung von 1 mg nur schwer nachweis-

bar ist, während Gal-8 bei Verwendung von 5 mg deutlich zu detektieren ist.  

Nach Präzipitation von endogenem K-Ras über den anti-K-Ras2B Antikörper (Abb. 

3.4B, unterer Blot) konnte Gal-8 als Ko-Präzipitat nachgewiesen werden (Abb. 3.4B, 

oberer Blot). In der Kontrolle ist eine leichte unspezifische Bindung von Gal-8 an die 

µMacs Protein A beads identifizierbar. Dies bedeutet, dass Gal-8 unspezifisch an die 

Matrix der µMacs Protein A beads bindet. Diese unspezifische Bindung ist verglichen 

mit der Menge an ko-präzipitiertem Gal-8 deutlich geringer. 
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Abb. 3.4: Ko-Immunopräzipitation von Ras -Proteinen und Gal -8 aus PANC-1-Lysat en. PANC-1-
Lysat wurde zusammen mit Antikörpern, die spezifisch (A) Ras bzw. (B) K-Ras präzipitieren, sowie 
µMacs Protein G bzw. A beads für zwei Stunden inkubiert. Die Präzipitate wurden über µColumns auf-
gereinigt und mittels Western Blot analysiert. Der jeweils untere Blot der Teilabbildungen zeigt auf der 
linken Seite das präzipitierte Ras- bzw. K-Ras-Protein. Die oberen Blots zeigen den Nachweis von ko-
präzipitiertes Gal-8. Auf der rechten Seite aller Blots sind die Färbungen von Ras bzw. K-Ras und Gal-
8 der in den Ko-IPs eingesetzten PANC-1-Lysate dargestellt. In der letzten Spur der dargestellten Blots 
wurde rekombinantes Gal-8s nachgewiesen.  

 

3.1.5 Nachweis der Interaktion von  K-Ras und Gal -8 mittels Dot -Blot  

Die Dot-Blot-Methode kann zum Nachweis der direkten Interaktion zwischen zwei Pro-

teinen verwendet werden [98]. Mit Hilfe dieser Methode wird ein gereinigtes Protein, 

z.B. Ras, auf einer Nitrocellulosemembran aufgetropft, mit einer Blockierlösung ge-

blockt und im Anschluss mit einer Pufferlösung, welche z.B. gereinigtes Gal-8 enthält, 

inkubiert. Findet eine direkte Interaktion der beiden aufgereinigten Proteine statt, so 

kann das in Interaktion stehende Protein mittels spezifischer Antikörper detektiert wer-

den.  

Da zur Durchführung der Methode reine Proteine benötigt werden, wurden die His-

getaggten K-Ras(G12V) und Gal-8 long Proteine in H5-Insektenzellen nach Transfek-

tion/Infektion der Zellen exprimiert (Kap. 2.2.3.8 und 2.2.3.10) und anschließend über 

Ni-NTA Agarose gereinigt (Kap. 2.2.4.11).  
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Eluat 1 von His-K-Ras(G12V) (Abb. 3.5C) bzw. His-Gal-8 long (Abb. 3.5F) auf ein SDS-

Polyacrylamidgel aufgetragen. Weiterhin wurde als Mengenstandard eine bekannte 

Menge an kommerziell erworbenem rekombinanten K-RasHis bzw. Gal-8 short aufge-

tragen. Über eine densitometrische Analyse wurde die Konzentration von 20 ng/µl His-

K-Ras(G12V) in Eluat 1 bzw. von 200 ng/µl Gal-8 long in Eluat 1 berechnet. 

 

 
Abb. 3.5: Nachweis und Konzentrationsbestimmung der gereinigten His -K-Ras(G12V)- und His -
Gal-8 long -Proteinen.  H5-Insektenzellen wurden zur Expression von His-K-Ras(G12V) bzw. His-Gal-
8 long mit den entsprechenden Baculoviren infiziert und für 72 Stunden kultiviert. Die H5-Insektenzellen 
wurden lysiert und die His-markierten Proteine wurden über Ni-NTA Agarose aufgereinigt. Die Eluate, 
das Proteinlysat, der Überstand nach Inkubation der Ni-NTA Agarose mit dem Lysat und der Durchfluss 
nach Waschen der Agarose wurden auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Gele wurden ent-
weder mit einer Coomassie-Blau-Lösung gefärbt (A und D)  oder His-K-Ras(G12V) und His-Gal-8 long 
mit spezifischen Antikörpern gegen Ras und Gal-8 nachgewiesen (B und E) . Eine aufsteigende Reihe 
an Volumina des Eluats 1 jedes His-Proteins wurde zusammen mit rekombinanten Proteinen bekannter 
Mengen auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und mittels spezifischer Antikörper His-K-
Ras(G12V) (C) und His-Gal-8 long (F) im Western Blot nachgewiesen. Mittels Densitometrie konnte 
ungefähre Menge an His-Protein pro Mikroliter Eluat berechnet werden (C und F ).  
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Aus diesen Ergebnissen ist zu schlussfolgern, dass K-Ras-Proteine bereits in sehr ge-

