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IGF-Bindungsproteine binden und stabilisieren die insulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren
IGF-I und -II. Neben dieser Funktion vermutet man auch IGF-unabhingige Wirkungen auf
Zellwachstum und -differenzierung. IGFBP-2 im Serum wurde als unabhéngiger Risikofaktor
und Malignititsmarker fiir verschiedene Neoplasien identifiziert. Die IGFBP-2-
Genexpression korreliert dabei mit dem Tumorgrad und der Prognose. Aufgrund dieser
klinischen Beobachtungen untersuchten wir mit dieser Studie den Einfluss von IGFBP-2 auf
das Tumorzellwachstum.

Zur Unterscheidung zwischen IGF-abhingigen und -unabhingigen IGFBP-2-Wirkungen,
konstruierten wir eine nicht IGF-bindende Variante durch Austausch der Aminosiduren Va164,
Leu™, und Val® gegen Glycin durch site-directed mutagenesis. Zusitzlich markierten wir
IGFBP-2 und die IGFBP-2-G***®_Varjante am c-terminalen Ende mit einem flag-Epitop.
Die ¢-DNA von IGFBP-2™* und IGFBP-2-G**®%¢ transfizierten wir in die
Tumorzelllinien HS578T und SW480. Im Westernimmunoblot und Western-ligandenblot mit
biotinyliertem IGF-II konnte gezeigt werden, dass IGFBP-2-G***#7%4¢ im Gegensatz zu den
Wildtyp-Zellen nicht in der Lage ist, IGF-II zu binden. In Proliferationsexperimenten
wuchsen die IGFBP-2"- und IGFBP-2-G®***3¢_transfizierten Zellen signifikant schneller
als die Wildtypzellen. AuBBerdem zeigte sich ein signifikanter Anstieg des Wachstums von
den IGFBP-2"¢ zu den IGFBP-2-G®*388%8_transfizierten Zellen. Wir schlieBen daraus, dass
der wachstumsstimulierende Effekt von IGFBP-2 in den IGFBP-2-iiberexprimierenden
Zellen unabhéngig von der IGF-Bindungsfihigkeit ist.

Schliisselworter

insulindhnliche Wachstumsfaktoren, IGFBP-2, IGFBP-2-G®*¥888%14s  pCR site-directed-
mutagenesis, Klonierung, Elektrophorese, Westernligandenblot, Affinititsreduktion,

Zellkultur, Tumorzellwachstum
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1.Grundlagen

1.1 Klinischer Hintergrund

Leukédmie ist die hdufigste maligne Systemerkrankung im Kindesalter. Ca. 4 bis 5 von
100000 Kindern erkranken pro Jahr an einer akuten lymphatischen (80%) oder akuten
myeloischen Leukdmie (20%). Die chronische myeloische Leukédmie ist im Kindesalter
extrem selten. Der Altersgipfel der Erkrankung liegt zwischen dem 1. und 5. Lebensjahr.
Kindliche Leukdmien sind durch die ungehemmte klonale Proliferation von
Leukozytenvorstufen gekennzeichnet. Fiir die Erkrankung sind verschiedene pra-
disponierende Risikofaktoren bekannt, z.B. Stérungen des Immunsystems, bestimmte
Syndrome sowie chromosomale Storungen.

Die Leukdmien lassen sich zytomorphologisch, zytochemisch, molekulargenetisch und
immunphinotypisch einteilen. Diese Klassifizierung spielt fiir die optimale Behandlung
eine wichtige Rolle, da Leukiimien unbehandelt innerhalb weniger Wochen zum Tod
fiihren wiirden. Nahezu alle Kinder in Deutschland werden in multizentrischen
Therapieoptimierungsstudien der GPOH, wie der 1976 gegriindeten ALL-BFM-Gruppe,
behandelt, die in den letzten Jahrzehnten groB3e Erfolge erzielte. Mittlerweile konnen iiber
80% der ALL-Patienten dauerhaft geheilt werden.

Die Behandlung erfolgt risikoadaptiert (Standard-, mittlere und Hochrisikogruppe) und
gliedert sich in die Induktions-, Konsolidierungs- und Erhaltungstherapie.

Die Therapieoptimierung und damit die Verbesserung der Prognose der Leukdmien wird
sich in den kommenden Jahren vor allem auf die bessere und frithere Erkennung von
bestimmten Risikofaktoren stiitzen. So kann die Einteilung der Patienten in Risikogruppen
durch die Bestimmung der minimalen Resterkrankung (= MRD, seit 2000 in der aktuellen
Studie ALL-BFM 2000 durchgefiihrt) genauer vorgenommen und die Prognose durch
geringere Riickfallraten und eine reduzierte Therapie in der Standardgruppe verbessert
werden.

In fritheren Untersuchungen wurden durch unsere Arbeitsgruppe Komponenten des IGF-
Systems als mogliche Risiko- und Malignitidtsmarker identifiziert, die fiir die Prognose der

kindlichen Leukimien eine wichtige Rolle spielen.
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1.2. Die Struktur des IGF-Systems

Das IGF-System ist ein komplexes Netzwerk, das aus verschiedenen Komponenten besteht
und fiir das physiologische Wachstum, die Differenzierung und Entwicklung von Geweben
eine unentbehrliche Rolle spielt.

Im Mittelpunkt des Netzwerks stehen die beiden insulindhnlichen Wachstumsfaktoren
IGF-I und IGF-II, deren sechs hochaffine Bindungsproteine (IGFBP-1 bis -6), zwei IGF-
Rezeptortypen (IGF-IR und IGF-IIR), IGFBP-verwandte Peptide (IGFBP-rP) sowie

verschiedene spezifische und unspezifische IGFBP-Proteasen.

IGF-System

v P,

IGFBP-4 1GFBP- 5
IGFBP-3 IGFBP-6

.l IGF 11

IGF-I IGFBP-1 IGFBP 2

IGFBP-F agmente

Abb.1 Uberblick iiber das IGF-System

Vom Gleichgewicht dieser Komponenten hingt die Regulation des Wachstums auf der
zellularen Ebene ab. Wihrend die IGF direkte Wirkung auf metabolische und
antiapoptotische Prozesse besitzen, regulieren die Bindungsproteine, die IGFBP-Proteasen
und die IGFBP-verwandten Proteine die IGF-Aktivitit und Wirkung durch
Komplexbildung, Stabilisierung und Proteolyse.
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1.3. IGF-I und IGF-II

1957 wurden erstmals Peptide beschrieben, die die Fiahigkeit besitzen, im Knorpelgewebe
die Synthese von Proteoglykanen zu stimulieren (,,sulphation factor), am Fettgewebe
insulindhnliche Effekte zu bewirken und die Zellteilung zu beschleunigen (,,multiplication-
stimulating activity*). Da diese Peptide nicht von Antikorpern gegen Insulin erkannt
wurden, bezeichnete man die Aktivitdt dieser Proteine als ,,non-suppressible insulin like
activity” (1;2). Daughaday et al. (3) und Rinderknecht und Humbel (4;5) fiihrten fiir die
Proteine die Begriffe IGF-I, IGF-II und ,,Somatomedine ein. Seit den achtziger Jahren
existiert eine einheitliche Nomenklatur fiir die Begriffe (6).

