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Zielsetzung

1. Zielsetzung

Experimentelle  Grundlagen zur Identifizierung und
Charakterisierung von IGFBP-1-Kinasen

Die mitogenen und metabolischen Wirkungen der Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren
IGF T und IT werden von sechs hochaffinen IGF-Bindungsproteinen (IGFBP-1 bis -6)
reguliert, die die Verfiigbarkeit der IGFs fiir die Wechselwirkung mit ithren Rezeptoren
bestimmen. Durch Phosphorylierung oder Dephosphorylierung von IGFBP-1, katalysiert
durch spezifische Kinasen bzw. Phosphatasen, wird die Affinitdt des Bindungsproteins
zu den Wachstumsfaktoren verdndert, was nach Dephosphorylierung zur Freisetzung der
IGFs fiihrt. Die Identitit der IGFBP-1-Kinasen und -Phosphatasen ist unbekannt.
Vorarbeiten zeigten, dass offensichtlich Nager-Zellen (wie z.B. BHK-Zellen) die
spezifische Kinase zur Phosphorylierung von humanem IGFBP-1 fehlt (Scharf et al.,
2004).

Initiales Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung von Bedingungen, die die
Identifizierung der IGFBP-1-Kinase mittels Komplementationsklonierung und deren
Charakterisierung ermoglichen sollte. Dazu sollten zunichst die relevanten Methoden
zur Identifizierung phosphorylierter IGFBP-1 Formen im Kulturmedium von IGFBP-1
tiberexprimierenden BHK-Zellen erarbeitet werden. AnschlieBend sollten BHK-Zellen,
die das humane IGFBP-1 in nicht-phosphorylierter Form stabil iiberexprimieren, mit
einer humanen Leber-cDNA-Bank transfiziert werden.

Die Expression der humanen IGFBP-1-Kinase in BHK-Zellen sollte zur Sekretion von
phosphoryliertem IGFBP-1 fiihren. Aufgrund der Transfektions- und Selektionsstrategie
sollte die Identifizierung und Klonierung der IGFBP-1 cDNA méglich sein, der sich die

zellbiologische Charakterisierung der Kinase anschlieflen sollte.
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2. Einleitung

2.1. Das IGF-System

Die Hauptkomponenten des IGF (,Insulin-like growth*)-Systems sind die Insulin-
dhnlichen Wachstumsfaktoren (IGF I und IGF 1II), deren Bindungsproteine (IGFBPs),
IGF- und Insulin-Rezeptoren sowie IGFBP-spezifische, modifizierende Enzyme
(Kinasen, Phosphatasen, Proteasen) (Abb. 1). Die einzelnen Komponenten haben
wichtige Funktionen bei der Wachstumsregulation und Zelldifferenzierung (Pozo et al.,

2005; Cohen, 2006; Holly und Perks, 2005).
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Abb. 1: Komponenten des IGF-Systems und ihre Wechselwirkungen

Die Hauptkomponenten des IGF-Systems sind die Wachstumsfaktoren IGF I und IGF II, sechs
Bindungsproteine (IGFBP-1 bis -6), IGFBP-1-Kinasen, -Phosphatasen und -Proteasen sowie der
Tyrosinkinase (TK)-haltige IGF I-Rezeptor. IGFBP-3 und -5 kdnnen zusammen mit IGFs und der ,,acid
labile subunit* (ALS) einen tertidren Komplex (o B, y) in der Zirkulation bilden.
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2.2. IGF I und IGF 11

IGF I wurde zunichst als Sulfatierungsfaktor identifiziert, der fiir die Sulfatierung von
Chondroitinsulfat in Knorpelgewebe erforderlich war (Salmon, et al., 1957). Da diese
Substanz als Vermittler der Wirkungen des hypophysdren Wachstumshormons, damals
auch Somatotropin genannt, agierte, wurde sie spiter als Somatomedin bezeichnet
(Daughaday et al., 1972). Dieser Name wurde ersetzt durch die Bezeichnung ,,Insulin-
Like Growth Factor I als sich durch Sequenzierung und biophysikalische Analysen
herausstellte, dass IGF I und IGF II in bezug auf Struktur und Sequenz eine hohe
Ahnlichkeit zu Proinsulin aufwiesen (Rinderknecht und Humbel, 1978). Zudem war IGF
I in der Lage, die Glucoseaufnahme in Fett- und Muskelzellen zu stimulieren. Trotz
Homologie zum Proinsulin und teilweise dhnlicher Funktion wird die Wirkung von IGF 1
nicht durch Insulinantikérper antagonisiert (Zapf und Froesch, 1986), was auf die
Existenz von spezifischen Rezeptoren hindeutete.

IGF I und IGF II sind einzelkettige Polypeptide, die aus 70 bzw. 67 Aminosduren
bestehen. Sie besitzen eine molare Masse von 7,6 bzw. 7,4 kDa und bestehen aus einer
A- und einer B-Kette, die durch ein C-Peptid miteinander verbunden sind (Humbel,
1990). Hauptsyntheseort der IGFs ist die Leber. Die Regulation der Expression und
Synthese von IGF I wird durch einen negativen Feedback-Mechanismus kontrolliert. IGF
I inhibiert die Freisetzung des im Hypophysen-Vorderlappen synthetisierten
Wachstumshormons (GH), das wiederum zur Sekretionshemmung des GH-Releasing-
Hormons im Hypothalamus fiihrt. Neben der Leber synthetisieren aber auch Zellen
anderer Organe und Tumorzellen IGFs, die daher in verschiedenen Korperfliissigkeiten
wie Serum, Urin und Lymphe zu finden sind. Beim Menschen liegt die
Serumkonzentration von IGF I bei 200 bis 300 ng/ml und ist damit niedriger als die von
IGF 1II (500 bis 700 ng/ml). Der IGF I-Spiegel ist im Gegensatz zum IGF II-Spiegel stark
altersabhédngig, er steigt bis zur Pubertit an und nimmt danach kontinuierlich ab
(Clemmons und Van Wyk, 1984). Die IGF-Wirkungen in vitro umfassen unter anderem
die kurzfristige Stimulation anaboler Stoffwechselvorginge (DNA- und RNA-Synthese,
Aminosdure- und  Glucoseaufnahme, Protein- und Kohlenhydrat-Synthese,
Glykogenaufbau) sowie Langzeiteffekte wie Zellproliferation und Zelldifferenzierung
(Firth und Baxter, 2002). IGFs wirken auBlerdem anti-apoptotisch (Butt et al., 1999;
Resincoff und Baserga, 1998). In vivo vermitteln die IGFs vor allem die

wachstumsstimulierende Wirkung von GH auf Gewebe und Organe (Isaksson, 2004).
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IGF I-Rezeptor-knock-out Experimente zeigten jedoch, dass die GH-Wirkung in vivo
auch tiber IGF I-unabhédngige Signalwirkung vermittelt werden kann (LeRoith, 2000).

2.3. IGF-Rezeptoren

IGFs konnen spezifisch an drei Oberflichenrezeptoren binden; an den IGF I-, den IGF
II- und den Insulin-Rezeptor. Es wird angenommen, dass die biologischen Effekte von
IGF I und IGF II vor allem iiber den IGF I-Rezeptor vermittelt werden (LeRoith et al.,
1995). Der IGF I- und der Insulin-Rezeptor gehoren beide zur Klasse der Tyrosinkinase-
Rezeptoren und sind strukturell sehr dhnlich. Es handelt sich um integrale,
heterotetramere Glykoproteinkomplexe, die aus o,f,-Untereinheiten bestehen. (Jones
und Clemmons, 1995). Nach Ligandenbindung an die a-Untereinheit wird die
Signaltransduktion — durch  Aktivierung der Tyrosinkinase-Doménen in der
cytoplasmatischen Domine der B-Untereinheit eingeleitet, die zur spezifischen
Transphosphorylierung von Tyrosinresten in der B-Untereinheit fiihrt. In der weiteren
Abfolge werden verschiedene cytosolische Proteine wie Insulin-Rezeptor-Substrate
(IRS), ,,SH2-domain containing transforming proteins*“ (Shc) und die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-3-Kinase) phosphoryliert (Chitnis et al., 2008). Durch
IRS wird die Verbindung zwischen dem aktivierten Rezeptor und den Zielproteinen der
weiteren Signalkaskade hergestellt. Bisher sind vier Mitglieder der IRS-Familie
identifiziert worden. Die Funktion des IRS-1 ist bisher am besten untersucht. Es
interagiert liber spezifische Erkennungssequenzen, wie z.B. die YMXM-Sequenz
(Y=Tyrosin, M=Methionin, X=Dbeliebiger Rest), mit verschiedenen Proteinen, die ,,src
homology*“ 2 und 3 (SH2/SH3)-Dominen besitzen. Proteine, die SH2- Doméinen
enthalten, sind z.B. die p85 Untereinheit der PI-3-Kinase, Grb-2 (,,growth factor receptor
bound protein®), Crk und Nck (Karas et al. 2001). Weitere Schritte in der IGF-
Signalkette sind die Aktivierung der PI-3-Kinase unter Bildung von
Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PIPs) (Liu et al., 2001) sowie die Stimulation des Ras-
abhingigen ,,mitogen-activated protein“ (MAP)-Kinase-Weges iiber einen Komplex von
IRS-1 oder Shc mit Grb-2 und Sos, der zur Transkription verschiedener Gene fiihrt
(Chitnis et al., 2008). Der IGF I-Rezeptor hat die hochste Affinitit zu IGF I ( Kp: 0,2 bis
1 nM), die 100- bis 1000-fach hoher als fiir Insulin und 2- bis 15-fach hoher als fiir
IGF 1II ist (Jones und Clemmons, 1995). In Zellen, die keine IGF I-Rezeptoren besitzen
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(Hepatozyten, Fibroblasten von IGF I-Rezeptor knock-out Mausen), erfolgt die Wirkung
der IGFs iiber den Insulin-Rezeptor (Hartmann et al., 1992; Louvi et al., 1997). Uber den
Insulin-Rezeptor werden auBlerdem ca. 30 % der wachstumsfordernden Effekte des IGF
IT wéahrend der Embryonalentwicklung vermittelt (Louvi et al., 1997).

Der IGF II-Rezeptor ist ein einzelkettiges, integrales Membranglykoprotein, das
identisch mit dem 300 kDa Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (M6P-Rezeptor) ist (Braulke,
1999). Der M6P-Rezeptor vermittelt den Transport und die Sortierung lysosomaler
Enzyme. Der extrazellulire Anteil des M6P-Rezeptors setzt sich aus einer repetitiven
Struktur von 15 homologen Domédnen zusammen, die unter anderem neben zwei
Bindungsstellen fiir M6P-haltige Liganden in Doméne 3 und 9, eine Bindungsstelle fiir
IGF II in Doméne 11 aufweisen (Schmidt et al., 1995). Der IGF II/M6P-Rezeptor weist
eine hohe Affinitét fiir IGF II auf (Kp: 1 nM) (Nissley, 1991) und bindet IGF I mit einer
ca. 500-fach geringeren Affinitit, wihrend Insulin nicht an den Rezeptor bindet. Die
Bedeutung des IGF II/M6P-Rezeptors in der Signaltransduktion wird kontrovers
diskutiert, er spielt jedoch eine essentielle Rolle in der Regulation des extrazelluldren
IGF II-Spiegels, indem er das IGF II iiber den Endocytoseweg dem Abbau im Lysosom
zuftihrt (Firth und Baxter, 2002).