ringen Mengen mit Gal-8 long direkt interagieren können, ohne ein Adapterprotein zu 

benötigen. 

 
 

Abb. 3.6: Dot -Blot zur Analyse der direkten Interaktion zwischen K-Ras und Gal -8. Auf jeweils zwei 
Nitrocellulosemembranen wurden His-K-Ras(G12V) und His-Gal-8 long in den angegebenen Mengen 
aufgetropft. Rekombinantes K-RasHis, sowie Gal-8 short in definierten Mengen diente als Mengenver-
gleichskontrolle der aufgetropften Proteine (untere Reihe). Die Membranen wurden mit BSA abgesättigt 
und über Nacht mit 1 µg rekombinanten (A) Gal-8 short bzw. (B) HA-K-Ras(G12V) inkubiert. Der Nach-
weis der immobilisierten und der daran gebundenen Proteine erfolgte mit Hilfe des anti-Gal-8- und anti-
pan-Ras-Antikörpers (A) bzw. der anti-HA/anti-pan-Ras- und anti-Gal-8-Antikörper (B). Die hier abge-
bildeten Dot-Blots zeigen die repräsentativen Ergebnisse von zwei durchgeführten Experimenten.  

 
 

3.1.6 In vitro -Interaktion von  EGFP-Ras und Gal -8-Mutanten  

Gal-8 besteht aus einer N- und einer C-terminalen CRD, die über eine hinge-Region 

miteinander verbunden sind. Bereits in meiner Master-Thesis konnte ich zeigen, dass 

die Interaktion zwischen Gal-8 und K-Ras(G12V) über die N-terminale CRD von Gal-

8 vermittelt wird [90]. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte überprüft wer-

den, ob die hinge-Region einen zusätzlichen verstärkenden oder abschwächenden Ef-

fekt auf die Interaktion zwischen den beiden Proteinen besitzt. Hierzu wurden in dieser 

Arbeit mittels PCR HA-markierte-Mutanten (N-CRD-hinge [NH] und C-CRD-hinge 

[CH]) zusätzlich zu den aus der Master-Thesis vorhandenen Mutanten (HA-N-CRD [N] 

und HA-C-CRD [C]) generiert (Abb. 3.1).  

HEK293-Zellen wurden mit den entsprechenden Plasmiden für die Gal-8-Mutanten so-

wie für EGFP-K-Ras(G12V) transfiziert und 48 h später lysiert. Die HA-markierten 

Gal-8-Mutanten wurden auf die Interaktionsfähigkeit mit ektop exprimiertem EGFP-K-
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(K-Ras(G12V)-Mutante [K-G12V]), dominant-negativ und somit GDP-gebunden 

(K-Ras(S17N)-Mutante [K-S17N]) und als wildtypisches K-Ras vorliegen (K-Ras(wt) 

[K-wt]). Plasmide wurden in HEK293-Zellen transfiziert und die Zellen nach 48 Stunden 

lysiert. Die einzelnen EGFP-markierten Ras-Mutanten enthaltenden Lysate wurden im-

munpräzipitiert und mit 2 mg PANC-1-Lysat als Quelle von endogenem Gal-8 inkubiert.  

Abb. 3.8 zeigt die Nachweise des interagierenden Gal-8, präzipitierten EGFP-K-Ras 

und im Lysat vorliegenden Gal-8. Präzipitiertes EGFP-K-Ras liegt in allen drei Spuren 

in vergleichbaren Mengen vor (mittlerer Blot). Ko-präzipitiert konnte Gal-8 an allen drei 

EGFP-K-Ras-Varianten in vergleichbaren Mengen detektiert werden (oberer Blot). Im 

unteren Blot ist der Nachweis auf Gal-8 in einem Aliquot des eingesetzten PANC-1-

Lysates abgebildet. Unabhängig von der präzipitierten EGFP-Ras-Mutante und somit 

unabhängig vom Guaninnukleotid-Zustand findet die Interaktion zwischen Gal-8 und 

Ras in vergleichbarer Stärke statt.  