Insulin und die IGF stammen von einem gemeinsamen Vorldauferpeptid ab. Zwischen den
Aminosduresequenzen besteht eine 63%ige Homologie (7).

Das IGF-I-Gen ist auf Chromosom 12 lokalisiert. Die molekulare Struktur von IGF-I
wurde 1978 erstmalig von Rinderknecht (5) beschrieben. Das Peptid mit einem Molekular-
gewicht von 7,6 kDa besteht aus einer Kette von 70 Aminosduren. Die Aminosduren 1 bis
29 besitzen eine strukturelle Homologie zur B-Insulin-Kette und die Aminosduren 42 bis
62 zur A-Insulin-Kette des Proinsulins. IGF-I wird, je nach Bildungsort im Gewebe, auf
unterschiedliche Weise posttranslational modifiziert (7;8).

IGF-II ist mit 67 Aminosduren etwas kiirzer als IGF-I und hat ein Molekulargewicht von
7,5 kDa. Es spielt bei der fetalen Entwicklung ein grof3e Rolle und wird im Dottersack, der
fetalen Leber und im Gewebe mesodermalen Ursprungs gebildet. Perinatal kommt es zu
einem Abfall der Konzentrationen in der Lunge, in der Niere und Muskulatur (4;9-11).
Beim Erwachsenen ist IGF-II fast ausschlieBlich im zentralen Nervengewebe zu finden (9).
Die Gesamtkonzentration des IGF-I und -II im Serum eines Erwachsenen betrigt ca.
Iug/ml. Der grofite Anteil der Wachstumsfaktoren ist an Bindungsproteine gebunden, so
dass, je nach verwendeter Nachweismethode, nur zwischen 0,38% und 1,5% des gesamten
IGF-I in freier Form vorliegt. Der freie IGF-II-Anteil liegt bei ca. 0,2% des Gesamt-IGF-II.
Dies spielt eine entscheidende Rolle fiir die Wirkung und Funktion der IGF (s.u.) (12;13).
Trotz dieses geringen freien Anteils zirkulieren die IGF-Peptide im Serum in einer iiber
1000fach hoheren Konzentration als z.B. Insulin. Sie werden ubiquitdr exprimiert und
haben in ihrer Anreicherung und Wirkung keine Priferenz fiir ein spezifisches Gewebe
(14;15).

Die Wachstumsfaktoren besitzen parakrine, endokrine und autokrine Funktionen. Neben

akuten, insulindhnlichen Effekten auf die Glukosehomoostase im Korper besteht die
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Wirkung der IGF in der Regulation und Steuerung des GH-vermittelten Wachstums
samtlicher Gewebe.

Die Produktion der beiden Wachstumsfaktoren wird vorwiegend durch die Ausschiittung
des Hypophysenhormons GH stimuliert. Die Produktion von IGF-I erfolgt dabei haupt-
sdchlich im Lebergewebe (11;16). Aber auch die Hormone TSH, FSH, LH und ACTH
regulieren die Serumspiegel der Wachstumshormone (9;17;18).

Die Abhingigkeit der IGF-I-Konzentrationen von der metabolischen Situation des Korpers
wurde erstmalig bei Patienten mit Anorexia nervosa beschrieben, bei denen der IGF-
Spiegel auf dhnlich niedrige Werte wie bei Patienten mit Wachstumshormonmangel sinkt
(19;20). Neben der Abhingigkeit vom metabolischen Status unterliegt die IGF-
Ausschiittung auch der Abhidngigkeit vom Lebensalter. Préanatal ist IGF-II der
vorherrschende Wachstumsfaktor (21). Postnatal bildet IGF-I dagegen den Hauptanteil der

beiden Wachstumsfaktoren mit der hochsten Serumkonzentration in der Pubertiit (22).

1.4. IGF-Rezeptoren

Bereits in den achtziger Jahren wurde durch in vivo Untersuchungen bekannt, dass die
Wachstumsfaktoren nicht nur iiber einen niedrigaffinen Insulinrezeptor im Fettgewebe
(12;23), sondern auch iiber spezifische IGF-Rezeptoren am Herzmuskel und Skelettmuskel
wirken (24;25). Zwei Transmembranrezeptoren von IGF sind bekannt, der Typ-1-(IGF-IR)
und der Typ-2-Rezeptor (IGF-IIR) (9;26). Die beiden Rezeptoren weisen keine
strukturellen Homologien zueinander auf.

AusschlieBlich iiber den Typ-1-IGF-Rezeptor werden Wachstum und Differenzierung von
Zellen und Geweben gesteuert. Der heterotetramere IGF-IR, der eine grofe strukturelle
Ahnlichkeit zum Insulinrezeptor hat (27), enthilt zwei unterschiedliche Bindungsregionen
mit einer jeweiligen Priferenz fiir die Bindung von IGF-I oder IGF-II (28), wobei die
Affinitdt fiir IGF-I wesentlich hoher als die fiir IGF-II ist (12). Der IGF-IR gehort zur
grofen Gruppe der Tyrosinkinaserezeptoren (29). Uber verschiedene Zwischenschritte
werden Proteine wie Grb2, SH2 oder SH3 aktiviert, die wiederum mit Ras-Raf-Map-
Kinasen oder mit PI3-Kinasen interagieren (30;31). Diese wirken im Zellkern als
Transskriptionsfaktoren fiir Gene, die fiir einen gesteigerten Stoffwechsel, die Biosynthese
von DNA und ECM sowie fiir die Expression antiapoptotischer Faktoren verantwortlich
sind. Neuerdings gibt es Hinweise auf eine Wirkungsiibertragung des aktivierten IGF-

Rezeptors ohne second-messenger. Schindler et. al. berichteten iiber eine Signal-
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tibertragung durch phosphorylierte zytoplasmatische Transskriptionsfaktoren, die
interferon-regulierte Gene ohne Zwischenschritte direkt im Kern aktivieren konnen (32).

Die Bedeutung des Typ-2-IGF-Rezeptors im IGF-Netzwerk ist noch nicht vollstindig
geklart. Der Rezeptor ist identisch mit dem Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (33) und bindet
neben IGF-II auch Proteine mit Mannose-6-Phosphatresten an zwei unterschiedlichen
Bindungsstellen. Die Affinitdt von IGF-1 zu diesem Rezeptor ist vernachldssigbar gering
(34). Seine Funktion besteht unter anderem in der Bindung und Internalisierung von
lysosomalen Enzymen. IGF-II wird nach der Bindung an den Rezeptor als Komplex
internalisiert, der Rezeptor teilweise recycelt und IGF-II in Lysosomen abgebaut. IGF-1I
wird auf diese Weise aus der Zirkulation entfernt (35). In einigen Zelllinien wurde auch
eine kalziumvermittelte Aktivierung von PI; und Diacylglycerolen beobachtet, welche die

Zellproliferation fordert (36).