2.4. IGF-Bindungsproteine (IGFBPs)

Die IGFBPs bilden eine Familie von sechs homologen Bindungsproteinen
(IGFBP-1 bis -6) mit molaren Massen zwischen 24 und 45 kDa, die eine hohere Affinitit
zu den IGFs (Kp: ca. 0,1 nM) als der IGF I-Rezeptor aufweisen (Hwa et al., 1999). Im
Blutkreislauf, im extrazelluldren Raum und im Gewebe sind IGFs nur in geringer Menge
in freier Form vorhanden, da sie zu mehr als 95 % an verschiedene Mitglieder der
IGFBP-Familie gebunden sind. Dadurch erhdhen sich z.B. die Halblebenszeiten
zirkuliernder IGFs von einigen Minuten auf 12 bis 15 Stunden (Jones und Clemmons,
1995). Die IGFBPs fungieren nicht nur als Transportmolekiile sondern wirken auch
modulierend auf die biologischen Effekte der IGFs. Durch Bindung bzw. Freisetzung der
IGFs aus den IGFBP-Bindungskomplexen {iber verschiedene Mechanismen, wie
Phosphorylierung, Proteolyse oder Bindung an die extrazellulire Matrix, kdnnen die
mitogenen und metabolischen Effekte der IGFs durch IGFBPs reguliert werden
(Clemmons et al., 1995). Die meisten IGFBPs zeigen eine vergleichbare Affinitét fiir

10
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IGF I und IGF II mit Ausnahme von IGFBP-6, das eine deutlich hohere Affinitét fiir IGF
IT aufweist (Baxter, 2000). Die Struktur der IGFBPs ist gekennzeichnet durch eine
globulédre, konservierte N- und eine C-terminale Doméne, die durch einen nicht-
konservierten, variablen und IGFBP-spezifischen Bereich von 55 bis 95 Aminosduren
verbunden sind (Hwa et al., 1999). In der N-terminalen Doméne sind 10 (IGFBP-6), 12
(IGFBP-1, -2, -3 und -5) bzw. 14 (IGFBP-4) und in der C-terminalen Domine 6
konservierte Cystein-Reste enthalten, die innerhalb der Doménen in Disulfidbriicken
eingebunden sind (Abb. 2). Da N- und C-terminale IGFBP-Fragmente IGFs mit deutlich
geringerer Affinitdt binden als intakte IGFBPs, nimmt man an, dass beide Doménen fiir

die Ausbildung der hochaffinen Bindungsstelle notwendig sind (Firth und Baxter, 2002).

K| Signalpeptid

ﬁf N104 B cys-reiche Region

13
. zentrale Region

Abb. 2: Schematische Darstellung der IGFBPs (am Beispiel von IGFBP-4)

Die Struktur der IGFBPs ist gekennzeichnet durch eine globulére, konservierte N- und eine C-terminale
Doméne (griin), die durch einen nicht-konservierten, variablen und IGFBP-spezifischen Bereich von 55 bis
95 Aminoséduren verbunden sind (blau). Bei IGFBP-4 sind in der N-terminalen Doméne 14 und in der C-
terminalen Doméne 6 konservierte Cystein-Reste enthalten, die innerhalb der Doménen in Disulfidbriicken
eingebunden sind. Das Signalpeptid ist rot dargestellt. IGFBP-4 ist an der Position N104 glykosyliert.

Die mittleren, variablen Doménen der IGFBPs konnen posttranslational durch
Glykosylierung, Phosphorylierung und Proteolyse modifiziert werden. IGFBP-1, -5 und
-6 besitzen O-glykosidisch verkniipfte Zuckerreste, IGFBP-3 und -4 hingegen enthalten
drei bzw. eine N-Glykosylierungsstelle (Firth und Baxter, 2002) (Abb.2). Wéhrend die
Oligosaccharidketten die Affinitdt der IGFBPs zu IGFs nicht beeintrdchtigen, schiitzen
Zuckerketten IGFBP-6 vor Proteolyse oder verhindern die Bindung von glykosylierten
IGFBP-3 und -6 an glykosaminoglykan-haltige Molekiile an der Zelloberfldche (Firth
und Baxter, 2002). In der mittleren Domine aller IGFBPs befinden sich zudem
Spaltstellen fiir IGFBP-Proteasen. Bei IGFBP-3, -5 und -6 sind im C-Terminus noch

11
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Heparin-Bindungsdoméinen bekannt, die zumindest bei IGFBP-3 und -5 an der Bindung
an Heparansulfat-haltige Proteoglykane der extrazelluliren Matrix beteiligt sind (Hwa et
al., 1999). Die Bindung von IGFBP-5 an Heparansulfate erniedrigt die Affinitit zu den
IGFs um das 7- bis 12-fache und schiitzt gleichzeitig vor Proteolyse des
Bindungsproteins. Man vermutet, dass durch die Bindung der IGFBP/IGF-Komplexe an
extrazelluldire Matrix-Proteoglykane die Wechselwirkung der IGFs zu ihren Rezeptoren
erleichtert und somit deren Effekte verstdrkt werden (Parker et al., 1998). IGFBP-1 und -
2 besitzen innerhalb der C-terminalen Doméne sogenannte RGD (Arg-Gly-Asp)-
Sequenzen, die an Integrine binden konnen (Jones et al., 1993). Alle sechs
Bindungsproteine liegen nur in geringen Mengen in der Zirkulation in freier Form vor,
sondern bilden entweder bindre Komplexe von 40 bis 50 kDa mit IGFs oder ternire 150
kDa Komplexe mit IGFBP-3/IGFBP-5, der ,,acid labile subunit* ALS und IGFs (Jones et
al., 1993; Clemmons et al., 1995). SchlieBlich sind fiir IGFBP-3 und IGFBP-5 auch
hoher molekulare Komplexe von ca. > 440 kDa in der Zirkulation nachweisbar, die
verschiedene Proteine wie Transferrin, Plasminogen oder IGFBP-3-Proteasen enthalten
(Oesterreicher et al., 2005). Es wird angenommen, dass einige der bindren Komplexe,
z.B. IGFBP-1/IGF I, das vaskuldre Endothel durchqueren kénnen, um die IGFs aus der

Zirkulation zu den Zielzellen zu transportieren (Young et al., 1992).

2.4.1. Mechanismen zur Freisetzung von IGFs

Die Proteolyse der IGFBPs wird als Hauptmechanismus zur Freisetzung der IGFs aus
den IGF/IGFBP-Komplexen angesehen. Die Affinitdt der gebildeten Fragmente zu den
IGFs sinkt und erhoht die Verfiigbarkeit der IGFs fiir die IGF-Rezeptoren (Maile und
Holly, 1999). Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene Proteasen IGFBPs in vitro
spalten konnen. Um die physiologische Bedeutung dieser Proteasen nachzuweisen,
miissen in vitro erzeugte definierte Fragmente in Grofle und benutzten Spaltstellen mit in
Vvivo isolierten Fragmenten {ibereinstimmen. Die IGFBP-Proteasen lassen sich in drei
Gruppen einteilen: Serinproteasen, Metalloproteasen und saure lysosomale Cathepsine
(Bunn und Fowlkes, 2003). In vivo scheinen das ,,pregnancy-associated plasma protein
A” (PAPPA) und Mitglieder der ,,a disintegrine and metalloproteinasen* (ADAM-
Familie) eine spezifische Rolle bei der Proteolyse von IGFBPs zu spielen (Kiibler et al.,

1998; Boldt und Conover, 2007; Kveiborg et al., 2008; Laursen et al., 2001).

12



Einleitung

Ein weiterer Mechanismus zur Freisetzung von IGFs aus IGFBP-Komplexen ist die
Phosphorylierung von IGFBPs. Fiinf der sechs IGFBPs (IGFBP-1, -2, -3, -5 und -6)
werden posttranslational durch Serin-Phosphorylierung in der mittleren Doméne
modifiziert (Coverley und Baxter, 1997; Shalamanova et al., 2008).

Abb. 3: Phosphorylierung und Dephosphorylierung von IGFBP-1
Die Phosphorylierung erhoht die Affinitét von IGF I fiir IGFBP-1 und hemmt dadurch die Interaktion von
IGF I mit dem IGF I-Rezeptor.

Fiir IGFBP-1 konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung die Affinitit zu IGF 1
etwa sechsfach erhoht (Jones et al., 1993), was zur Hemmung der IGF [-Wirkung iiber
den IGF I-Rezeptor fiihrt (Abb. 3), wihrend nicht-phosphoryliertes IGFBP-1 die
Wirkung von IGF I potenziert. Die Kinasen und Phosphatasen, die fiir die
Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung der IGFBPs verantwortlich sind, sind

unbekannt.

2.4.2. IGF-Bindungsprotein-1

IGFBP-1 wird von verschiedenen Geweben synthetisiert. Die Hauptproduktionsorte sind
Leber (Hepatozyten), Niere und Dezidua (Scharf et al., 1996; Irwin et al., 2001; Hise et
al., 2001; Rutkute und Nikolova-Karakashian, 2007). Der IGFBP-1-Spiegel im Serum
unterliegt tageszeitlichen Schwankungen und wird durch den Erndhrungszustand, durch
Hormone (Glucagon, Cortison, Insulin) und Zytokine beeinflusst. Bei unkontrolliertem
Diabetes mellitus, im Hunger oder anderen katabolischen Zustinden sind die IGFBP-1-
Spiegel 10-fach auf etwa 50-100 pg/l erhoht (Lee et al., 1993).

IGFBP-1 ist ein GH-unabhingiges Protein, das fiir die plazentale Entwicklung wichtig
ist, und dessen Expression wihrend frither Phasen der Leberschiddigung und
anschlieBender Reparaturvorginge stark erhoht ist (Crossey et al., 2002; Lee et al.,
1994). IGFBP-1 potenziert die Sensitivitdit von hepatischen Stellat-Zellen (HSC) fiir
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mitogenes IGF 1 (Scharf et al., 2004). Weiterhin wird IGFBP-1 kontinuierlich von
HepG2-Hepatomazellen sezerniert. Das aus Amnionfliissigkeit isolierte IGFBP-1 ist
maternalen Ursprungs und tritt in zwei Formen auf: phosphoryliertes und nicht-
phosphoryliertes IGFBP-1 (Coverley und Baxter, 1997; Crossey et al., 2002).

Die Struktur des IGFBP-1 ist gekennzeichnet durch eine globulére, konservierte N- und
eine C-terminale Domine, die durch einen nicht-konservierten, variablen und IGFBP-
spezifischen Bereich verbunden sind. An den Positionen S101, S109 und S169 sind die
Serinphosphorylierungsstellen lokalisiert (Abb. 4).

(A)
i 87
. Signalpeptid
P S101 . Cys-reiche Region
P) S109
. zentrale Region
234 ® 147
S169
(B)

Abb. 4: Struktur des IGFBP-1

A) Schematische Darstellung des Aufbaus von IGFBP-1 und Lokalisation der Serin-
Phosphorylierungsstellen. Die Nummerierung der Aminoséuren bezieht sich auf das reife IGFBP-1 nach
Abspaltung des Signalpeptides (rot) von 25 Aminoséuren.

B) 3 D-Struktur des IGFBP-1 mit Signalsequenz. Die Lokalisation der drei Serinphosphorylierungsstellen
(violett) ist angegeben (A. Dickmanns, Gottingen).
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Das Ausschalten des Igfbp-1-Gens bei der Maus veridndert nicht den Phénotyp gegeniiber
Wildtyp-Méusen. Die Méuse weisen keine embryonale Letalitit oder signifikante
Entwicklungsdefizite auf. Erwachsene Igfbp-17" Miuse sind fertil. AuBerdem wurden
keine  Unterschiede @ im  Blutglucose- oder  Seruminsulin-Spiegel = nach
Glucosebelastungstest beobachtet (Leu et al., 2003).