Zusätzlich dazu wurde ein Ras-Aktivitätsassay durchgeführt (Abb. 3.8B). Über diesen 

kann nachgewiesen werden, ob ein Ras-Protein im GTP-gebunden Zustand vorliegt 

(Kap. 2.2.4.9). Für den Ras-Aktivitätsassay wurden die oben beschriebenen GTP- und 

GDP-gebundenen sowie die wildtypische EGFP-Ras-Mutanten verwendet, die in 

HEK293 exprimiert und in Ras-RIPA-Puffer lysiert vorliegen. Es findet ein pull-down 

von GTP-gebundenem Ras über ein RBD-Protein statt, sodass dieses im Western Blot 

über einen spezifischen GFP-Antikörper nachgewiesen werden kann. In Abbildung 

3.8B ist dieser Nachweis des GTP-gebundenen EGFP-Ras-Proteins dargestellt. Es 

zeigt sich, dass der Nachweis auf das konstitutiv aktive, GTP-gebundene EGFP-K-

Ras(G12V) die stärkste Bande aufweist, während der Nachweis auf das dominant ne-

gative EGFP-K-Ras(S17N) keine Bande zeigt. Der Nachweis von EGFP-K-Ras(wt) 

zeigt eine leichte Bande auf Höhe von EGFP-K-Ras. Dies spricht dafür, dass EGFP-

K-Ras(wt) partiell GTP-gebunden vorliegt. Verglichen mit EGFP-K-Ras(G12V) aber in 

deutlich geringerem Ausmaß.  
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Abb. 3.8: Abhängigkeit der K -Ras/Gal -8 Interaktion von der Guaninnukleotid -Bindung.  Die kon-
stitutiv aktive Ras-Mutante EGFP-K-Ras(G12V) [K-G12V], die dominant negative und somit GDP-ge-
bundene EGFP-K-Ras(S17N) Mutante [K-S17N] und EGFP-K-Ras(wt) [K-wt] wurden nach Transfektion 
entsprechender Plasmide in HEK293 für 48 Stunden exprimiert. EGFP-markierte Ras-Mutanten wurden 
über µMacs anti-GFP beads präzipitiert und mit 2 mg PANC-1-Lysat inkubiert. (A) Der obere Blot zeigt 
das ko-präzipitierte Gal-8, der mittlere Blot das präzipitierte EGFP-K-Ras und der untere Blot den Gehalt 
an Gal-8 im eingesetzten Proteinlysat. Gal-8 interagiert mit allen drei EGFP-K-Ras-Proteinen in glei-
chem Maße, unabhängig vom gebundenen Guaninnukleotid. Die dargestellten Blots stehen repräsen-
tativ für insgesamt fünf unabhängige Experimente. (B) Der obere Blot stellt den Nachweis auf EGFP-K-
Ras unter Verwendung eines anti-GFP-Antikörpers nach einem durchgeführten Ras-Aktivitätsassay 
dar. K-Ras.GTP konnte in großen Mengen im EGFP-K-Ras(G12V)-Lysat und in deutlich geringeren 
Mengen im EGFP-K-Ras(wt)-Lysat detektiert werden. Im EGFP-K-Ras(S17N)-Lysat ist kein EGFP-K-
Ras nachweisbar. Der untere Blot zeigt den Nachweis auf EGFP-K-Ras unter Verwendung eines Ali-
quots des eingesetzten Proteinlysates für den Ras-Aktivitätsassay. Die dargestellten Blots stehen re-
präsentativ für insgesamt zwei unabhängige Experimente.  

 
 

3.1.8 Abhängigkeit der K -Ras/Gal -8 Interaktion von der posttranslationalen  

Prenylierung von K-Ras 

Die Hypothese, dass die Interaktion zwischen K-Ras und Gal-8 über eine Inkorporation 

der Farnesyl-Gruppe am terminalen Cystein von Ras in eine hydrophobe Tasche von 

Gal-8 stattfinden könnte, wurde in diesem Versuch untersucht. Hierzu wurde eine Mu-

tante von EGFP-K-Ras(G12V) verwendet, dessen terminales Cystein gegen ein Serin 

mutiert wurde [K-G12V,C185S)]. Zusätzlich wurde ein in E. coli exprimiertes EGFP-K-

Ras(G12V) genutzt [rek. K-G12V]. Dieses wird in E. coli nicht posttranslational farne-

syliert.  