1.5. IGF-Wirkung auf den Zellzyklus

Die Apoptose ist ein Zellprogramm, mit dessen Hilfe einer Fehlsteuerung von Wachstum
und der Entstehung von Tumoren vorgebeugt werden kann.

Die Wachstumsfaktoren IGF-I und in geringerem MafBe auch IGF-II wirken
antiapoptotisch durch ihre Wirkung auf den Zellzyklus. Dabei sind die IGF nicht in der
Lage, eigenstiandig Zellen zur Teilung anzuregen. Es bedarf zunichst Kompetenzfaktoren
wie EGF, PDGF oder FGF, welche die IGF-IR-Dichte an der Zelloberfliche und damit die
Sensitivitit der Zellen fiir die Wachstumsfaktoren erhohen (27). IGF-I oder in hohen
Dosen auch Insulin als Progressionsfaktoren sind fiir das Durchlaufen der G1-Phase

unabdingbar (37;38).
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1.6. IGF-Bindungsproteine

1.6.1. Aufbau und Struktur

Die IGF-Bindungsproteine bilden eine Gruppe von sechs 24 bis 50 kDa groflen Proteinen
mit der Eigenschaft, IGF-I und IGF-II mit hoher Affinitét zu binden.

Sie wurden erstmalig 1975 von Zapf et al. entdeckt (39), als sich in der
Gelchromatographie von radioaktiv markiertem IGF, das mit humanem Serum inkubiert
wurde, eine zusitzliche Fraktion von Proteinen darstellte. Neuere Methoden zum Nachweis
der Bindungsproteine beruhen auf der Entwicklung von Immunoassays, des
Westernligandenblots (15) oder iiber die Messung der korrespondierenden RNA-Menge
(40).

Die sechs Bindungsproteine sind auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert und stehen
entwicklungsgeschichtlich in engem Zusammenhang mit den sogenannten Homebox-
Genen (Hox) (41). Die Proteine sind hoch konserviert: zwischen den verschiedenen
Spezies besteht eine 80%ige Homologie der einzelnen Bindungsproteine, innerhalb einer
Spezies besteht eine 50%ige Homologie zwischen der Nukleinsduresequenz der einzelnen
Bindungsproteine (15;42). Die N- und C-terminalen Regionen der Proteine sind am
hochsten evolutionédr konserviert und durch ein gehéduftes Vorkommen von bis zu 18
Cystein-Resten gekennzeichnet. Die mittlere Region ist fiir das jeweilige Protein
spezifisch.

Die einzelnen Bindungsproteine unterscheiden sich in ihrer Konzentration im Serum, ihrer
Priferenz fiir die Bindung von IGF-I oder IGF-II sowie in ihren Interaktionen mit
verschiedenen Geweben. IGFBP-3 ist das Hauptbindungsprotein im Serum, IGFBP-2 im
Liquor und Samenfliissigkeit, IGFBP-1 in der Amnionfliissigkeit (17).

1.6.2. Regulation und Funktion

Da die Affinitédt der beiden IGF zu den verschiedenen Bindungsproteinen wesentlich héher
als zu den IGF-Rezeptoren ist, sind die Wachstumsfaktoren fast vollstindig an die
Bindungsproteine gebunden. Dadurch wird ihre Funktion auf entscheidende Weise
beeinflusst.

Postnatal bildet IGFBP-3 den Hauptanteil der Bindungsproteine im Serum. Seine
Konzentration im Serum wird GH-abhingig reguliert und korreliert bei gesunden
Individuen positiv mit der IGF-I-Konzentration (14;43). 90% des Gesamt-IGF ist an

IGFBP-3 gebunden und zirkuliert im Blutplasma in zwei verschiedenen Komplexen: einem
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50 kDa groen bindren Komplex und einem 150 kDa groflen terndren Komplex. Der
Hauptanteil von IGF wird von IGFBP-3 und einer sdurelabilen Untereinheit (ALS) in Form
des terndren Komplexes transportiert (44;45).

Durch diese Komplexbildung verhindern die IGFBP die renale Clearance der
Wachstumsfaktoren und verldngern so deren Halbwertszeit von 10 Minuten auf iiber 12
Stunden. Der terndre Komplex ist aufgrund seiner Grof3e nicht in der Lage, die Blutbahn zu
verlassen, sodass dieser zunidchst durch Proteasen proteolysiert werden muss. Dieser
Vorgang fiihrt zu einer Reduktion der Affinitit zu IGF und zur Bildung von BP-
Fragmenten. Daraufhin konnen sich die Wachstumsfaktoren im Gewebe anreichern und
mit den Rezeptoren interagieren. Die BP-Fragmente konnen vermutlich ihrerseits zellulére,
IGF-unabhédngige Wirkungen hervorrufen (46). Unspezifische BP-Proteasen sind
Kallikreine, Kathepsine und Matrixmetalloproteasen, die systemisch und lokal an der
Regulation der freien IGF beteiligt sind (47). Spezifische Proteasen sind fiir IGFBP-2, -3, -
4 und -5 bekannt (48).

Durch das Gleichgewicht zwischen Bindungsproteinen und Proteasen wird nicht nur eine
Kontrolle iiber die IGF-Wirkung erreicht, sondern auch eine kontinuierliche Menge an IGF
zur Verfiigung gestellt. So werden z.B. IGF-induzierte Hypoglykdmien vermieden, die
aufgrund der pulsatilen Freisetzung des Wachstumshormons sonst fatale Folgen haben
wiirden (47).

Auch im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen sind die Bindungsproteine in den letzten
Jahren zunehmend untersucht worden. Die Erkenntnis, dass die Bindungsproteine in der
Lage sind, durch spezifische Mechanismen selbst Effekte direkt an den Zielzellen zu
bewirken und Zellwachstum und -differenzierung zu beeinflussen (s.u.), spielt dabei

vermutlich eine besondere Rolle.

1.6.3. IGFBP-2

IGFBP-2 wurde 1979 von Moses et al. in BRL-3A-Zellen von Ratten beschrieben und die
cDNA erstmals 1989 vom Menschen isoliert (49). Das Gen fiir IGFBP-2 ist 32 kbp lang
und auf 4 Exons des Chromosoms 2 lokalisiert. Das Protein, das aus dem menschlichen
Serum isoliert werden kann, besteht aus 328 Aminosduren mit einem zusitzlichen 39
Aminosduren umfassenden Signalpeptid (15), es ist weder glykosyliert noch phosphoryliert
(14). Seine Konzentration im Serum liegt zwischen 50 und 270 ng/ml und ist sowohl vom
Lebensalter als auch von der metabolischen Situation abhingig. Hohe Spiegel finden sich

im Kindes- und Erwachsenenalter, niedrige wihrend der Pubertit (41). Langanhaltendes
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Fasten, Mangelernidhrung, Hypoxédmie und Anorexia nervosa fiihren zu erhthten IGFBP-2-
Spiegeln (47;50). Wachstumshormonmangel, IDDM und NIDDM gehen dagegen mit
erniedrigten IGFBP-2-Spiegeln einher (51).