Es wurden auch verschiedene transgene Mauslinien erzeugt, die humanes IGFBP-1 unter
der Kontrolle verschiedener Promotoren entweder ubiquitir (Dai et al., 1994) oder in
Leberzellen (Gay et al, 1997) exprimieren. Die Tiere unterschieden sich durch
Wachstumsretardierung, durch die Rate prd- und postnataler Mortalitit und durch
Beeintriachtigung der Fertilitit weiblicher Méuse. Die Sequestrierung von IGFs durch
tiberexprimiertes IGFBP-1 kann aber nur partiell die beobachteten Verdnderungen

erklaren.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien und Reagenzien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, analyserein

verwendet.

Acrylamid 30 %/Bisacrylamid 0,8 %
Ammoniumacetat
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Bromphenolblau

BSA (bovine serum albumin)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Essigsdure

Ethanol

Formaldehyd

Glycerin

Glycin

Magnesiumchlorid
Mannose-6-Phosphat Barium-Salz
Mannose-6-Phosphat Dinatrium-Salz
Methanol

Milchpulver

Natriumacetat

Natriumcarbonat

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Natriumthiosulfat
N,N,N",N’"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
n-Octyl-R-D-glucopyranoside
Penicillin/Streptomycin-Losung (Pen/Strep)
Polyphenylenoxid (PPO)
Protein-A-Agarose

Rainbowmarker

Tris

Triton X-100

Tween 20

Trichloressigsdure
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Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Calbiochem, Schwalbach
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Amersham, Freiburg
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
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3.1.2. Gerate

Analysenwaagen Typ AC 100
Analysenwaagen Typ BP 2100 S
Blot-System, Transphor Typ SE 600

Elektrophoresekammer fiir Polyacrylamidgele

Filmentwicklungsmaschine
Gammastrahlenzihler, 1470 Wizard
Geltrockner Modell Gel Air Dryer
Heizblock Modell Thermostat 5320
Inkubationsschiittler Modell G25
Magnetriihrer Ika-Combimag Ret
Nalgene® Cryo 1 °C Freezing Container
Phasenkontrastmikroskop Modell ID 03
pH-Meter Knick 647
Sterilbank HS 12
Stickstoff-Einfriertank Typ Arpege 55
Zentrifugen:

Minifuge GL

Eppendorf Kiihlzentrifuge Modell 5417

Eppendorf Tischzentrifuge 5415 D

Sorvall RC 5C PLUS

3.1.3. Radioaktive Substanzen

[*°S]-Methionin, 1000 Ci/mmol
['*°J]-Natriumjodid, 100 mCi/ml

3.1.4. Zelllinien

BHK-Zellen (baby hamster kidney)

Mettler Waagen, Giessen

Sartorius, Gottingen

Hoefer Scientific Instruments, USA
Hoefer Scientific Instruments, USA
Agfa-Gevaert, Leverkusen

Wallac, Finnland

BioRad Herkules, USA

Eppendorf, Hamburg

News Brunswick Sc., USA

Janke & Kunkel, Staufen

Nagane, Rochester, USA

Zeiss, Oberkochen

Schiitt, Gottingen

Heraeus, Osterode

Air Liquide, Frankreich

Heraeus, Osterode

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Kendro Laboratory Products, USA

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

BHK-Zellen stabil mit cDNA fiir humanes IGFBP-1 (BHK-BP1)

HepG2-Zellen (humane hepatogene Zelllinie)
MDCK-Zellen (Madin-Darby canine kidney)

3.1.5. Zellkulturlésungen

,Dulbeccos Modified Eagle Medium*“ (DMEM), DMEM ohne Methionin, PBS
(,,Phosphate  Buffered Saline”) fiir die Zellkultur, Trypsin/EDTA-L6sung,
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) wurden von der Firma GIBCO/BRL, Eggenstein,
bezogen. Fotales Kilberserum (FKS) wurde von der Firma PAA, Osterreich geliefert.

Hitzeinaktiviertes und dialysiertes FKS wurde im Labor der Kinderklinik-Biochemie
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prapariert: dazu wurde FKS fiir 2 Stunden bei 56 °C hitzeinaktiviert und anschliefend
gegen 10 mM PBS dialysiert (AusschluBporengrof3e 14 kDa).

3.1.6. Antikorper

Ziege-anti-Kaninchen-IgG, Horseradish-

Peroxidase (HRP)-konjugiert Dianova, Hamburg

Polyklonales Antiserum gegen humanes

IGFBP-1 aus Kaninchen UBI, USA
Biotinyliertes IGF I (bIGF I) GroPep Ltd., Australien
Biotinyliertes IGF II (bIGF II) GroPep Ltd., Australien
Des(1-3)IGF-1 GroPep Ltd., Australien
Des(1-6)IGF-II GroPep Ltd., Australien
Streptavidin-HRP Pierce, USA

3.2. Zellbiologische Methoden

3.2.1. Kultivierung von Zelllinien

BHK-, BHK-BP1-, HepG2- und MDCK-Zellen wurden in DMEM mit 10 % FKS und
1 % Pen/Strep bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, kultiviert.

3.2.2. Konditionierung von Zellen

Um konditioniertes Medium zu gewinnen, wurden Zellen, die in 25-cm?-Flaschen
konfluent gewachsen waren, mit 5 ml DMEM, 1 % Pen/Strep und 0,05 % BSA
(DMEM/BSA) bei 37 °C kultiviert. Nach unterschiedlichen Zeiten (24, 48, 72 h) wurden
die Medien abgenommen und fiir 5 Minuten bei 1000 x g zentrifugiert. Der Uberstand

wurde abgenommen und fiir Experimente eingesetzt.
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3.2.3. Trypsinieren von Zellen

Kultivierte Zellen wurden mit PBS gespiilt und mit Trypsin (1 ml Trypsin pro 25-cm?-
Flasche) fiir 2-5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Trypsin wurde durch Zugabe von FKS-
haltigem Medium inaktiviert, die Zellen durch mehrfaches Aufsaugen mit einer Pipette
vereinzelt und die Zellzahl in einer Neubauer-Zéhlkammer bestimmt. Fiir die
Experimente wurden BHK- oder HepG2-Zellen in einer Dichte von 2,5-3 x 10° in 35-
mm-Zellkulturplatten ausgesit. Die Zellen wurden fiir 2-3 Tage kultiviert, bis sie flir

Experimente eingesetzt wurden.

3.2.4. Gefrierkonservierung und Revitalisierung von Zellen

Zur Konservierung wurden konfluent gewachsene Zellen trypsiniert, in FKS-haltigem
Medium aufgenommen und fiir 5 Minuten bei 1000 x g sedimentiert. Nach Absaugen des
Uberstandes wurden die Zellen aus 25-cm?-Flaschen in ca. 3 ml Einfriermedium (10 %
DMSO und 10 % FKS in DMEM) aufgenommen, iiber Nacht bei -80 °C in
Einfrierrdhrchen in einem ,Nalgene® Cryo 1 °C Freezing Container eingefroren und
anschlieBend in fliissigen Stickstoft iiberfiihrt.

Zur Revitalisierung wurde ein Einfrierrohrchen fiir ca. 1 Minute bei Raumtemperatur
angewdrmt und anschlieend im Ethanolbad bei 37 °C aufgetaut, bis nur noch ein kleiner
Eiskern zu sehen war. Die Zellsuspension wurde in 5 ml kaltem DMEM (mit 10 % FKS
und 1 % Pen/Strep) aufgenommen und anschlieBend 5 Minuten bei 1000 x g
sedimentiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen in 5 ml Medium resuspendiert
und in eine Zellkulturflasche (25 cm?) iiberfiihrt. Am nichsten Tag wurde das Medium

gewechselt.

3.2.5. [***J]-ASB-Endozytose

Rekombinante humane Arylsulfatase B (ASB) stand als [125

[]-markiertes Protein zur
Verfiigung. HepG2-Zellen wurden in einer Dichte von 2,5 bis 3 x 10° Zellen pro 35-mm-
Zellkulturschale ausgesdt und fiir 2 bis 3 Tage kultiviert. AnschlieBend wurden die
Zellen 3 x mit PBS gewaschen und fiir 1 Stunde in DMEM/BSA vorinkubiert. Danach
wurden den Zellen ['*I]-ASB fiir weitere 3 Stunden in An- bzw. Abwesenheit des
kompetetiven Inhibitors Mannose-6-Phosphat (M6P) (10 mM) zur Aufnahme angeboten.

Nach Entfernen des Mediums wurden die Zellen auf Eis 5 x mit kaltem PBS gewaschen
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und oberflaichengebundene ASB durch zwei Waschschritte mit M6P (2 mM) fiir 5
Minuten bei 4 °C entfernt. Nach drei weiteren Waschschritten mit PBS wurden die
Zellen in 1 ml PBS abgeschabt, sedimentiert und solubilisiert. Die zellassoziierte
Radioaktivitit wurde im Gammastrahlenzihler gemessen und die Proben unter nicht-

reduzierten Bedingungen durch SDS-PAGE und Autoradiografie analysiert.

3.2.6. Metabolische Markierung von Zellen mit [*>S]-Methionin

Hungermedium Methionin-freies DMEM
1%  Glutamin
1%  FKS (hitzeinaktiviert, dialysiert)

Pulse-Medium Methionin-freies DMEM
1%  Glutamin
1 %  FKS (hitzeinaktiviert, dialysiert)
[*°S]-Methionin (60 pCi/700 ul)

Chase-Medium Methionin-freies DMEM
1%  Glutamin
1 %  FKS (hitzeinaktiviert, dialysiert)
Methionin (250 pg/ml)

Lysispuffer PBS
1%  n-Octyl-B-D-glucopyranoside
Proteinase-Inhibitor-Cocktail

HepG2-Zellen wurden in einer Dichte von 2,5-3 x 10° in 35-mm-Zellkulturplatten
ausgesdt und fiir 3 Tage kultiviert. Die Zellen wurden 3 x mit 2 ml PBS gewaschen und
anschliefend fiir 1 Stunde bei 37 °C mit 2 ml Methionin-freiem Hungermedium
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 15 Minuten bei 37 °C mit 700 ml [>°S]-
Methionin-haltigem Medium (60 pCi) metabolisch markiert (,,Pulse®). Die Zellen einer
Platte wurden danach mit eiskaltem PBS (3 x mit 2 ml) gewaschen und direkt in 700 pl
Lysispuffer abgeschabt. Parallel wurden Platten nach dem Pulse mit 700 pl nicht
radioaktivem Medium fiir verschieden lange Zeiten bei 37 °C inkubiert (,,Chase®).
Danach wurden die Chase-Medien abgenommen und gegebenenfalls eingefroren. Die
Zellen wurden in 700 pl Lysispuffer abgeschabt. Zellextrakte und Medien wurden dann

fiir die Immunprazipitation von IGFBP-1 verwendet.
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3.3. Proteinchemische Methoden

3.3.1. Ethanol-Fallung von sezernierten Proteinen

Probenpuffer (2 x) fiir SDS-PAGE 250 mM Tris-HCL, pH 6,8
2% SDS
20 % Glycerin
0,012 % Bromphenolblau
Probenpuffer (2 x) fiir Nativ-PAGE 250 mM Tris-HCI, pH 6,8
20 % Glycerin

0,012 % Bromphenolblau

Aus 300 pl konditioniertem Medium wurden Proteine durch Zusatz von 700 pl eiskaltem
absoluten Ethanol wéhrend einer Inkubation fiir 3 Stunden bei -20 °C gefillt. Die Proben
wurden anschlieBend fiir 15 Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und die prézipitierten Proteine bei Raumtemperatur getrocknet. Die
prézipitierten Proteine wurden nun in Probenpuffer (2 x) aufgenommen, 1:1 mit ddH,O
verdiinnt und dann bei 95 °C fiir 5 Minuten gekocht. AnschlieBend wurden die
Uberstéinde zur SDS-Polyacryamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) oder Nativ-PAGE

eingesetzt.