Die Proteine wurden in HEK293 bzw. E. coli exprimiert und die in vitro-Interaktion wie 

bereits ausführlich beschrieben mit 2 mg PANC-1-Lysat als Quelle von endogenem 

Gal-8 (Abb. 3.9A), 0.5 mg HA-N-CRD (Abb. 3.9B) oder 0.5 mg HA-C-CRD (Abb. 3.9C) 

durchgeführt. Der jeweils mittlere Blot in Abb. 3.9 zeigt die präzipitieren EGFP-Ras- 

und EGFP-Proteine. Im jeweils oberen Blot sind interagierendes Gal-8, HA-N-CRD o-

der HA-C-CRD dargestellt, während der untere Blot den Gehalt der jeweiligen Proteine 

im Lysat darstellt.  
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Full-length Gal-8 und die N-CRD interagieren ausschließlich mit der posttranslational 

farnesylierten Variante von EGFP-K-Ras(G12V) (Abb. 3.9A und B, Spur 1). Die HA-C-

CRD interagiert mit keiner der EGFP-K-Ras(G12V)-Varianten (Abb. 3.9C). Die Inter-

aktion ist somit abhängig von der Farnesylierung von EGFP-K-Ras(G12V). Weiterhin 

konnte erneut gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen Gal-8 und K-Ras über 

die N-CRD und nicht über die C-CRD vermittelt wird (Abb. 3.9B und C). 

 

  

 
Abb. 3.9: Abhängigkeit der K -Ras/Gal -8 Interaktion von der posttra nslationalen Prenylierung von 
Ras. Posttranslational farnesyliertes EGFP-K-Ras(G12V) [K-G12V], sowie das farnesyl-defiziente 
EGFP-K-Ras(G12V,C185S) [K-G12V,C185S] wurden in HEK293 nach Transfektion entsprechender 
Plasmide exprimiert. Rekombinantes, nicht farnesyliertes EGFP-K-Ras(G12V) wurde in E. coli 
exprimiert [rek. K-G12V]. Die EGFP-K-Ras-Proteine wurden mittels µMacs anti-GFP beads in gleichen 
Mengen präzipitiert und mit PANC-1-Lysat oder HA-N-CRD bzw. HA-C-CRD enthaltende HEK293-
Lysate für 2 Stunden inkubiert. Nach Aufreinigung wurden die Präzipitate mittels Western Blot analysiert. 
Die oberen Blots der Abbildung zeigen in Interaktion stehendes (A) Gal-8, (B) HA-N-CRD bzw. (C) HA-
C-CRD, während die unteren Blots die Proteinmenge im zugehörigen Lysat darstellt.  

 
 

3.1.9 Interaktion von Ras-Lysin -Mutanten mit Galektinen  

Vergleichende Strukturanalysen, die von Dr. Karin Fritz-Wolf durchgeführt wurden (AG 

Prof. Dr. Katja Becker) zeigen, dass Gal-8 zwei hydrophobe Bindungstaschen besitzt 

über die eine Interaktion mit K-Ras durch Inkorporation des Farnesylrestes vermittelt 

werden könnte. Eine dieser hydrophoben Bindungstaschen weist negativ-geladene 

Aminosäuren auf, welche mit den positiv-geladenen Lysinen der hypervariablen Re-

gion von K-Ras elektrostatisch die Interaktion zwischen Gal-8 und K-Ras stabilisieren 

könnten. Auf Grundlage dieser Vermutung wurden diverse Ras-Lysin-Mutanten (Abb. 

3.2B) erstellt: (a) K-Ras-Lysin-Mutanten, dessen letzten beiden Lysine an Position 182 

bzw. 184 mit den korrespondierenden Aminosäuren von H-Ras bzw. N-Ras an diesen 
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Positionen ersetzt wurden und (b) H- und N-Ras-Mutanten, deren Aminosäuren an 

Position 183 und 185 sukzessive gegen Lysine mutiert wurden, sodass der Aufbau der 

Farnesyldomänen im Anschluss der von K-Ras ähnelt. Die Interaktion dieser Ras-Ly-

sin-Mutanten mit Gal-8 und mit Gal-1 wurden im Folgenden analysiert. 