IGFBP-2 wird wihrend der Embryonalzeit in einer Reihe von Geweben exprimiert,
vorwiegend jedoch im zentralen Nervensystem. Dort spielt es besonders bei der Ent-
wicklung der Hypophyse und beim Transport von IGF-II zu den Zielzellen eine grofle
Rolle (14;21;42). Auch beim Erwachsenen ist IGFBP-2 das vorherrschende Protein im
menschlichen Liquor (52). AuBerdem wird es im Reproduktionsgewebe, in der Niere
sowie in den Kupffer- und Parenchymzellen der Leber gebildet (41;47).

Mit radioaktiven Tracern konnte gezeigt werden, dass IGFBP-2 fiir IGF-II eine wesentlich
hohere Affinitit als fiir IGF-I hat (49). Fiir die IGF-Bindung spielt die N- und C-terminale
Region eine wichtige Rolle (53;54). Die c-terminale Region scheint dabei fiir die
besonders hohe Affinitit zu IGF verantwortlich zu sein (55).

Die Expression des Proteins wird durch GH und die Wachstumsfaktoren positiv reguliert.
Weitere Hormone wie FSH, Glukokortikoide, Insulin, Ostrogene sowie TGF-f und
Interleukin sind ebenfalls an der Regulation beteiligt (50).

Ein besonders wichtiger Regulator der IGFBP-2-Expression scheint die Hohe des IGF-II-
Spiegels zu sein. Bei Patienten mit non islet cell-Tumoren des Pankreas ist IGF-II erhoht,
weshalb die Patienten unter rezidivierenden Hypoglykidmien leiden. Gleichzeitig wurden
im Serum der Patienten erhohte IGFBP-2- und erniedrigte IGFBP-3-Spiegel gemessen,
daher geht man davon aus, dass IGFBP-2 in diesem Falle den IGF-1I-Uberschuss
transportiert (18;56).

1.6.4. Weitere Wirkungen der Bindungsproteine

Neben der Bedeutung der Bindungsproteine fiir die Regulation der Wachstumsfaktoren
vermutet man weitere IGF-abhédngige und -unabhéngige Funktionen der Bindungsproteine.
Ob die Beeinflussung des Wachstums iiber eigene Rezeptoren der Bindungsproteine
abliuft, liber ,,interacting proteins® (57) oder auf direkten Wechselwirkungen mit der
Zellmembran beruht, ist noch nicht vollstindig geklart. Es konnte gezeigt werden, dass
IGFBP-2 in Gegenwart von IGF an die extrazellulare Matrix binden kann (41). Die
Affinitdt der heparin-bindenden Doméne (HBD) des Proteins zur ECM ist pH-abhingig
(55). Wie IGFBP-1 enthilt IGFBP-2 in der C-terminalen Region eine RGD-Sequenz, die
aus der Abfolge der drei Aminosduren Arginin, Glycin und Asparaginsdure besteht. Die

Sequenz ermdglicht Proteinen den Kontakt mit Integrinrezeptoren.



1. Grundlagen 13

Die Entdeckung, dass Integrine nicht nur fiir Zell-Zell- und Zell-ECM-Kontakte zustéindig,
sondern auch in der Lage sind, iiber eigene und assoziierte Proteine Thyrosinkinasen zu
aktivieren, fithrte zu einem neuen Verstindnis dieser Molekiile. Sie fungieren als
Rezeptoren fiir die Vermittlung von Signalen iiber die RGD-Sequenz von Proteinen (58).
Bei IGFBP-1 wurden Zellkontakte mit Integrinen iiber die RGD-Sequenz (59;60) und fiir
IGFBP-3 und -5 an heparinbindende Proteindoménen beschrieben (61).

IGFBP-2 bindet ebenfalls nachweislich an Integrinrezeptoren von verschiedenen
Tumorzellen (62;63). AuBBerdem fiihrten Experimente mit Mutationen in der RGD-Sequenz
zu einer verminderten Zellassoziation von IGFBP-2 (64). Daneben wurden fiir IGFBP-2 in
vitro Kontakte mit Proteoglykanen an der Zelloberfliche beschrieben und es konnte
gezeigt werden, dass es in Gegenwart von IGF-I und -II an Glykosaminoglykane bindet
(65;66).

Diese Beobachtungen stiitzen den Verdacht, dass dieses Bindungsprotein weitere
Funktionen als den ausschlieflichen IGF-Transport hat. Die Wirkungen der
Bindungsproteine sind jedoch vielfiltig und es wurden sowohl proliferationsfordernde als
auch -hemmende Wirkungen der einzelnen Proteine beschrieben. Experimente mit IGF-I-
Analoga, die nur sehr geringe Affinitit zu IGFBP-1 haben, zeigten, dass IGFBP-1 in vivo
einen von IGF unabhingigen wachstums-inhibitorischen Effekt hat (67). Jones et al.
beschrieben dagegen eine von IGF unabhéngige, IGFBP-1 induzierte, vermehrte Migration
von glatten Muskelzellen nach Verletzung eines Zellverbands in vivo. Voraussetzung dafiir
war die intakte RGD-Sequenz und Integrininteraktion (68). Vermutlich spielt bei der
Interaktion auch der Grad der postranslationalen Modifizierung eine Rolle (69).
Experimente mit proteolytischen Fragmenten von IGFBP-3, die nicht in der Lage sind, IGF
zu binden, zeigten eine inhibitorische Wirkung auf das Zellwachstum (70). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass exogen zugegebenes IGFBP-3 auf HS578T-Zellen (humane
Brustkrebszelllinie) einen dosisabhéngigen proliferationshemmenden Effekt hat (71).

Auch fiir IGFBP-2 sind IGF-unabhingige Wirkungen beschrieben worden, die Zellen und
Tumorzellen u.a. einen Proliferationsvorteil verschaffen konnen. So zeigten
Untersuchungen mit {iberexprimiertem IGFBP-2 ein erhohtes Wachstum von
Endometriumzellen, Osteosarkomzellen und Nebennierenrindentumoren in Abwesenheit
von IGF-1. Da in diesen Zellen die IGF-Rezeptorexpression zusitzlich herunterreguliert
war und IGF-I-Analoga ohne Affinitit zu den Bindungsproteinen die gleiche mitogene
Wirkung auf die Tumorzellen hatten, wurde postuliert, dass IGFBP-2 moglicherweise

zusitzliche Effekte auf das Tumorzellwachstum besitzt (50;69).
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1.6.5. IGFBP-verwandte Proteine (IGFBP-rP)

In den letzten Jahren wurde das IGF-System um mehrere neue Proteine erweitert, die
strukturelle Ahnlichkeiten mit den Bindungsproteinen besitzen. Sie werden als ,,/GFBP-
related proteins* bezeichnet und bilden mit den sechs Bindungsproteinen die IGFBP-
Superfamilie. Der strukturelle Aufbau des N-terminalen Bindungsmotivs (GCGCCxxC)
gleicht denen der Bindungsproteine und ermdglicht eine extrem schwache IGF-Bindung.
Unterschiede in der C-terminalen Region der IGFBP-rP fiihren zu dieser bedeutend
geringeren IGF-Affinitit (,,low-affinity-binding proteins). Ob diese Proteine einen
relevanten Einfluss auf das IGF-System haben, wird kontrovers diskutiert (46;72).