3.3.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Acrylamidlosung 30 % Acrylamid
0,8 % Bisacrylamid
Trispuffer (Trenngel) 1,5M Tris-HCI, pH 8,8
0,4 % SDS
Trispuffer (Sammelgel) 0,5M Tris-HCI, pH 6,8
0,4 % SDS
APS-Losung 10 % APS, rekristallisiert
TEMED
Anodenpuffer 192 mM Glycin
50 mM Tris-HCI, pH 8,6
Kathodenpuffer 192 mM Glycin
50 mM Tris-HCI, pH 8,6
0,1 % SDS

0,001 % Bromphenolblau
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Bei der SDS-PAGE werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Hier
wurde die SDS-PAGE in modifizierter Form nach Laemmli (1970) angewendet, wobei
zusitzlich ein diskontinuierliches Puffersystem zur besseren Auftrennung der
Proteinbanden eingesetzt wird. Das Gel besteht aus einem Sammelgel (4 % Acrylamid;
0,12 % Tris-HCI pH 6,8; 0,1 % SDS; 0,33 % APS; 1 % TEMED) und dem eigentlichen
Trenngel (5-15 % Acrylamid; 0,375 M Tris-HCI pH 8.8; 0,1 % SDS; 0,8 % APS; 0,08 %
TEMED). Zundchst wurde die Losung fiir das Trenngel zwischen zwei Glasplatten
(180 x 140 mm) gegossen, die durch 1,5 mm dicke Abstandshalter getrennt und durch
Einspannen in eine geeignete GieBBvorrichtung seitlich und unten gut abgedichtet waren.
Nach Uberschichten mit ddH,O erfolgte die Polymerisation des Geles fiir mindestens 20
Minuten. AnschlieBend wurde das Sammelgel gegossen und ein Probenkamm
eingesteckt. Nach erneuter 20-miniitiger Polymerisation wurden die im Probenpuffer
solubilisierten Proben aufgetragen und vorsichtig mit Kathodenpuffer iiberschichtet. Die
Acrylamid-Konzentration der Trenngele variierte zwischen 10 und 15 %. Die
Auftrennung erfolgte in einer mit Anodenpuffer gefiillten Kammer bei Raumtemperatur

und 50 mA/Gel fir ca. 3 Stunden.

3.3.3. Native PAGE

Im Gegensatz zur SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, bei der Proteine nur anhand
ithrer Grofle aufgetrennt werden, erfolgt bei der nativen Gelelektrophorese eine Trennung
nach Ladung und Grof3e des Proteins. Somit wird die Darstellung von Proteinen mdoglich,
die sich bei gleichem Molekulargewicht nur in einer Eigenladung voneinander
unterscheiden. Die native PAGE wird besonders dann eingesetzt, wenn multimere
Proteine oder Proteinkomplexe im Gel detektiert werden bzw. um Proteine aufzutrennen,
die sich mit anderen Elektrophoreseverfahren nicht trennen lassen, wie phosphorylierte
und nicht-phosphorylierte Varianten desselben Proteins. Um die aufzutrennenden
Proteine gefaltet zu halten, miissen die Puffer an die Erfordernisse der Proteine angepasst
werden. Dieses Verfahren unterscheidet sich von der SDS-PAGE dadurch, dass bei
samtlichen Reagenzien SDS durch ddH,O ersetzt wird und anstatt des Kathodenpuffers

Anodenpuffer verwendet wird.
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3.3.4. Tris-/Tricin-SDS-PAGE

Acrylamidlosung 30 % Acrylamid
0,8 % Bisacrylamid
Trispuffer (Trenngel) 3iM Tris-HCI, pH 8,45
0,3 % SDS
Trispuffer (Sammelgel) 3M Tris-HCI, pH 8,45
0,3 % SDS
Glycerol
APS - Losung 10 % APS, rekristallisiert
TEMED
Anodenpuffer 02M Tris-HCI, pH 8,9
Kathodenpuffer 0,1M Tris-Base
0,1 M Tricin
0,1 % SDS

Die elektrophoretische Trennung von Proteinen durch SDS-PAGE mit Hilfe von Tricin
wurde erstmals von Schigger und Jagow (1987) beschrieben. Durch den Einsatz von Tricin
bei der Elektrophorese wird eine bessere Auflosung bei der Trennung von Proteinen mit
einem Molekulargewicht von weniger als 30 kDa erzielt. Auch dieses Gel besteht aus
Sammelgel (4 % Acrylamid; 0,1 M Tris-HCI, pH 8,45; 0,1 % APS; 0,1 % TEMED) und
einem Trenngel (10 % Acrylamid; 0,75 M Tris-HCI, pH 8,45; 1 % Glycerol; 0,16 % APS;
0,03 % TEMED) Die Tris-/Tricin-SDS-PAGE unterscheidet sich vom Tris-Glycin- bzw.
Tris-HCI-System durch die Verwendung eines einzigen Gelpuffers mit pH 8,45 und Tricin
im Austausch gegen Glycin im Kathoden- bzw. Anodenpuffer.

3.3.5. Elektrontransfer von Proteinen auf Nitrozellulose

Transferpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
20 % Methanol

Fiir den Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden Trenngel und
Nitrozellulose zwischen drei Lagen transferpuffergetrinkten Whatman 3 MM Papiere
gelegt. Der Elektrotransfer der Proteinen erfolgte in einer groflen, mit Transferpuffer

gefiillten, Nassblott-Kammer fiir 90 Minuten bei 900 mA und 4 °C.
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Bei Nativgelen wurden Nitrozellulosemembran und Gel vor dem Transfer fiir 20

Minuten in Transferpuffer eingelegt.

3.3.6. Westernblot

Blockpuffer 10 mM PBS

0,05 % Tween-20

5% fettfreies Milchpulver
Waschlosung 10 mM PBS

0,05 % Tween-20

ECL-Reagenz

Losung 1 250 mM Luminol
90 mM p-Cumarsdure
IM Tris/HCI pH 8,5
ddH,O
Losung 2 30 % H,0,
IM Tris/HCI pH 8,5
ddH,O

Zur spezifischen Detektion von Proteinen wurden Westernblot Analysen durchgefiihrt.
Der Elektrotransfer von Proteinen aus dem SDS-Gel auf Nitrozellulosemembranen geht
auf Towbin et al. (1979) zuriick.

Nach dem Transfer der Proteine wurde die Nitrozellulosemembran fiir 25 Minuten in
Blockpuffer inkubiert. Die Inkubation mit anti IGFBP-1 Antikorper in einer Verdiinnung
von 1:1000 in Blockpuffer erfolgte fiir I Stunde bei Raumtemperatur. Danach wurde die
Nitrozellulosemembran 1 x 15 Minuten und 3 x 5 Minuten mit Waschlosung gewaschen
und mit dem HRP-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen-IgG 1:10.000 in Blockpuffer
inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte die Detektion durch ,.enhanced

chemoluminecence* (ECL) auf Kodak X-OMAT AR Filmen.

3.3.7. Ligandblot

Bei einem Ligandblot wird das nachzuweisende Protein, anders als beim Westernblot,
nicht mit einem Antikorper, sondern mit einem bestimmten Liganden des Proteins
detektiert. Dabei wurde die Nitrozellulose nach dem Elektrotransfer der Proteine
zundchst fiir 25 Minuten in Blockldsung bei Raumtemperatur inkubiert, gefolgt von einer

einstiindigen Inkubation mit biotinyliertem IGF II (1:1000 in Blocklosung) bei
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Raumtemperatur. AnschlieBend wurde die Nitrozellulosemembran 1 x 15 Minuten und
3 x 5 Minuten gewaschen und mit Streptavidin-HRP (1:5000 in Blocklosung) fiir
1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen der Nitrozellulose

erfolgte der Nachweis der Proteine ebenfalls durch ECL und Belichtung.

3.3.8. Immunprazipitation

Die Zellextrakte (700 ul) wurden mit 700 pl ddH,O und die Chase-Medien mit 700 pl
Lysispuffer gemischt. Nach Zugabe von 80 pl Protein-A-Agarose-Suspension (in
Lysispuffer gewaschen, 1:1 in Lysispuffer verdiinnt) und 1 pl Prdimmunserum aus
Kaninchen je Ansatz wurden die Proben fiir 1 Stunde bei 4 °C auf dem Drehrad
priinkubiert. Danach wurden die Agarosebeads kurz anzentrifugiert, die Uberstinde
abgenommen und mit 2 pl des spezifischen Antikorpers (anti IGFBP-1) bei 4 °C fiir 6
Stunden auf dem Drehrad inkubiert. Nach erneuter Zugabe von 80 ul Protein-A-Agarose
je Probe und einer Inkubation von 1 Stunde bei 4 °C auf dem Drehrad wurden die
Protein-A-Agarose-Antigen-Komplexe abzentrifugiert, gewaschen und in 110 pl
Probenpuffer 5 Minuten gekocht. Nach kurzem Zentrifugieren wurden die Uberstinde

durch Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese aufgetrennt.

3.3.9. Impréagnierung von Polyacrylamidgelen ftir die Fluorografie

Um [*°S]-markierte Proteine nach Polyacrylamid-Gelelektrophorese sichtbar zu machen,
wurden die Gele nach dem Protokoll von Bonner und Laskey (1974) mit PPO
(Diphenyloxazol in DMSO) imprégniert. AnschlieBend wurden die Gele zwischen zwei
Celluphan-Folien getrocknet, und die radioaktiv markierten Proteine durch Fluorografie

auf Kodak X-OMAT AR Filmen detektiert.

3.3.10. Entfernung von Liganden unter sauren Pufferbedingungen

Um eventuell an die Oberfliche gebundenes IGFBP-1, dessen Phosphorylierungszustand
unklar ist, zu entfernen, wurden die Zellen in einem Puffer mit saurem pH (< 3) bei 4 °C

inkubiert .

Waschpuffer I (pH 2,5): 0,15 M NaCl, 50 mM Glycin, 0,1 % BSA
Waschpuffer II (pH 2,8): 0,2 M Essigsaure, 0,5 M NaCl
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Nach Konditionierung wurden die Medien von HepG2-Zellen abgenommen und zur
EtOH-Féllung eingesetzt. Die Zellen wurden 3 x in PBS gewaschen und danach mit
Waschpuffer 1 oder II fiir 5 Minuten inkubiert. 0,5 ml der jeweiligen Waschpuffer

wurden zur EtOH-Féllung eingesetzt.

26



Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1. Nachweis phosphorylierter und nicht-phosphorylierter
IGFBP-1 Formen

Um phosphorylierte und nicht-phosphorylierte IGFBP-1 Formen voneinander
unterscheiden zu konnen, wurden verschiedene Elektrophoreseverfahren mit
anschlieBendem Westernblot fiir humanes (h) IGFBP-1 miteinander verglichen.