 

3.1.9.1 Interaktion von Ras-Lysin -Mutanten  mit Gal -8 

Die Ras-Lysin-Mutanten wurden in HEK293 exprimiert und unter Zugabe von 2 mg 

PANC-1-Lysat in einer in vitro-Interaktion eingesetzt. 

In den mittleren Blots der Abb. 3.10 sind die gleichmäßig präzipitierten Ras-Mutanten 

abgebildet. In den oberen Blots ist ko-präzipitiertes Gal-8 dargestellt, die unteren Blots 

zeigen den Nachweis von Gal-8 im eingesetzten PANC-1-Proteinlysat. Abhängig von 

der eingesetzten Ras-Lysin-Mutante liegt die Interaktion mit Gal-8 verstärkt bzw. ver-

ringert vor. Mittels densitometrischer Analyse wurden die Mengen an ko-präzipitiertem 

Gal-8 short und long quantifiziert und als Quotient mit dem densitometrischen Werten 

von präzipitiertem EGFP-Ras verrechnet. Dieser wurde nach Normalisierungen auf die 

Interaktion zwischen Gal-8 und EGFP-K-Ras(G12V), EGFP-H-Ras(G12V) oder 

EGFP-N-Ras(G12V,G183K,P185K) als Interaktionsindex [a.u.] definiert, mit dem Zah-

lenwert von 1 gleichgesetzt und als Mittelwert ± SD aus drei bis fünf unabhängig von-

einander durchgeführten Experimenten dargestellt. Zur Vereinfachung der komplexen 

Mutanten-Bezeichnungen, sind die Ras-Isoformen als K, H und N abgekürzt. Nach 

dem Bindestrich folgen die in der Aminosäuresequenz vorliegenden Mutationen.  

Gal-8 short und long interagieren in vergleichbaren Mengen mit EGFP-markiertem K-

Ras(G12V), K-Ras(G12V,K184P) und K-Ras(G12V,K182S). Nach Austausch beider 

Lysine in der Farnesyldomäne von K-Ras(G12V), ist die Interaktion zwischen K-

Ras(G12V,K182S,K184P) und Gal-8 um etwa 50 % reduziert (Abb. 3.10A). Die Muta-

tion von H-Ras an Position 183 führt zum Vorliegen von zwei Lysinen innerhalb der 

Farnesyldomäne von H-Ras. Der Interaktionsindex von Gal-8 short und long mit H-

Ras(G12V,S183K) ist in diesem Falle um den Faktor 1.8 ± 0.058 (Gal-8s) bzw. 1.64 ± 

0.072 (Gal-8l) gestiegen (Abb. 3.10B). Eine Interaktion von Gal-8 mit EGFP-N-

Ras(G12V) ist nicht quantifizierbar. Allerdings kann nach Insertion von zwei Lysinen 

an Position 183 und 185 der Farnesyldomäne von N-Ras eine leichte Interaktion mit 

Gal-8 nachgewiesen werden. Bereits die Mutation N-Ras(G12V,P185K) führt zu einer 

sehr schwachen Interaktion von Gal-8 short mit N-Ras (Abb. 3.10C). Aufgrund der all-
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K-Ras-Mutanten sowie des ko-präzipitierten Gal-8 short und long wurden durchge-

führt. Der Quotient aus beiden wurde auf die Interaktion von EGFP-K-Ras(G12V) zu 

Gal-8 short bzw. long normalisiert und als Interaktionsindex [a.u.] graphisch darge-

stellt.  

Die Analysen zeigen, dass die Interaktion zwischen EGFP-K-Ras(G12V) und Gal-8 

short bzw. long am stärksten detektiert werden konnte. Ist die polybasische Domäne 

von K-Ras gegen die korrespondierende Aminosäuresequenz von H-Ras (PL-H) oder 

von N-Ras (PL-N) ausgetauscht, sinkt die Interaktion von Gal-8 short und long auf 

unter 30 %. Die zusätzliche Mutation der zwei verbleibenden Lysine führt zu einem 

kompletten Verlust in der Interaktion mit Gal-8 für die beiden untersuchten K-Ras-Mu-

tanten. Nach Austausch der polybasischen Domäne von K-Ras zu der korrespondie-

renden Aminosäuresequenz von H- und N-Ras wurde die Anzahl an positiv-geladenen 

Lysinen in der polybasischen Domäne reduziert. Dies führt dazu, dass die Interaktion 

der EGFP-K-Ras(G12V)-PL-H bzw. PL-N Mutanten und Gal-8 deutlich reduziert vor-

liegt, aber dennoch im Vergleich zur Interaktion mit EGFP-K-Ras(G12V) zu etwa 30 % 

detektiert werden kann. Dies begründet sich durch die beiden verbliebenen, positiv-

geladenen Lysine K182 und K184. Liegen diese ebenfalls gegen korrespondierende 

Aminosäuren von H- und N-Ras ausgetauscht vor, so ist die Interaktion zwischen den 