Vier derartige Proteine sind bis jetzt beschrieben, von denen das urspriinglich als IGFBP-7
bezeichnete IGFBP-rP1 (entspricht mac25 oder dem prostacyclin-stimulating factor) am
intensivsten untersucht wurde. Verminderte Konzentrationen von IGFBP-rP1 in
Brustkrebszellen und Prostatakrebszellen lassen eine tumorsuppressive Wirkung des
Proteins vermuten (73;74).

Da sich die IGF-Bindungsproteine und IGFBP-verwandten Proteine aus einem
gemeinsamen Vorlduferprotein entwickelt haben und beide an Integrine binden konnen,
erhofft man sich, iiber die ,,low-affinity-binding proteins* FEinblicke in die IGF-

unabhiingigen Funktionen der Bindungsproteine zu erlangen (75;76).

1.7. Das IGF-System bei Malignomen

1.7.1. Wachstumsfaktoren und IGF-Bindungsproteine

Das physiologische Wachstum und die Differenzierung ist einer Reihe von zelluldren und
extrazelluldren Regulationen unterworfen. Anderungen im Zusammenspiel der einzelnen
Faktoren konnen zur Fehlsteuerung des Wachstums und zur Entstehung von Malignomen
fithren. Da die Wachstumsfaktoren direkt in die Mitogenese einer Zelle eingreifen, wurden
diese in den letzten Jahren im Zusammenhang mit Tumorentstehung und -progression
untersucht. Tatsdchlich konnten in epidemiologischen Studien und experimentellen
Analysen verdnderte Expressionen der Wachstumsfaktoren und der Bindungsproteine in
Tumoren selbst und verdnderte Konzentrationen im Serum nachgewiesen werden, die mit
dem Therapieerfolg und der Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten korrelierten (77).
Am besten untersucht wurde IGFBP-3. So zeigten sich in vielen Studien Beziehungen
zwischen erhohtem IGF-I, erniedrigten IGFBP-3-Spiegeln und dem Risiko an Darmkrebs
zu erkranken (78).
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Weiterhin wurden bei verschiedenen Tumorerkrankungen erhohte IGF-II-Spiegel im
Serum bzw. im Tumor selbst gefunden (9;79-81). Bei Patienten mit Wilms Tumoren (82),
Kolonkarzinomen (83), Osteosarkomen (84) und Malignomen von hdmatopoetischen
Zellen (85) wurde eine Hochregulation der IGF-Rezeptoren nachgewiesen und ein
fortschreitendes Wachstum durch einen monoklonalen Antikorper gegen den IGF-IR

verhindert.

1.7.2. IGFBP-2 bei Malignomen

Dass IGFBP-2 vermutlich eine Sonderstellung der Bindungsproteine einnimmt, zeigen
verschiedene Untersuchungen. Einerseits wirkt es durch die IGF-Bindung und der daraus
resultierenden Inhibition des IGF-Rezeptorkontakts antiproliferativ, andererseits wurden
von verschiedenen Autoren erhohte IGFBP-2-Spiegel bei verschiedenen Tumoren
beschrieben.

Die Vermutung, dass sich Tumorzellen einen Proliferationsvorteil gegeniiber nicht
entarteten Zellen verschaffen, indem sie entsprechende Wachstumsfaktoren selbst
produzieren, wurde erstmals von Engstrom et al. experimentell nachgewiesen (86).
Klinisch konnte dies fiir [IGFBP-2 und -4 bei Kolonkarzinomen bestétigt werden (87).
Auch bei einer Reihe von anderen Tumoren wurden erhohte Konzentrationen von IGFBP-
2 im Serum und eine Uberexpression des Proteins im Tumor selbst beschrieben. So wurden
z.B. bei Prostatatumoren (88), Lungentumoren (89), akuten lymphatischen Leukdmien und
soliden peripheren Tumoren bei Kindern erhohte IGFBP-2-Spiegel gefunden. Hirntumoren
bei Kindern gehen mit erhohten IGFBP-2-Werten im Liquor einher (90).

Eine direkte IGFBP-2-Uberexpression konnte in verschiedenen Tumoren ebenfalls

beschrieben werden, z.B. bei Kolonkarzinomen oder Prostatakarzinomen (50).

1.7.3. IGFBP-2 bei ALL

Klinische Studien zeigten, dass Serum-IGFBP-2 ein Risikofaktor und Malignitdtsmarker
fiir die akute lymphatische Leukdmie im Kindesalter ist.

So wurden bei den Patienten im Serum erhohte IGFBP-2-Spiegel iiber der 95. Perzentile
gefunden, IGFBP-3 war dagegen erniedrigt (91).

Erhohte IGFBP-2-Konzentrationen im Serum bei Kindern mit neu diagnostizierter ALL
und die Normalisierung der Werte wéahrend der Chemotherapie lassen vermuten, dass die
Tumorzellen selbst fiir die erhohten Serum-IGFBP-2-Spiegel verantwortlich sind (92).

Gleichzeitig korreliert ein erhohter IGFBP-2-Spiegel zum Zeitpunkt der Diagnose ALL mit
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einem erhohten Rezidivrisiko. Dies konnte durch Cox-Regressionsanalysen in einer Studie

unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden (93).

1.8. Zielstellung der Arbeit

Verschiedene Studien zeigten, dass die N- und C-terminalen Regionen der IGFBP fiir die
Bindung der Wachstumsfaktoren eine entscheidende Rolle spielen. Mit zwolf
Cysteinresten in der N-terminalen Region und sechs in der C-terminalen Region zeigen
diese Bereiche eine hohe Konservierung.

Durch Untersuchungen der isolierten N- und C-terminalen Fragmente vermutet man, dass
vor allem die N-terminale Region mit hydrophoben Abschnitten fiir die hohe IGF-Affinitét
verantwortlich ist (94).

Im Jahr 2000 berichteten Imai et. al. iiber eine Affinititsdnderung von IGFBP-3 bzw. -5 zu
IGF, wenn in der N-terminalen Region der Bindungsproteine ein Aminosdureaustausch
erfolgte. Durch den Austausch von fiinf Aminosduren der Sequenzen von IGFBP-3 und -5
mit einer neutralen und vier nichthydrophoben Aminosiduren wurde eine iiber 1000-fache
Reduktion der Affinitdt fiir IGF erreicht. Im Gegensatz zu den bisherigen Experimenten,
die mit BP-Fragmenten durchgefiihrt wurden, wurden diesmal erstmals die vollstdndigen
Bindungsproteine untersucht, die ihre IGF-Bindungsfihigkeit verloren hatten (95). 2001
konnte von Buckway et al. gezeigt werden, dass der Austausch von drei N-terminalen
Aminosiduren des IGFBP-3 ebenfalls zu einer IGF-Affinititsreduktion fiihrt (105).