Bei den unterschiedlichen Methoden wurden jeweils verschieden lang konditionierte
Medien (24, 48, 72 Stunden) von BHK-Zellen, von hIGFBP-1 iiberexprimierenden
BHK-Zellen (BHK-BP1) sowie von der menschlichen Hepatomazelllinie HepG2

eingesetzt.
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Abbildung 5: Identifizierung phosphorylierter und nicht-phosphorylierter IGFBP-1 Formen

Aliquots von Medien wurden fiir 24 bis 72 Stunden (h) konditioniert und mittels Tricin-PAGE (A), SDS-
PAGE (B) und Nativ-PAGE (C) aufgetrennt und durch IGFBP-1 Westernblot analysiert. Die Positionen der
Molekulargewichtstandardproteine (in kDa) sind gekennzeichnet (A, B). In C kommen nicht-
phosphorylierte (a) und phosphorylierte (b, 1-5) IGFBP-1 Formen zur Darstellung.

Bei Verwendung einer Tricin-PAGE ist die Darstellung des 29 kDa hIGFBP-1 im
Westernblot moglich, jedoch nicht die Identifikation verschiedener phosphorylierter
Formen (Abb. 5A). In nicht-transfizierten BHK-Zellen ist hIGFBP-1 erwartungsgeméf
nicht nachweisbar. Der Vergleich von hIGFBP-1 iiberexprimierenden BHK-Zellen und
HepG2-Zellen zeigt, dass von der Hepatomazelllinie mehr IGFBP-1 synthetisiert und
sezerniert wird (Abb. 5A).

Bei Anwendung der herkdmmlichen SDS-PAGE ist wieder hIGFBP-1 als scharfe 29 kDa
Bande in Medien von BHK-BP1-Zellen nachweisbar, wihrend eine 29-31 kDa
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hIGFBP-1 Bande in Medien von HepG2-Zellen detektiert wurde. Die breitere,
unschirfere Bande bei Medien von HepG2-Zellen deutet auf posttranslationale
Modifikation hin (Abb. 5B).

In der Nativ-PAGE erfolgt eine Proteinauftrennung nach ihrer Eigenladung, im
Gegensatz zur SDS-PAGE, bei der nur eine Auftrennung nach Proteingrofle erfolgen
kann. Wie zu erwarten war, konnen bei Auftrennung von IGFBP-1 aus Medien von
HepG2-Zellen in der Nativ-PAGE fiinf verschiedene phosphorylierte Formen dargestellt
werden. In Medien von BHK-BP1-Zellen waren dagegen nur zwei IGFBP-1
immunreaktive Banden mit einer geringeren elektrophoretischen Mobilitdt erkennbar
(Abb. 5C). Somit ist die Nativ-PAGE geeignet, phosphorylierte IGFBP-1 Molekiile von
unphosphorylierten zu unterscheiden.

Zum Vergleich mit dem Westernblot wurde ein Ligandblot mit biotinyliertem (b) IGF-II
durchgefiihrt (Abb. 6A, C). Wihrend der IGFBP-1 Westernblot eindeutig zeigt, dass nur
in Medien von BHK-BP1- und HepG2-Zellen IGFBP-1 sezerniert wurde (Abb. 6B), ist
nur die nicht-phosphorylierte IGFBP-1 Form in Medien von BHK-BP1-Zellen in der
Lage, bIGF-II zu binden. Auch Medien von Zellen, die humanes IGFBP-3
tiberexprimieren, zeigen wenig Bindungsfahigkeit (Abb. 6A)

Ligand Blot Western Blot Ligand Blot
Aalaslaalasldalas (h) | 48 |48 1 72 (h) 48|48 |72

(h

46 -
2| - 017 a=l@® O — e

20+

(A) (B) ©)

Abbildung 6: Vergleich von IGFBP-1 Westernblot mit bIGF-11 Ligandblot

A) Aliquots der Medien von verschiedenen kultivierten Zellen (IGFBP-3 iiberexprimierende MDCK-
Zellen=MDCK-BP3, IGFBP-1 iiberexprimierende BHK-Zellen=BHK-BP1, HepG2-Zellen) wurden fiir
48 Stunden konditioniert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch IGF-II Ligandblot analysiert. B, C)
Aliquots der Medien von verschiedenen kultivierten Zellen (vektortransfizierte BHK-Zellen=BHK-vt,
BHK-BP1-Zellen, HepG2-Zellen) wurden fiir 48 Stunden und 72 Stunden konditioniert, durch SDS-PAGE
aufgetrennt und durch Westernblot (B) bzw. durch IGF-II Ligandblot (C) analysiert.
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Die Resultate deuten darauf hin, dass die Phosphorylierung des IGFBP-1 in HepG2-
Zellen die Bindung von bIGF-II verhindert. In Medien von vektortransfizierten BHK-
Zellen ist ein 29 kDa Polypeptid nachweisbar, dass nicht mit anti IGFBP-1 Antikdrpern
reagiert, aber IGF-II bindet (Abb. 6B, C).

4.2. Experimenteller Ansatz zur Identifizierung der IGFBP-1-
Kinase

4.2.1. Strategie der Komplementationsklonierung

Um die Kinase zu identifizieren, die IGFBP-1 im sekretorischen Weg der Zelle
phosphoryliert, sollte {iberpriift werden, ob eine Komplementationsklonierung sinnvoll
ist. Dazu sollte die Transfektion einer humanen Leber-cDNA-Bank in BHK-BPI
iiberexprimierende BHK-Zellen, die humanes IGFBP-1 selbst nicht phosphorylieren
konnen, erfolgen, mit dem Ziel, dass eine transfizierte ¢cDNA, die in BHK-Zellen
fehlende Kinase kodiert und durch den Nachweis von phosphoryliertem IGFBP-1
identifiziert werden kann (Abb. 7A). Die cDNA-Bank sollte anfinglich in 48 Pools
geteilt werden, die je ca. 2500 Klone enthalten. Zwei Tage nach Transfektion sollten die
Medien der 48 BHK-BP1-Pools nach Nativ-PAGE im IGFBP-1 Westernblot analysiert
werden. Der cDNA-Pool mit dem sich eine positive Phosphorylierung nachweisen lisst,
sollte erneut in 48 Pools zu jeweils 200 Klonen geteilt und neue BHK-BP1-Zellen
transfiziert werden. Nach weiteren Poolverdiinnungen sollten Einzelklone erhalten
werden, die die Identifizierung, Klonierung und Charakterisierung der Kinase erlauben.
Fir diese Methode ist jedoch der Nachweis phosphorylierten IGFBP-1 in Medien
notwendig, in denen gegebenenfalls nur eine einzelne Zelle komplementiert wurde

(Abb. 7B).
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(B)

< BHK-BPI iiberexprimierende BHK-Zellen
Einzelklon (transfiziert mit hIGFBP-1-Kinase cDNA)

Abb. 7: Schematische Darstellung der Komplementationsklonierungstrategie zur Identifikation der
hIGFBP-1 Kinase

A): Strategie der Komplementationsklonierung zur Identifikation und Klonierung der hIGFBP-1-Kinase
B): Schematische Darstellung einer BHK-BP1-Zelle, die die humane IGFBP-1-Kinase exprimiert (rot)

4.2.2. Sensitivitat verschiedener Nachweisverfahren phosphorylierter
hIGFBP-1 Formen

4.2.2.1. IGFBP-1 Westernblot

Um die Sensitivitit der zur Verfiigung stehenden Methode zu testen, wurden zunichst in
einer Verdiinnungsreihe hIGFBP-1 iiberexprimierende BHK-Zellen mit nicht-
transfizierten BHK-Zellen im Verhéltnis 1:1, 1:4, 1:9, 1:24, 1:49, 1:99 gemischt (Abb.
8). Nach 72 Stunden Konditionierung wurden die Medien im IGFBP-1 Westernblot
getestet. Eine IGFBP-1 immunreaktive Proteinbande war in den Medien bis zu einer

Verdiinnung von 1:4 nachweisbar.
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Abbildung 8: Vorversuch zur Komplementationsklonierung mit konditionierten Medien von BHK-
BP1- und untransfizierten BHK-Zellen

Die Medien der Mischkulturen von BHK-BP1- und untransfizierten BHK-Zellen wurden fiir 72 Stunden
konditioniert und nach Ethanol-Fillung im IGFBP-1 Westernblot durch SDS-PAGE analysiert.
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Die Ergebnisse zeigen, dass sich eine Komplementationsstrategie zur Identifizierung der
IGFBP-1-Kinase mit diesem Nachweissystem nicht eignet.

Parallel sollte getestet werden, wie hoch die Empfindlichkeit zum Nachweis
phosphorylierter IGFBP-1 Formen in Medien von partiell komplementierten BHK-BP1-
Zellen ist. Dazu wurden Medien von HepG2-Zellen, die phosphoryliertes IGFBP-1
enthalten, mit Medien aus BHK-BPI-Zellen, die nicht-phosphoryliertes IGFBP-1
enthalten, im Verhéltnis 1:1, 1:4, 1:7, 1:10, 1:20, 1:40, 1:100 gemischt. AnschlieBend
erfolgte der Nachweis von IGFBP-1 {iber eine Nativ-PAGE und IGFBP-1 Westernblot
(Abb. 9). Dieser Versuch zeigt, dass nur bis zu einer 10-fachen Verdiinnung der Medien

phosphorylierte Formen von IGFBP-1 nachgewiesen werden kdnnen.

CMHep G2[wl | 100 | 100 50 30 20 10 5 2 —
CMBHK-BP1[pl | — | 100 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 200

Abbildung 9: Mischexperiment mit konditionierten Medien von HepG2-Zellen und IGFBP-1
Uberexprimierenden BHK-Zellen

Die Medien von HepG2- und BHK-Zellen wurden fiir 72 Stunden konditioniert (CM), im angegebenen
Verhiltnis gemischt und nach Ethanol-Féllung durch Nativ-PAGE im IGFBP-1 Westernblot analysiert.
Die Position nicht-phosphorylierter (a) und phosphorylierter (b) IGFBP-1 Formen sind angezeigt.

Auch dieses Experiment dokumentiert, dass der Nachweis einer einzelnen BHK-BP1-
Zelle, die gegebenenfalls durch eine humane IGFBP-1-Kinase komplementiert wurde,
durch Darstellung phosphorylierter IGFBP-1 Formen in 72 Stunden konditionierten

Medien durch Westernblot nicht mdglich sein wird.

4.2.2.2. Immunprazipitation von phosphoryliertem IGFBP-1

Um die Sensitivitit des Nachweises phosphorylierter IGFBP-1 Formen zu erhohen,
sollten Bedingungen getestet werden, um IGFBP-1 immunzuprizipitieren. Damit konnte
z.B. nach metabolischer Markierung mit [*>S]-Methionin die Menge nachweisbarer
sezernierter IGFBP-1 Formen wesentlich reduziert werden. Zuerst wurden nicht-
radioaktive konditionierte Medien von HepG2-Zellen fiir Immunprézipitationsversuche
eingesetzt. Die Verwendung verschiedener Prizipitationpuffer mit und ohne Zugabe von
SDS zeigt, dass bei einer nachfolgenden Nativ-PAGE die Darstellung der IGFBP-1
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Formen deutlicher ist, wenn kein SDS im Prézipitationpuffer enthalten ist (Abb. 10). Die
Menge immunprézipitierten IGFBP-1 entspricht der aus gleichen Volumina der Medien
mittels EtOH-Féllung prizipitierten IGFBP-1 (Abb. 10). Wenn immunprézipitiertes
IGFBP-1 durch SDS-PAGE aufgetrennt wurde, war die Intensitdt des nachweisbaren
IGFBP-1 é&hnlich (Abb. 10). Wenn Priimmunserum eingesetzt wurde, konnte
erwartungsgemall kein IGFBP-1 prézipitiert werden.