Ras-Mutanten und Gal-8 vollständig inhibiert. Dies zeigt die enorme Bedeutung der 

positiv-geladenen Lysine für die Interaktion zwischen Gal-8 und K-Ras. 

 

3.1.11 Interaktion von Gal -8 mit Rho-GTPasen 

Neben Ras-Proteinen werden weitere Proteine, die zur Ras-Superfamilie gehören 

posttranslational prenyliert. Rac1, Rac1b, RhoA, RhoC und Cdc42 werden dabei am 

Cystein des CAAX-Motivs geranylgeranyliert, während K-Ras farnesyliert wird [99]. Die 

Geranylgeranylierung ist der Farnesylierung ähnlich und unterscheidet sich lediglich in 

der Länge der Kohlenstoffkette. Während die Geranylgeranylierung 20-Kohlenstoffe 

besitzt verfügt die Farnesylierung über 15 Kohlenstoffe. Somit könnte durch Inkorpo-

ration der Geranylgeranylgruppe der Rho-GTPasen in die hydrophobe Tasche von 

Gal-8 ebenfalls eine Interaktion möglich sein.  

Um diese Hypothese zu prüfen, wurden EGFP-markierte Rho-GTPasen in HEK293 

exprimiert und im Anschluss unter Verwendung von PANC-1-Lysat in in vitro-Interak-

tionsstudien eingesetzt. 
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3.1.12 Zusammenfassung der Ergebnisse der Interaktionsstudien von  Ras und 

Gal-8 

Die im Kapitel 3.1 beschriebenen Interaktionsstudien zwischen Ras und Gal-8 haben 

eine direkte Interaktion zwischen endogenem K-Ras und Gal-8 über verschiedene in 

vitro-Interaktionsassays und Ko-Präzipitationsstudien nachgewiesen. In geringerem 

Maße konnte auch eine Interaktion von H-Ras mit Gal-8 nachgewiesen werden, wäh-

rend N-Ras nicht in der Lage ist, mit Gal-8 zu interagieren.  

Die Interaktion der beiden Proteine ist direkt abhängig von der posttranslationalen Far-

nesylierung von K-Ras am terminalen Cystein des CAAX-Motivs. Das gebundene Gu-

aninnukleotid von K-Ras spielt für eine Interaktion, anders als es für Gal-1 und Gal-3 

gezeigt wurde, keine Rolle.  

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die N-CRD die Interaktion von Gal-8 mit Ras 

vermittelt und dass die hinge-Region hierbei keinen zusätzlichen Effekt auf die Inter-

aktion zeigt. Allerdings konnte eine leichte Bindung der C-CRD-hinge an K-Ras gezeigt 

werden, obwohl die C-CRD keine Interaktion mit K-Ras zeigt.  

In den zuletzt dargestellten in vitro-Interaktionsassays konnten insgesamt acht Lysine 

innerhalb der Farnesyldomäne und der polybasischen Domäne von Ras bestimmt wer-

den, die essentiell für die Interaktion von K-Ras mit Gal-8 sind. Fehlen die Lysine aus 

der polybasischen Domäne oder die zwei Lysine in unmittelbarer Nähe des posttrans-

lational farnesylierten Cysteins, so ist die Interaktion zwischen Gal-8 und K-Ras stark 

vermindert.  

Zuletzt konnten GTPasen mit vergleichbarem C-Terminus zu K-Ras mittels in vitro-

Interaktionsassays detektiert werden, die mit Gal-8 interagieren.  
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Die Ergebnisse zeigen, dass nach einem knockdown von Gal-8 in den getesteten Zell-

linien die Phosphorylierung von ERK1/2 an Threonin202 und Tyrosin204 erhöht vor-

liegt, während kein Einfluss des knockdowns auf die Expression von ERK1/2 nachge-

wiesen wurde.  