Mit der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob der Austausch von drei
korrespondierenden Aminosduren im N-terminalen Bereich von IGFBP-2 ebenfalls zu
einer Reduktion der IGF-Affinitit zu diesem Bindungsprotein fiihrt. Der Austausch
erfolgte durch site-directed-mutagenesis in einem PCR-Ansatz. Der Nachweis der
Affinitdtsreduktion wurde mit Hilfe des Westernimmuno- und Ligandenblots durchgefiihrt.
AnschlieBend sollte in Proliferationsexperimenten mit zwei verschiedenen Zelllinien
natives IGFBP-2 und mutiertes, nicht-IGF-bindendes IGFBP-2 im Hinblick auf die

Beeinflussung der Proliferation von Tumorzellen verglichen werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Gerite und Verbrauchsmaterialien

Elektrophorese: BioRAD POWER PAC 200

Western Blot: BioRAD POWER PAC 1000

Zentrifugen: Sigma 3k12, Biofuge fresco (Heraeus instruments), Jouan BR4

PCR: Hybaid OmniGene

Eppendorfgefille Safe-lock-tubes 0,5 ml, 1,5 ml: Eppendorf AG, Berlin, BRD
Pipettenspitzen verschiedene Groflen: Carl-Roth-GmbH, Karlsruhe, BRD

sterile Pipetten (5 ml, 10 ml, 50 ml): Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen, BRD
Gewebekulturflaschen (50, 250, 550 ml): Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen, BRD
Gewebekulturplatten (6-well bzw. 24-well): Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen, BRD
PR-Test-tubes: Eppendorf,15 ml, 50 ml

2.2. Konstruktion der Mutationen durch PCR

2.2.1. Materialien

IGFBP-2-cDNA gene bank accessionnumber: M35410

Primer 1 (5°: Beginn der Matrize) nt 59-78
Basensequenz 5 -CCA GCA TGC TGC CGA GAG TG-3"

Primer 2 (G*- Mutation) nt 359-379
Basensequenz  5°-AG GCG TGC GGC GgC TAC ACC C-3°

Primer 3 (G®**- Mutation) nt 420-455
Basensequenz  5°-TC GCC CAT GcC Cee CGC CTG CAG GGG CAG CTC GGA G-3'

Primer 4 (3": Ende der Matrize ) nt 549-569
Basensequenz 5°-GT GCT GTC CAC GTG GTT CTC C-3°



2. Material und Methoden 18

Primer 1 und 4 enthalten die korrekte Basensequenz der Wildtyp-cDNA.
Primer 2 und 3 enthalten die erwiinschte veridnderte Basensequenz (rot), die einen

mismatch in der PCR verursacht und dadurch den Nukleotidaustausch ermoglicht.

Alle Primer wurden von Thermo Hybaid (Ulm, BRD) synthetisiert.
dNTP Nukleotide (ANTP Mix Qiagen)

Tag- DNA Polymerase 5 U/ul (Qiagen)

10x T4 DNA Ligasepuffer (mit 10 mM ATP) (New England Biolabs)
template (IGFBP2- cDNA)

Mineral OIL (Sigma)

2.2.2. Durchfiihrung

Um die cDNA eines nicht-IGF-bindenden Proteins herzustellen, wurden in einer overlap-
extension PCR vier Basen in der N-terminalen Region, die das IGF-Bindungsmotiv enthilt,
ausgetauscht. Der Basenaustausch resultierte in der Anderung von drei Tripletts. Als
Vorlage diente die cDNA von IGFBP-2.

Zunachst wurden in zwei getrennten PCR-Ansitzen die Mutationen eingefiihrt (Abb.2).

In der ersten PCR wurde mit Hilfe von Primer 1 und Primer 3 drei Nukleotide
ausgetauscht. Daraus resultiert in der Aminosduresequenz der Einbau von jeweils Glycin
anstatt Leucin an Stelle 88 und Valin an Stelle 89 (G***-Mutation). L*® und V** konnten
mit Hilfe eines gemeinsamen Primers (Primer 3) verdndert werden, da diese beiden
Aminosduren direkt nebeneinander von der c-DNA kodiert werden.

In der zweiten PCR wurde mit Hilfe von Primer 2 und 4 der Austausch eines Nukleotides
erzielt, daraus resultierte in der Aminosiuresequenz der Austausch von Valin an Stelle 64
mit Glycin (G64—Mutation).

Die entstandenen PCR-Produkte waren 397 bzw. 210 Basenpaare lang.

Rot dargestellt sind die ausgetauschten Basenpaare des 5°-3"-DNA-Stranges.

Die Nukleotide wurden in folgenden Tripletts ausgetauscht:

1.PCR CTG — ggG [L¥®>G*¥)
GTC — GgC [V¥ > G¥]
2.PCR GTC — GgC [V* > G™]
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1. PCR
Primer 1
5 - A
G64 Primer 3
< A A
G88 G&9
< >
Produkt PCR 1 =397 bp
2.PCR Primer 2
5 A >
G64 Primer 4
Aa ¢ '
G88 G89
< >

Produkt PCR 2 =210 bp

3. overlap-extension-PCR (3. PCR)

tiberlappender Bereich

5

AL
/
A
Primer 1 G64 .
Erlmer 4
A A
G88 G89
< >

Produkt PCR 3 =511 bp

Abb.2 Prinzip der overlap-extension-PCR

blau: Primer

rot: Mutationen

griin: Verlidngerung durch Tag-Polmerase
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Ansatz fiir PCR 1
1 ul dNTP

je 1 ul Primer 1 und 3

1 wl Template (IGFBP-2-cDNA)

5 ul 10x T4 DNA Ligasepuffer

40,5 ul H,O

2,5 U (0,5 ul) Tag-Polymerase

AnschlieBend wurden die Reagenzien im Tube mit 30ul Ol abgedeckt.

Programm: 99°C: 10 min; 35X (98°C: 1 min, 50°C: 1 min, 72°C: 1 min), 72°C: 10 min
Die PCR wurde als Hot-Start-PCR durchgefiihrt: 10 min nach Programmstart wurden 2,5

U (0,5 pl) Enzym Tag-Polymerase dazugegeben.

Ansatz fiir PCR 2:
1 ul dNTP

je 1 ul Primer 2 und 4

1 pl Template (IGFBP-2-cDNA)

41 ul H,O

5 ul 10x T4 DNA Ligasepuffer

1,25 Einheiten (0,25 ul) Tag-Polymerase

AnschlieBend wurden die Reagenzien im Tube mit 30ul Ol abgedeckt.

Programm: 98°C: 3 min; 35X (95°C: 1 min, 55°C: 1 min, 72°C: 1 min); 72°C: 10 min

Die PCR-Amplifikationsprodukte wurden zur Reinigung mittels eines 1%igen Agarosegels
elektrophoretisch aufgetrennt, anschlieend ausgeschnitten und mittels gel extraction KIT
extrahiert (Arbeitsschritte siche 2.6.3.)