Immunoprazipitation F;ﬁﬁg
oIGFBP-1 | Pré-
mmun
. + _ SDS

native PAGE

SDS PAGE

Abbildung 10: Immunoprazipitation von IGFBP-1 aus konditionierten Medien von HepG2-Zellen
Medien mit (+) und ohne (-) Zusatz von SDS (0,2 %) wurden mit Antikérpern (o) gegen hIGFBP-1 oder
Praimmunserum inkubiert und die Immunkomplexe durch native PAGE oder SDS-PAGE aufgetrennt und
durch IGFBP-1 Westernblot dargestellt. Eine Ethanolfdllung als etablierte Methode zum Nachweis von
IGFBP-1 im Medium stellte sicher, dass IGFBP-1 im Medium enthalten war.

Im Weiteren wurden Variationen verschiedener Parameter zur Immunprézipitation von
IGFBP-1 getestet. Verschiedene Mengen konditionierter Medien aus HepG2-Zellen und
BHK-BP1-Zellen wurden mit 1 bzw. 2 pl anti IGFBP-1 Serum inkubiert, um die zu
prazipitierende Menge des vorhandenen IGFBP-1 in Abhingigkeit von der Menge des
eingesetzten Antiserums zu testen. Als Kontrolle fiir die Menge an immunprézipitierten
IGFBP-1 diente die EtOH-Fillung aller Proteine aus 0,2 bzw. 0,3 ml konditioniertem
Medium (Abb. 11).

Die Ergebnisse zeigen, dass 1 pl anti IGFBP-1 Serum ausreicht, um die Gesamtmenge
an IGFBP-1 aus 0,2 ml Medien von HepG2-Zellen, das fiir 72 Stunden konditioniert
wurde, zu prézipitieren (Abb. 11, Bahn 1, 2). Aus Medien von BHK-BP1-Zellen, die
weniger IGFBP-1 pro Zeit sezernieren, kann 1 pl anti IGFBP-1 Serum IGFBP-1 aus bis
zu 1 ml konditionierten Mediums komplett prazipitieren (Abb. 11, Bahn 5-9). Fiir die

Prizipitation von IGFBP-1 aus konditionierten Medien mit Volumina groBer als 1 ml
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sind mehr als 1 pl anti IGFBP-1 Serum notwendig (Abb. 11, Bahn 10). Wenn
Priimmunserum eingesetzt wurde, konnte kein IGFBP-1 prézipitiert werden (Abb. 11,
Bahn 4). In der Bahn 3 ist IGFBP-1 dargestellt, das aus 0,3 ml von BHK-BP1 Medien
durch Ethanol fallbar war.

Hep G2 BHK-BP1
Methode |EtOH| IP |EtOH IP
alGFBP-1[ul] | — 1 — | Pra 1 2
CM [ml] 0,2 0,3 06 |12 | 03 |06 | 1.2
30 kDa— .- Lie o e e

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abbildung 11: Immunprézipitation von IGFBP-1 aus konditionierten Medien von HepG2-Zellen und
BHK-BP1-Zellen

Aus Medien von HepG2-Zellen und BHK-BP1-Zellen wurde IGFBP-1 immunprézipitiert (IP) in
Abhingigkeit von der Menge des eingesetzten Mediums (CM) sowie der Menge des eingesetzten anti (o)
IGFBP-1 Serums und anschlieBender Nativ-PAGE und IGFBP-1 Westernblot-Analyse. Die EtOH-Fallung
stellte sicher, dass die Medien IGFBP-1 enthielten.

4.2.2.3. Nachweis phosphorylierter Formen des IGFBP-1 durch Pulse-Chase-
Markierung

Als weitere Methode zum sensitiven Nachweis phosphorylierter Formen des IGFBP-1
wurde eine metabolische Markierung von HepG2-Zellen mit [*>S]-Methionin mit
anschlieender Immunprézipitation durchgefiihrt. Abbildung 12A zeigt, dass nach einer
10 miniitigen Markierung der Zellen mit [*>S]-Methionin (Pulse) eine nicht-
phosphorylierte Hauptbande im Nativgel nachweisbar war. Nach weiterer Inkubation der
Zellen im radioaktivititsfreien Medium (Chase) fiir 10 Minuten waren bereits alle 5
phosphorylierten IGFBP-1 Formen intrazelluldr sichtbar. Die Intensitdt nicht
phosphorylierter IGFBP-1 Formen nimmt mit fortschreitender Chase-Zeit ab. 20
Minuten nach Synthese sind die ersten Spuren phosphorylierten IGFBP-1 aus den
Medien prézipitierbar. Eine Stunde nach Synthese ist die gesamte Menge des
neusynthetisierten IGFBP-1 sezerniert worden. Dieses Ergebnis ldsst darauf schliefen,
dass die Phosphorylierung von IGFBP-1 unmittelbar nach Synthese bzw. sofort und
wiéhrend der Synthese des Polypeptids co-translational im sekretorischen Weg der Zelle

erfolgt (Abb. 12A).
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Um zu kontrollieren, ob durch Immunprézipitation quantitativ IGFBP-1 gefillt werden
kann, wurde aus konditionierten Medien von HepG2-Zellen die Menge an IGFBP-1, die
durch Ethanolféllung prézipitiert werden kann, mit der Menge an IGFBP-1, die durch
Immunprézipitation gewonnen wird, im Westernblot verglichen. Wie in Abbildung 12B
zu sehen ist, sind die Mengen und Formen von IGFBP-1, die durch Immunprizipitation
darstellbar sind, vergleichbar mit denen durch Ethanolfillung prazipitierten IGFBP-1.
Die Deutlichkeit der Darstellung phosphorylierter [*°S]-markierter IGFBP-1 Formen,
besonders intrazelluldr und im Verlauf der Zeit nach Synthese, ist jedoch nur nach
radioaktiver Markierung und Immunprézipitation zu erreichen (Abb. 12A). Weitere

Versuche mit verdnderten Pulse- und Chasezeiten sollten dieses Ergebnis bestétigen.

Zellen Medien Medien
Chase[min] | 0 |10 [20[30|40| 60 (10|20 30 {40 | 60 IP |EtOH

TENEE kg

(A) (B)

Abbildung 12: Pulse/Chase von HepG2-Zellen mit anschlielender Immunprézipitation und
Kontrollmedium

A) Eine metabolische Markierung von HepG2-Zellen mit [**S]-Methionin (Pulse) mit anschlieBender
Inkubation der Zellen im radioaktivititsfreien Medium (Chase) wurde durchgefiihrt. Danach wurden die
nicht-phosphorylierten (a) bzw. die phosphorylierten (b) IGFBP-1 Formen durch Nativ-PAGE aufgetrennt
und durch Fluorografie sichtbar gemacht. B) Als Kontrolle, ob IGFBP-1 quantitativ durch
Immunprézipitation dargestellt werden kann, wurde die IGFBP-1 Ausbeute aus Medien von HepG2-
Zellen mit der mittels EtOH-Féllung erhaltenen Menge und Formen von IGFBP-1 nach Nativ-PAGE im
Westernblot verglichen.

In einem anderen Versuch wurde wieder eine Pulse/Chase-Markierung durchgefiihrt.
Nach einer 10-miniitigen Markierung von HepG2-Zellen mit [*°S]-Methionin (Pulse)
wurden die Zellen im radioaktivititsfreien Medium (Chase) unterschiedlich lang weiter
inkubiert und anschlieBend immunprazipitiert.

Die Auftrennung von IGFBP-1 erfolgte nun zum einen durch Nativ-PAGE und zum
anderen durch SDS-PAGE. Bei diesem Experiment werden vorangegangene Ergebnisse
bestitigt; die Darstellung einzelner phosphorylierter IGFBP-1 Formen ist auch bei
radioaktiver Markierung der HepG2-Zellen mit [*°S]-Methionin nur iiber Nativ-Gele
moglich (Abb. 13).
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Abbildung 13: Analyse von neusynthetisierten [**S]-IGFBP-1 mittels Nativ-PAGE und SDS-PAGE
HepG-Zellen wurden fiir 10 Minuten mit [*°S]-Methionin markiert (Pulse) und anschlieBend fiir 2-40
Minuten mit nicht-radioaktiven Medien inkubiert (Chase). Danach wurde hIGFBP-1 aus Zellextrakten und
Chase-Medien immunoprézipitiert. Die Prézipitate wurden geteilt und entweder durch Nativ- oder SDS-
PAGE aufgetrennt und durch Fluorografie sichtbar gemacht.

nicht phosphoryliert—

phosphoryliert [

nicht phosphoryliert

4.3. Ausschluss von IGFBP-1-Kinasen an der Zelloberflache

Das menschliche Genom kodiert fiir 518 Kinasen, ca. 70 davon gehoren zur Familie der
sogenannten Serin/Threonin-AGC-Kinasen (Manning et al., 2002), deren gemeinsames
Merkmal eine hochkonservierte katalytische Ser/Thr-Doméne ist. AGC-Kinasen
benotigen die Phosphorylierung ihres Ser/Thr-Restes fiir ihre Aktivierung. AGC-Kinasen
sind in die Transduktion hormoneller und mitogener Signale involviert und beeinflussen
ein grofes Spektrum zelluldrer Funktionen, darunter Zellproliferation und
-differenzierung. Zu den AGC-Kinasen gehdren neben der Proteinkinase B, der p70
ribosomalen S6 Kinase, der p90 ribosomalen S6 Kinase, der Mitogen- und Stress-
regulierten Kinase und der Proteinkinase C-verwandten Kinase auch die Proteinkinasen
A, G und C von denen sich der Name der Familie ableitet (Parker und Parkinson, 2001;
Frodin et al., 2002).

In der Literatur ist keine identifizierte Kinase beschrieben, die luminal 16sliche Proteine
im sekretorischen Weg phosphoryliert.

Um auszuschlieBen, dass an der Zelloberfliche lokalisierte Kinasen an der
Phosphorylierung von IGFBP-1 beteiligt sind, wurden Bedingungen getestet, ob
IGFBP-1 an die Zelloberfldche von HepG2-Zellen binden kann. Dazu sollte eventuell an
die Oberflachliche gebundenes IGFBP-1, das phosphoryliert oder unphosphoryliert sein
kann, durch Behandlung der Zellen in einem Puffer mit saurem pH (< 3) bei 4 °C

abgelost werden (Abb. 14).
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Die Analyse phosphorylierter, intrazellulirer Formen (resistent gegen Waschung mit
sauren Puffern) im Vergleich mit der Gesamtheit der IGFBP-1 Formen sollte dann
zeigen, ob ein Teil des IGFBP-1 an der Zelloberfldche lokalisiert, und ob sich eventuell

dessen Phosphorylierungsgrad von dem des intrazellularen IGFBP-1 unterscheidet.

[ |
(A) |
pH 7.4
(B)
pH<3
B GrBP-1

Abbildung 14: Schematische Darstellung der mdéglichen Verteilung von IGFBP-1 in HepG2-Zellen
A) Neusynthetisiertes IGFBP-1 befindet sich intrazelluldr im ER und Golgi-Apparat und moglicherweise
an die Zelloberfldche gebunden (resistent gegen Puffer mit neutralem pH-Wert) und im Medium.