 

3.2.2 Die Depletion von Gal-8 beeinflusst die Proteinmenge von  

EGFP-K-Ras(G12V) in PANC-1-Zellen  

Im Zuge der siRNA-vermittelten knockdown-Experimente von Gal-8 konnte eine er-

höhte Proteinmenge von EGFP-K-Ras(G12V) in stabil transfizierten PANC-1/EGFP-

K-Ras(G12V)-Zellen (K-Ras-4.1) detektiert werden. Dieser Einfluss ist in den folgen-

den drei Kapiteln dargestellt und beschreibt tiefergehend die Lokalisation von EGFP-

K-Ras(G12V) sowie die Beteiligung des Proteasoms auf die erhöhte Proteinmenge 

von EGFP-K-Ras(G12V) nach Gal-8-knockdown.  

 

3.2.2.1 Beeinflussung der Expression von EGFP -K-Ras(G12V) nach Depletion 

von Gal-8 in PANC-1-Zellen  

PANC-1-, K-Ras-4.1- und EGFP-14-Zellen wurden mit Gal-8 bzw. mit Kontroll-siRNA 

transfiziert. In diesen Versuchen wurden die siRNAs in unterschiedlichen Konzentrati-

onen (20, 40 und 80 nM) verwendet und die Lysate mittels Western Blot auf den Pro-

teingehalt von EGFP-K-Ras(G12V) und Gal-8 untersucht. Parallel dazu wurde die Ex-

pression und die Phosphorylierung von ERK1/2 analysiert. Die densitometrische Ana-

lyse erfolgte wie in Kapitel 3.2 beschrieben und zeigt die Mittelwerte ± SEM als Bal-

kendiagramm (n = 3).  

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Western Blot Analysen zeigen einen Anstieg von 

EGFP-K-Ras(G12V) bei gleichzeitiger siRNA-vermittelten Reduktion von Gal-8 (Abb. 

3.15). Parallel zum Anstieg von EGFP-K-Ras(G12V) ist eine erhöhte Phosphorylierung 

von ERK1/2 nachweisbar. Der Proteingehalt von EGFP-K-Ras(G12V) steigt auf bis zu 

3.39 ± 1.09 bei Verwendung von 80 nM siGal-8 verglichen zur Kontrolle an. Gleichzei-

tig ist eine Erhöhung von pERK1/2 bis auf einen Faktor von 2.52 ± 0.8 bei Einsatz von 

40 nM siRNA verglichen zur Kontrolle erkennbar.  

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Reduktion des Proteingehalts von Gal-8 zu einem 

Anstieg von EGFP-K-Ras(G12V) in PANC-1-Zellen abhängig von der Konzentration 

der siRNA führt. Parallel zum Anstieg der EGFP-K-Ras(G12V)-Expression steigt auch 
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die Phosphorylierung von ERK1/2 an, während der Proteingehalt von ERK1/2 unver-

ändert vorliegt.  

 

 
 

Abb. 3.15: Beeinflussung der Expression von EGFP -K-Ras(G12V) nach Gal-8-Depletion  in 
PANC-1-Zellen . EGFP-K-Ras(G12V) überexprimierenden PANC-1-Zellen (K-Ras-4.1) wurden mit an-
steigenden Konzentrationen an Gal-8 siRNA oder Kontroll-siRNA (mock) transfiziert und 72 Stunden 
später in Kloog-Puffer lysiert. Die Expression von EGFP-K-Ras(G12V), pERK1/2, ERK1/2, Gal-8 und 
GAPDH als Ladungskontrolle wurde über spezifische Antikörper nachgewiesen. Die densitometrische 
Analyse der Verhältnisse aus EGFP-K-Ras(G12V) zu GAPDH und von pERK1/2 / ERK1/2 sind auf der 
rechten Seite dargestellt. Die Blots stehen repräsentativ für drei unabhängig voneinander durchgeführte 
Experimente, deren Ergebnisse als Mittelwerte ± SEM im Balkendiagramm zusammengefasst wurden 
(n = 3). 

 

3.2.2.2 Subzellulare Lokalisation und Aktivität von EGFP -K-Ras(G12V) nach  

Depletion von Gal-8 in PANC-1-Zellen  

Um zu überprüfen, ob der erhöhte EGFP-K-Ras(G12V)-Gehalt nach einer Depletion 

von Gal-8 mit einer erhöhten Menge an membrangebundenem EGFP-K-Ras(G12V) 

korreliert oder ob die erhöhte Proteinmenge von EGFP-K-Ras(G12V) im Zytosol vor-

liegt, wurde eine Präparation von partikulären und löslichen Proteinen gemäß Kap. 