Um beide Mutationsprodukte in eine IGFBP-2-cDNA rekombinieren zu kénnen, mussten
beide Amplifikationsprodukte auf die Groe von 511 Basenpaaren verlidngerte werden.
Dazu wurden mit den PCR-Amplifikationsprodukten aus den beiden ersten PCR eine
overlap-extension PCR durchgefiihrt. Das 3°-Ende des Amplifikationsproduktes aus PCR 1
und das 5°-Ende des Amplifikationsproduktes aus PCR 2 lagerten sich an Stelle 359 bis
455 der IGFBP-2-cDNA um 97 Basenpaare so iibereinander, dass sie ein doppelstringiges
DNA-Molekiil bildeten. Der Taq-Polymerase stand somit eine freie 3°-OH-Gruppe zur
Verldangerung des cDNA-Strangs zur Verfiigung (Abb.2).
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Das entstandene PCR-Produkt war 511 bp lang und enthielt zu jeweils 50% die G64-
Mutation bzw. die G88/89-Mutation.

Ansatz fiir PCR 3 (overlap-extension-PCR):
1 ul dNTP

je 1 ul Primer 1 und 4

je 1 ul gereinigtes Amplifikationsprodukt aus PCR1 und PCR2

5 ul 10x T4 DNA Ligasepuffer

39,5 ul H,O

AnschlieBend wurden die Reagenzien im Tube mit 30ul Ol abgedeckt.

Die PCR wurde als Hot-Start-PCR durchgefiihrt: 10 Minuten nach Programmstart wurden
2,5 Einheiten (0,5 pul) Enzym Taq-Polymerase dazugegeben.

Programm:

99°C: 10 min; 35X (98°C: 1 min, 50°C: 1 min, 72°C: 1 min); 72°C: 10 min

2.3. Ligation

Die generierten PCR-Produkte besaBen am 3'-Ende mehrere Basen Adenin als Uberhang,
die vom Enzym Tag-Polymerase bei der PCR angefiigt wurden. Der Vektor pGemTEasy
lag als linearisierter Vektor vor und enthielt an den 3*-Enden jeweils die Base Thymidin.

Die PCR- Produkte wurden nach folgendem Ansatz ligiert:

1 ul pGem Teasy (Plasmid)

3 ul PCR-Produkt (Insert)

5 ul 2 x Ligasepuffer

1 ul T4 DNA Ligase (400 U/ul, New England Biolabs)

Der Ansatz wurde iiber Nacht bei 4°C inkubiert und am nichsten Tag transformiert

Weitere Klonierungen und Ligationen mit den Vektoren pBluescript und pcDNA3.1 und
Plasmidfragmenten wurden wie folgt vorgenommen:

5 ul Insert

1 ul Plasmid
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1 wl 10x T4 DNA Ligasepuffer(mit 10 mM ATP, New England Biolabs)
1 wl Enzym T4 DNA Ligase (400 U/ul, New England Biolabs)
2 ul H,O

Die Ansitze wurden iiber Nacht bei 4°C inkubiert und anschlieBend transformiert.

2.4. Restriktionsenzyme

Alle Enzyme (Ausnahme Sacl: Pharmacia) wurden von New England Biolabs erworben.

100 x NEB- Puffer (10 mg/ml): New England Biolabs
BSA- Puffer: New England Biolabs
Beide Puffer wurden nach einer 1:10 Verdiinnung verwendet.

10x BufferYVTangon mit BSA (MBI Fermentas)

Enzym Aktivitdit NEB-Puffer
Accl oo/ 4

AlwNI 10U/ml 4

Ehel 10 U/ul ~ 10x BufferY”
HindIII 20U/ 2

Sacl 1+BSA

Sacll 200/ul 4

Styl 3+BSA

Xbal 20U0/ul - 2+BSA
Xmal 10U/l 4+BSA

Tab.1 Ubersicht der verwendeten Restriktionsenzyme
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2.5. Kontrolle der Mutationen

Die einzelnen Klone wurden mit Hilfe der Restriktionsenzyme AIwWNI und Accl auf das
Vorhandensein der Mutationen {iiberpriift. Durch die Mutation an Stelle 88/89 wurde die
AlwNI-Schnittstelle neutralisiert, durch die Mutation an Stelle 64 entfiel die Accl-
Schnittstelle. Durch Gelelektrophorese konnten beide Populationen cDNA unterschieden

werden.

Restriktionsansatz:

5 ul Plasmid

je 0,5 ul Enzym

2 ul NEB-Puffer

2 ul BSA

10 ul H>0

Der Ansatz wurde iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.6. Agarose-Gelelektrophorese

2.6.1. Materialien
TAE- Puffer
0,04 M Trisbase
+ 0,01 M EDTA

+ 5% Essigsdure

Gelladepuffer
15% Ficoll 400
+ 0,01 M EDTA
+ 0,25% Orange G

Agarose (Carl-Roth-GmbH+Co, Karlsruhe, BRD)

Ethidiumbromid

100 bp-Marker (Life technologies, Karlsruhe, BRD)

Gel Extraction Kit (150) QIAEX II Cat. No. 20021 (QIAGEN GmbH, Hilden, BRD)
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2.6.2. Durchfiihrung

Zur Trennung von Plasmiden und Fragmenten wurde der Restriktionsansatz
elektrophoretisch aufgetrennt.

Dazu wurden 10 pl Probe mit 3 pl Gelladepuffer vermischt und auf ein horizontales 1%
Agarosegel aufgetragen. Dieses wurde mit Ethidiumbromid im Verhiltnis 1:10000
versetzt, um die DNA mittels UV-Fluoreszenz sichtbar zu machen. Als Laufpuffer wurde
TAE-Puffer verwendet.

Die DNA wurde mit 5V / cm Gelldnge in einem horizontalen Gel aufgetrennt.

2.6.3. DNA-Gelextraktion
Die gewiinschte DNA (Plasmide bzw. DNA- Fragmente) wurde aus dem
Elektrophoresegel unter Fluoreszenzkontrolle ausgeschnitten und mittels Gel Extraction

Kit nach Anweisung gereinigt.

2.7. Transformation

2.7.1. Materialien

E.coli competent cells JM 109 (Promega), Lagerung bei -80 °C
LB-Agar (Lennox L Agar, GIBCO BRL)

Ampicillin (Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Steinheim, BRD)

2.7.2. Durchfiihrung

50 wl kompetente E.coli-Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 5 pul PCR-
Amplifikations- bzw. Ligationsprodukt versetzt. Nach 20 Minuten Inkubation auf Eis
wurde der Ansatz fiir 50 Sekunden auf 42°C erhitzt (Hitzeschock) und anschlieend zwei
Minuten auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend wurden 500 pl LB-Medium dazugefiigt und der
Reaktionsansatz 90 min bei 37°C auf einem Schiittler inkubiert. 100 pl des Ansatzes
wurden auf Agarplatten aufgetragen und iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Durch Ampicillinzusatz der Agarplatten vermehrten sich ausschlieBlich die
Bakterienklone, die die Plasmid-DNA aufgenommen hatten. Die selektierten Klone
wurden in fliissiges, mit Ampicillin versetztes LB-Medium eingebracht und fiir acht
Stunden bei 37°C geschiittelt. AnschlieBend konnte die Plasmid-DNA durch Mini- oder

Maxiprep extrahiert werden.
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2.8. Plasmidpréparation

2.8.1. Miniprep

QIAprep Spin Miniprep Kit (250), Qiagen GmbH, Hilden, BRD

Die Plasmidpriparation wurde nach den Anweisungen des Hersteller-Protokolls
durchgefiihrt.