B) Unter experimentellen Bedingungen nach der Behandlung von HepG2-Zellen mit Puffern mit einem
saurem pH-Wert oder Trypsin bei 4 °C sollte oberflichengebundenes IGFBP-1 abgeldst werden und im
Puffer erscheinen. Die Menge des zellassoziierten IGFBP-1 (intrazelluldres IGFBP-1, das resistent gegen
Puffer mit niedrigem pH-Wert ist) sollte sich dadurch verringern gegeniiber Bedingung A.

Zur Kontrolle, dass die Ablosung von der Zelloberflichliche gebundenes Protein durch
Waschen mit sauren Puffern funktioniert, wurde folgendes Experiment durchgefiihrt.
HepG2-Zellen werden auf 4 °C abgekiihlt, gefolgt von einer 2 Stunden Inkubation mit
['1]-Arylsulfatase B (ASB). Dieser Ligand des M6P-Rezeptors bindet unter dieser
Bedingung nur an Rezeptoren, die an der Zelloberfliche lokalisiert sind. Wenn jetzt die
Zellen komplett lysiert und durch SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert werden,
ist die ['*’I]-markierte Doppelbande, die die Vorlduferform der ASB darstellt, sichtbar
(Abb. 15, Bahn 1). Der Zusatz eines molaren Uberschusses an M6P (5 mM) wihrend der
Inkubationsphase inhibiert komplett die Bindung von ['*’I]-ASB an die Zellen (Abb. 15,
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Bahn 2). Nach der Bindung von ['*’I]-ASB, werden die Zellen direkt einer Behandlung
mit Puffern mit einem saurem pH-Wert (Waschpuffer I oder II) oder einer
Trypsinbehandlung bei 4 °C unterzogen (Abb. 15, Bahn 3 und 4). Die Ergebnisse zeigen
eindeutig, dass unter diesen Bedingungen ['*’I]-ASB komplett von der Oberfliche

abgeldst wird.

saures Teunsin Kontroll-
waschen P medium

1 2 3 4 5

- M6P

Abb. 15: Kontrollexperiment zur Effektivitat der Inkubation bei erniedrigtem pH-Wert

Nach der Inkubation von HepG2-Zellen mit ['*°I]-ASB bei 4 °C in Anwesenheit von 5 mM M6P (Bahn 2)
und Abwesenheit des Inhibitors (Bahn 1) wurden die Zellen solubilisiert oder mit einem Puffer mit saurem
pH (< 3) behandelt (Bahn 3) oder einer Trypsinbehandlung unterzogen (Bahn 4) bevor die Zellen
solubilisiert und analysiert wurden. Ein Aliquot des ['*I]-ASB Inkubationsmediums (6600 cpm) diente als
Kontrolle (Bahn 5).

Im folgenden Versuch wurden 24 Stunden konditionierte HepG2-Zellen eingesetzt, um
eventuell an die Oberfliche gebundenes IGFBP-1, dessen Phosphorylierungszustand
unklar ist, von der Oberfliche zu entfernen. Dazu wurden die Zellen einer Behandlung
mit zwei verschiedenen Waschpufferlosungen (I, II) mit saurem pH (< 3) bei 4 °C bzw.
einer Behandlung mit Trypsin unterzogen. Die Zellen wurden 3 x in PBS gewaschen und
danach mit Waschpuffer I oder II fiir 5 Minuten inkubiert oder mit Trypsin behandelt.
Anschliefend wurden die jeweiligen Waschpufferlosungen sowie die abgeschabten
Zellen zur EtOH-Féllung eingesetzt.

Abbildung 16, Bahn 3 und 4 zeigen das Ergebnis nach saurer Pufferbehandlung mit
Waschpuffer I bei 4 °C. In der sauren Pufferfraktion ist kein IGFBP-1 nachweisbar.
Auch in einer weiteren sauren Pufferfraktion mit Waschpuffer II (Abb. 16, Bahn 5, 6)
tritt kein IGFBP-1 in die Pufferlosung iiber. Nach Trypsinbehandlung der Zellen ist
IGFBP-1 immer noch nachweisbar (Abb. 16, Bahn 7). Bahn 2 stellt die Zellen ohne
Pufferbehandlung nach EtOH-Fillung dar und representiert somit die Gesamtheit des
IGFBP-1 durch Westernblot in HepG2-Zellen. Eine EtOH-Fillung vom konditionierten
Medium diente zur Kontrolle, ob im Medium {iiberhaupt IGFBP-1 nachweisbar war

(Abb. 16, Bahn 1).
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1 2 3 4 5 6 7

Abbildung 16: Westernblot-Analyse von HepG2-Zellen nach Behandlung mit sauren Waschpuffern
oder Trypsin zum Ausschluss von IGFBP-1-Kinasen an der Zelloberflache

24 Stunden konditionierte HepG2-Zellen wurden einer Behandlung mit sauren Waschpuffern (I, II) (Bahn
3-6) bzw. einer Behandlung mit Trypsin (Bahn 7) bei 4 °C unterzogen. Bahn 2 stellt die Zellen ohne
Pufferbehandlung nach EtOH-Fallung dar. Eine EtOH-Fillung vom konditionierten Medium stellt sicher,
dass im konditionierten Medium IGFBP-1 enthalten war. Die Auftrennung von IGFBP-1 erfolgte durch
SDS-PAGE mit anschlieBendem IGFBP-1 Westernblot.

Die Experimente zeigen, dass IGFBP-1 intrazelluldr lokalisiert ist und geschiitzt vor
experimentellen Ansdtzen, die an der Zelloberfliche gebundene bzw. assoziierte Proteine
entfernen. Die Moglichkeit, dass IGFBP-1 vor der Freisetzung in das Kulturmedium von
HepG2-Zellen durch an der Oberfliche gebundene IGFBP-1-Kinasen modifiziert wird,

kann ausgeschlossen werden.
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5. Diskussion

Identifizierung und Charakterisierung von IGFBP-1-Kinasen

5.1. Etablierung von Bedingungen zur Komplementationsklonierung
der IGFBP-1-Kinase

Posttranslationale Modifikationen wie z.B. die Phosphorylierung, sind bedeutend fiir die
Regulation der Wirkung von IGFBPs fiir IGF-stimuliertes Zellwachstum und
Proliferation. So hemmt phosphoryliertes IGFBP-1 wéhrend nicht-phosphoryliertes
IGFBP-1 die biologische Aktivitit von IGF I potenziert, was auf eine 6-fach hohere
Bindungsaffinitit des phosphorylierten IGFBP-1 fiir IGF I zuriickzufiihren ist (Jones et
al., 1991). Fiir funf der sechs IGFBPs (IGFBP-1, -2, -3, -5, -6) sind phosphorylierte
Isoformen bekannt (Jones et al., 1991; Jones et al., 1992; Hoeck und Mukku, 1994;
Graham et al., 2007; Shalamanova et al., 2008). Bei den phosphorylierten Aminoséuren
handelt es sich um Serinreste, dic in der zentralen, nicht-konservierten Doméne
lokalisiert sind. Die Phosphorylierungsstellen fiir IGFBP-1, -2, -3 und -5 sind
identifiziert worden (Tabelle 1).

Tabelle 1: Serinphosphorylierungsstellen und potentielle Kinasen

Phosphorylierte Serinreste  potentielle Kinase Referenz
IGFBP-1 Ser'”!, Ser'"’, Ser'?” CK1/ CK2* Jones et al.,1993
IGFBP-2 Ser'® Graham, 2007
IGFBP-3 Ser'!!, Ser'"? CK2* Hoeck, 1994

DNA-abhdngige PK**  Schedlich, 2003

IGFBP-5 Ser’®, Ser**® CK2* Graham, 2007

*CK2 Konsensussequenz: S/T-XX-D/E; ** PK: Proteinkinase
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Die identifizierten Phospho-Serin-Reste lagen ausschlieBlich in Konsensussequenzen fiir
Caseinkinase-2 (CK2)-dhnliche Proteinkinasen (Coverley et al., 1997), was auch in
einigen Fillen durch in vitro Untersuchungen mit gereinigten/rekombinanten IGFBPs,
CK2 und [**P]-ATP bestitigt wurde. So kénnen Ser''” und Ser'® von IGFBP-1 durch
CK2 in vitro phosphoryliert werden, wihrend die Kinase, die Ser'®' phosphoryliert, noch
unbekannt ist (Jones et al., 1993; Frost et al., 1991). Im IGFBP-5 konnen aber weder
Ser’, das in einer CK2 Konsensussequenz liegt, noch Ser*”® durch CK2 in vitro
phosphoryliert werden (Graham et al., 2007).

Prinzipiell erscheinen die cytoplasmatisch lokalisierte Proteinkinase CK2, aber auch die
in vitro phosphorylierenden PKA und PKC (Mishra und Murphy, 2003) als in vivo
IGFBP-Kinasen unwahrscheinlich, weil die neusynthetisierten IGFBPs im sekretorischen
Weg zwischen ER, Golgi und der Plasmamembran vesikuldr transportiert werden, und
die entsprechenden IGFBP-Kinasen luminal zu erwarten sind. Bis zum heutigen Tag ist
keine der IGFBP-Kinasen identifiziert und kloniert worden. Es gibt einen Bericht iiber
die Charakterisierung der IGFBP-1-Kinase im Detergenzextrakt von HepG2-Zellen
(Ankrapp et al., 1996). Eine partielle Anreicherung der Kinase erfolgte iiber Anionen-
Austausch-Chromatographie und Gelfiltration und flihrte zu zwei kinasehaltigen
Fraktionen von ca. 150 kDa und 50 kDa, die unterschiedliche Inhibitionsprofile
gegeniiber Heparin und Isoquinolin-Sulfonamid CKI1-7 aufweisen und zur
Caseinkinasefamilie zu zdhlen sind. Duncan et al. (2000) gelang die 80.000-fache
Anreicherung einer Golgi-Caseinkinase (GCK), bei der es sich um ein nicht-integrales
40 kDa Polypeptid handeln soll, das Serin in der Konsensussequenz SXD oder SXSp im
Chromogranin B, Progastrin, Osteopontin u. a. phosphoryliert.

Initiales Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung von Bedingungen, die die
Identifizierung und  Klonierung der IGFBP-1-Kinase mit Hilfe einer
Komplementationsstrategie ermoglichen sollte. Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe hatten
gezeigt, dass humanes IGFBP-1, das in BHK-Zellen stabil exprimiert, nicht
phosphoryliert wird, weil den Nagerzellen offensichtlich die entsprechende IGFBP-1-
Kinase fehlt (Scharf et al., 2004). Diese BHK-BP1-Zellen sollten nun mit mehr als
10.000 cDNAs aus einer humanen Leberbibliothek transfiziert werden, in der Hoffnung,
dass auch die IGFBP-1-Kinase cDNA in der Bibliothek vorhanden ist und erfolgreich in
einer Zelle exprimiert werden kann, und damit die Phosphorylierung von humanem
IGFBP-1 komplementiert. Diese einzelne BHK-BP1-Zelle sollte dann phosphoryliertes

IGFBP-1 sezenieren. Voraussetzung flir die nachfolgende Selektion der kinase-haltigen
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Zellklone bzw. der Identifizierung der IGFBP-1-Kinase c¢DNA ist ein sensitives
Nachweissystem fiir sehr kleine Mengen phosphorylierten IGFBP-1 gegeniiber der
Mehrzahl an Zellen, die nicht-phosphoryliertes IGFBP-1 sezernieren. Die
Komplementationsstrategie wurde u. a. erfolgreich bei der Identifizierung von
Fucosetransportern im Golgi-Apparat angewendet (Liibke et al., 2001).