2.2.4.2 durchgeführt. Des Weiteren soll mit den Versuchen geklärt werden, ob neben 

dem erhöhten Proteingehalt an EGFP-K-Ras(G12V) auch eine erhöhte K-Ras-Aktivität 

in den stabil transfizierten PANC-1-Zellen nachgewiesen werden kann.  

Zu Beantwortung der ersten Frage wurden stabil EGFP-K-Ras(G12V)- bzw. EGFP-

exprimierende PANC-1-Zellen (K-Ras-4.1 bzw. EGFP-14) mit Gal-8 siRNA bzw. einer 

Kontroll-siRNA (mock) transfiziert und eine Präparation der partikulären (P100) sowie 

der löslichen Fraktion (S100) bei 100000 x g durchgeführt (Kap. 2.2.4.2). In Abb. 3.16 

sind die Ergebnisse der subzellularen Lokalisation dargestellt. Eine Reduktion der 

Gal-8-Proteinmenge ist nach knockdown von Gal-8 sowohl in den K-Ras-4.1-, als auch 

in den EGFP-14-Zellen in der löslichen und in der partikulären Fraktion nachweisbar. 

__ ERK1/2 

__
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In den 25 µg der P100-Fraktion ist mehr Gal-8 identifizierbar als in den 50 µg der S100-

Fraktion. Erneut ist eine inverse Beziehung zwischen der Reduktion im Gehalt an Gal-

8 und einem gleichzeitigem Anstieg von EGFP-K-Ras(G12V) zu verzeichnen. In der 

membranären P100-Fraktion ist der Gehalt an EGFP-K-Ras(G12V) und Gal-8 größer 

als in der S100-Fraktion. Nach knockdown von Gal-8 steigt vor allem die Menge an 

EGFP-K-Ras(G12V) in der membranären Fraktion an, während nur ein geringfügiger 

Ansteig in der zytosolischen S100-Fraktion vorliegt. Der Gehalt an EGFP-Protein nach 

Gal-8-knockdown ändert sich hierbei nicht. Weiterhin ist EGFP nicht in der P100-Frak-

tion nachweisbar.  

Dies bedeutet, dass der in Kap. 3.2.2.1 identifizierte Anstieg von EGFP-K-Ras(G12V) 

nach einem knockdown von Gal-8 vor allem in der membranären Fraktion der Zellen 

nachweisbar ist. Dies wirft die Frage auf, ob die erhöhte Menge an EGFP-K-

Ras(G12V) auch aktiv, an der Signaltransduktion beteiligt vorliegt. Diesbezüglich wur-

den die Ergebnisse eines Ras-Aktivitätsassays nach einem knockdown von Gal-8 in 

PANC-1/EGFP-K-Ras(G12V)-4.1 (K-Ras-4.1) mit den Ergebnissen einer mock-trans-

fizierten Kontrolle verglichen. Mit Hilfe des Ras-Aktivitätsassays wurde aktives EGFP-

K-Ras(G12V) präzipitiert und kann über einen anti-GFP-Antikörper nachgewiesen 

werden. Abb. 3.16B zeigt diesen Nachweis auf aktives, GTP-geladenes EGFP-K-

Ras(G12V) nach Transfektion einer Kontroll-siRNA und einer siGal-8 siRNA (Abb. 

3.16B, links). Die nächsten beiden Blots zeigen den Proteingehalt an EGFP-K-

Ras(G12V) (mittlerer Blot) und an Gal-8 (rechter Blot) im Lysat, welches für den Ras-

Aktivitätsassay verwendet wurde. Der erhöhte Proteingehalt an EGFP-K-Ras(G12V) 

nach einem knockdown von Gal-8 korreliert hier mit der gesteigerten EGFP-K-

Ras(G12V) Aktivität, welche durch den Ras-Aktivitätsassay nachgewiesen wurde. Das 

bedeutet, dass die erhöht vorliegende Menge an EGFP-K-Ras(G12V) zum einen in 

der membranären Fraktion nachweisbar ist und zum anderen dort im aktiven, GTP-

gebundenen Zustand vorliegt und daher an der Signaltransduktion beteiligt ist. 

 






















































































