Zundchst wurden in dieser Arbeit Bedingungen etabliert, die den Nachweis von
phosphoryliertem IGFBP-1 gegeniiber nicht-phosphoryliertem IGFBP-1 ermoglichen.
Weder durch SDS-PAGE noch Tricin-PAGE konnten Unterschiede in der
elektrophoretischen Mobilitdt von nicht-phosphoryliertem IGFBP-1 (aus Medien von
BHK-Zellen) gegeniiber phosphoryliertem IGFBP-1 (aus Medien von HepG2-Zellen)
nachgewiesen werden (Abb. 5). Dies gelang erst nach Nativ-PAGE, mit der im
anschlieBenden Westernblot fiir IGFBP-1 aus HepG2-Medien fiinf phosphorylierte
Isoformen detektierbar waren. Dieses Ergebnis ist eine Bestédtigung der Daten von Jones
et al. (1991). Der parallel durchgefiihrte Ligandblot mit biotinyliertem IGF-II bestétigt
zudem, dass phosphoryliertes IGFBP-1 (aus HepG2-Medien) kein IGF I binden kann,
wiahrend nicht-phosphoryliertes IGFBP-1 IGF 1 hochspezifisch bindet (Abb. 6).
Mischexperimente von nicht-transfizierten BHK-Zellen mit BHK-BP1-Zellen (Abb. 8),
als auch von Medien aus BHK-BP1- und HepG2-Zellen (Abb. 9) zeigten aber, dass die
Sensitivitdt des Westernblots nicht ausreichen wird, um phosphoryliertes IGFBP-1 von
nicht-phosphoryliertem IGFBP-1 zu unterscheiden, wie es nach einem erfolgreichen
Komplementationsereignis zu erwarten wére.

Um die Empfindlichkeit des Nachweises von phosphorylierten IGFBP-1 Formen zu
erhhen, sollte IGFBP-1 aus Medien von [*°S]-Methionin markierten Zellen
immunoprizipitiert werden. Dazu wurden BHK-BP1- oder HepG2-Zellen mit [*°S]-
Methionin-haltigen Medien fiir 10 Minuten inkubiert (Pulse) und nach Austausch des
radioaktiven Mediums gegen nicht-radioaktives Medium fiir unterschiedlich lange Zeiten
(20-60 Minuten) weiter inkubiert (Chase). Wihrend alle neusynthetisierten Proteine in
der Pulse-Phase [*’S]-Methionin in ihre Polypeptidkette einbauen, wird nach der
Immunprézipitation selektiv nur das IGFBP-1 betrachtet. Fiir den Nachweis von
IGFBP-1 mittels Westernblot im Medium von HepG2-Zellen mussten die Medien bis zu
72 Stunden konditioniert werden. Dagegen reicht eine 10-miniitige [S]-
Methioninmarkierung und Immunprézipitation aus, um phosphorylierte und nicht-

phosphorylierte IGFBP-1 Formen zu detektieren (Abb. 12).
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Wenn man beriicksichtigt, dass sich der fluorografische Nachweis von [*°S]-markiertem
IGFBP-1 durch Verldngerung der Expositionszeit der Rontgenfilme linear steigern lésst,
ergibt sich eine Erhohung der Nachweisempfindlichkeit von IGFBP-1 durch
Immunprézipitation gegeniiber dem Westernblot um das 500 bis 1000- fache.

Wihrend der hier gewihlten 10-miniitigen Pulse-Zeit, befinden sich neusynthetisierte
Proteine noch im endoplasmatischen Retikulum, wo die Faltung, gegebenenfalls
Glykosylierung oder proteolytische Prozessierungsschritte stattfinden. Die ersten
[358]-markierten IGFBP-1 Formen sind nach 10 Minuten Chase-Zeit im Medium
nachweisbar (Abb. 12 und 13). Das bedeutet, dass die Pulse-Zeit auf 20 Minuten
verdoppelt werden konnte und sich dadurch auch die Empfindlichkeit zum IGFBP-1
Nachweis um den Faktor 2 steigern lief3e.

Damit sind Bedingungen etabliert worden, die fiir den Nachweis einer erfolgreichen
Komplementationsklonierung der IGFBP-1-Kinase Voraussetzung sind: BHK-BP1-
Zellen werden zwei Tage nach Transfektion mit einem cDNA-Pool aus der
Leberbibliothek fiir 20 Minuten mit [*°S]-Methionin (100 pCi/ml) markiert und nach
2-maligem Waschen der Zellen fiir weitere 60 Minuten mit nicht-radioaktiven Medium
inkubiert. Danach erfolgt die Immunprézipitation von hIGFBP-1 aus dem Medium,
Auftrennung durch Nativ-PAGE und Darstellung durch Fluorografie oder durch
Phosphoimaging.

Moglicherweise lieBe sich der Nachweis einer erfolgreichen Komplementation mit
hIGFBP-1-Kinase weiter steigern, wenn die Chase-Medien zuerst noch iiber eine
Anionenaustausch-Matrix gegeben werden und die gebundenen (phosphorylierten)

Proteine erst nach Elution zur Immunprézipitation eingesetzt werden.

5.2. Intrazellulare Lokalisation der IGFBP-1-Kinase in HepG2-
Zellen

Die Pulse/Chase-Experimente (4.2.2.3.) mit HepG2-Zellen und die nachfolgende
Immunprézipitation haben nicht nur die Sensivitit des Nachweises von phosphorylierten
IGFBP-1 Formen erh6ht, sondern haben entschiedene Hinweise auf die intrazellulire
Lokalisation der IGFBP-1-Kinase geliefert. Bereits 4-10 Minuten nach Synthese des
IGFBP-1 (10 Minuten Pulse), konnten die ersten hochphosphorylierten IGFBP-1 Formen
in Extrakten von [S]-markierten HepG2-Zellen detektiert werden (Abb. 12, 13).
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Ublicherweise haben neusynthetisierte Proteine innerhalb von 10 Minuten bei 37 °C den
Golgi-Apparat noch nicht erreicht (Lemanski et al., 1985; Braulke et al., 1988). Das ldsst
vermuten, dass die IGFBP-1-Kinase im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist und
unmittelbar nach der Synthese oder sogar co-translational IGFBP-1 phosphoryliert. Es ist
jedoch nicht ganz auszuschlieen, dass IGFBP-1 direkt nach Synthese zum cis-Golgi
Netzwerk transportiert und dort phosphoryliert wird. Eine Lokalisation der IGFBP-1-
Kinase an der Oberfliache der HepG2-Zellen, was eine Assoziation von IGFBP-1 mit der
Zelloberflaiche bedeuten wiirde, konnte ausgeschlossen werden (Abb. 14-16). Bereits
nach 20 Minuten Chase-Zeit waren die ersten IGFBP-1-Formen, die sich zu mehr als
95 % aus phosphorylierten Formen zusammensetzen, im Medium zu finden. 40-60
Minuten nach Synthese waren alle IGFBP-1 Formen im Medium detektierbar, wahrend
zellassoziiert kein IGFBP-1 mehr nachweisbar war. In diesem Zusammenhang ist es aber
erstaunlich, dass sich die Sekretion von IGFBP-1, das innerhalb von 10 Minuten [>°S]-
markiert wurde, iiber 40 Minuten verteilt (Abb. 12). Weshalb sich der Transport einer
kleinen Population von neusynthetisierten IGFBP-1 Molekiilen durch den sekretorischen

Weg nicht synchron vollzieht, bleibt unklar.
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6. Zusammenfassung

Die Phosphorylierung des Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktor Bindungsprotein-1
(IGFBP-1), wird durch eine spezifische Serin-Kinase katalysiert. Dadurch verdndert sich
die Affinitdt des Bindungsproteins zu den Wachstumsfaktoren IGF I und II, was zur
Freisetzung der IGFs fiihrt und die Verfligbarkeit der IGFs fiir die Wechselwirkung mit
ihren Rezeptoren beeinflusst. Bis heute ist die Identitdt der IGFBP-1-Kinase unbekannt.
Ziel der Arbeit war es, Bedingungen zum hoch-sensitiven Nachweis von
phosphorylierten IGFBP-1 Formen zu etablieren, um eine Komplementationklonierung
der IGFBP-1-Kinase durchfiihren zu konnen. Als Zellsystem fiir die geplante
Komplementationklonierng dienten Hamsternieren-Zellen, die stabil humanes IGFBP-1
exprimieren und sezernieren (BHK-BP1), das aber nicht phosphoryliert ist. Als
Zellsystem, das phosphoryliertes IGFBP-1 sezerniert, diente die humane
Hepatomazelllinie HepG2.

Folgende Bedingungen wurden etabliert:

1. Zum Nachweis phosphorylierter IGFBP-1 Formen ist die Nativ-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese mit anschlieBendem Westernblot das System der Wahl.

2. Das Westernblot-Verfahren ist jedoch nicht ausreichend empfindlich, um z.B.
phosphoryliertes IGFBP-1 aus einer komplementierten Zelle zu identifizieren

unter 30.000 BHK-BP1-Zellen, die nicht-phosphoryliertes IGFBP-1 sezernieren.

3. Die Immunprizipitation von IGFBP-1 aus [

HepG2-Zellen (10 Minuten Pulse und 2 bis 60 Minuten Chase) mit
anschliefender Nativ-PAGE und Fluorografie ergab eine 500- bis 1000-fache

S]-Methionin  markierten

Steigerung der Empfindlichkeit des Nachweises von phosphoryliertem IGFBP-1
gegeniiber dem Westernblot-Verfahren und sollte, gekoppelt mit einer Ein-
Schritt-Ionenaustausch-Chromatographie, das geeignete Nachweisverfahren fiir

eine erfolgreiche Komplementationsklonierung der IGFBP-1-Kinase sein.

Die Untersuchungen zeigten auBBerdem, dass die Phosphorylierung von IGFBP-1 kurz
nach der Synthese, wahrscheinlich im endoplasmatischen Retikulum, stattfindet. Der
intrazelluldre Transport und Sekretion von neusynthetisiertem, phosphoryliertem

IGFBP-1 verlduft nicht synchron.
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Abkiirzungsverzeichnis

8. Abklrzungsverzeichnis

Neben den hier aufgefiihrten Abkiirzungen wurden die gidngigen chemischen Formeln
und SI-Einheiten verwendet. Alle englischen und lateinischen Abkiirzungen und Woérter,

deren Ubersetzung nicht gebriuchlich ist, sind in Anfiihrungszeichen bzw. kursiv

dargestellt.

ASB Arylsulfatase B

ADAM “a disintegrin and metalloprotease”
APS Ammoniumperoxodisulfat

BHK ”baby hamster kidney”

BP Bindungsprotein

BSA ”bovine serum albumin”

cDNA copy-DNA

cpm ”counts per minute”

DMEM ”Dulbeccos Modified Eagle Medium”
DMSO Dimethylsulfoxid

ECL “enhanced chemiluminescence”

ER Endoplasmatisches Reticulum

FKS fotales Kélberserum

GH “growth hormone”

GHRH ”growth hormone releasing hormone”
HepG2 humane hepatogene Zelllinie

HRP “horseradish peroxidase”

IGF “Insulin-like growth factor “

kDa kilo Dalton

LB Ligandblot

M6P Mannose-6-Phosphat

M6PR Mannose-6-Phosphat-Rezeptor
MDCK ”Madin-Darby canine kidney”

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PAPPA ’pregnancy-associated plasma protein A”
PPO Polyphenylenoxid

PBS phosphate-buffered saline
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SDS
Tris
TX-100
WB
WT

Abkiirzungsverzeichnis
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rounds per minute
Natriumdodecylsulfat
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X-100

Westernblot

Wildtyp
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