Endkonzentration der gereinigten DNA: ca. 0,2 pug/ul

2.8.2. Maxiprep
EndoFree Plasmid Maxi Kit (10), Qiagen GmbH, Hilden, BRD
Plasmidpréparation erfolgte nach den Anweisungen des Hersteller-Protokolls.

Endkonzentration der gereinigten DNA: ca.1 pg/ul

2.9. Klonierung der Mutationen in einen gemeinsamen Vektor

Vektoren: pGemTEasy- Vektor, 3015 bp (Invitrogen life technologies, Karlsruhe,
BRD)
PBluescript II SK (+/-) phagemid, 2961 bp
pcDNA 3.1, 5428/5427 bp (Promega, Madison, Wi, USA)

Nach Identifikation der beiden DNA-Populationen (jeweils mit den Mutationen an Stelle
64 und 88/89) durch Restriktionsanalyse und Elektrophorese wurden diese in einen
gemeinsamen Vektor kloniert.

An Position 257 der IGFBP2-cDNA befindet sich eine Sac II-Schnittstelle. Zwischen
beiden Mutationen, an Position 414 der cDNA, schneidet das Enzym Xmal. Eine weitere
Sacll-Schnittstelle befindet sich an Position 49 im Vektor pGemTEasy, weitere Xmal-
Schnittstellen existierten nicht (Abb.3).

Zunachst wurde mittels Sac II ein 248 bp langer Teil der c-DNA aus den zwei Klonen
herausgeschnitten, die jeweils die G*-Mutation bzw. die G*** Mutationen enthalten:

5 ul (1pg) Plasmid, 2 pl 10x NEB 4, 1 ul Enzym Sacll, ad 20 ul H,0

Das lineare Plasmid wurde nach Elektrophorese ausgeschnitten und gereinigt. Damit

entfiel die Sacll-Schnittstelle des Vektors.
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Anschlieend wurde ein Verdau des linearen Plasmids mit Xmal angesetzt:

15 ul pGemTEasy (linear), 2 ul BSA, 2 ul NEB 4, 1 ul Enzym Xmal

Der Restriktionsansatz wurde bei 37°C fiir drei Stunden inkubiert und anschlieBend
elektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieBend wurden das 157 bp umfassende Insert mit der
G%*-Mutation und das Plasmid des Klons, der G _Mutation enthilt, ligiert und in E.coli-
Zellen transformiert (Ligationsansatz siehe 2.3, Transformation siehe 2.7).

Um die rekombinierte DNA auf Vorhandensein der gewiinschten drei Mutationen zu
kontrollieren und unerwiinschte Mutationen auszuschlieBen, wurde sie vom 3 -Ende der
cDNA her mit Hilfe des SP6-Promotor-Primers bzw. vom 5 -Ende her mit Hilfe des T7-

Promotor-Primers vollstindig in beide Richtungen sequenziert.

Sacll Xmal
Position 257 Position 414

Insert mit G®*-Mutation

(157 bp)
Vg

A

G64

\ 4

IGFBP-2-G***-pgemTeasy

< <AA

G88 G89

Abb.3 Klonierung der Mutationen in einen DNA-Strang

2.10. Flag-Markierung von IGFBP-2 und IGFBP-2-G 5358

Um das von den Zellen endogen gebildete und das im fetalen Kélberserum stets enthaltene
IGFBP-2 vom iiberexprimierten, plasmidkodierten IGFBP-2 unterscheiden zu konnen,
wurde ein flag-Epitop vor das Stoppcodon des Proteins angefiigt. Dazu wurde in einer PCR
ein Primer verwendet, der sich mit 20 Nukleotiden am 3"-Ende der IGFBP-2-cDNA
anlagert und weitere 24 Nukleotide fiir das flag-Epitop an die cDNA anfiigt. An seinem 5" -
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Ende, nach dem Stoppcodon, enthdlt dieser Primer eine Schnittstelle fiir Xbal fiir
Klonierungszwecke. Als 5°-Primer fiir die PCR wurde ein interner IGFBP-2-Primer
verwendet.

Folgende acht Aminosduren wurden angehingt: Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys.

Da der Expressionsvektor pcDNA3.1 eine Xba-I Schnittstelle enthielt, wurde das 211 bp
lange G®***®_Insert mit Hilfe des Enzyms Ehel zunichst in den Vektor pBluescript

einkloniert, der bereits die komplette Wildtyp-cDNA von IGFBP-2 enthielt .

Restriktionsansatz fiir Klonierung in pBluescript:

3 ul Plasmid, 1 pl Enzym Ehel, 2 pl 10x BufferY*, 14 ul H,0

Ligationsansatz siehe 2.3.
Durch Spaltung mit Sacl und anschlieBender Elektrophorese (Spaltung des Vektors an
Position 109 und in ¢cDNA von IGFBP-2 an Position 300) wurde der Vektor mit der

korrekten Orientierung des Inserts ausgewihlt.

Anschlieend wurde mit Hilfe einer Styl-Schnittstelle und der Xbal-Schnittstelle der flag-
DNA-Abschnitt mit dem korrespondierenden Abschnitt von IGFBP-2 und IGFBP-
2G**% (im Vektor pBluescript) ausgetauscht.

Restriktionsansatz siehe Kap.2.4., Ligationsansatz siehe 2.3.

Zur Expression wurde die komplette IGFBP-2"#-DNA bzw. IGFBP-2-G®*88:894¢ ayg
pBluescript mit den Enzymen HindIII (Position 689 im Vektor) und Xbal (Position 731 im
Vektor) in den Expressionsvektor pcDNA 3.1 einkloniert.

2.11. Transfektion und Zellkultur

2.11.1. Zelllinien

Die Zellkulturen wurden mit den Zelllinien HS578T und SW 480 durchgefiihrt. Die
humane Mammakarzinomzelllinie HS578T wurde von der American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) erworben. Die humane Kolonkarzinomzelllinie
SW 480 stammt aus der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(Braunschweig, BRD).

Fiir die Kultur der HS578T-Zelllinie wurde DMEM-Medium verwendet, das mit fetalem

Kilberserum in einer 1:10 Verdiinnung und mit 0,01 mg/ml Insulin versetzt wurde.
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Die SW480-Zelllinie wurde in RPMI-Medium kultiviert, ebenfalls versetzt mit fetalem
Kilberserum. Beide Zelllinien wurden unter konstanten Bedingungen bei 37°C und 5%

CO,-Atmosphire in 6-Loch-Platten mit 2 ml Medium kultiviert.

2.11.2. Materialien

FuGENE 6 Transfection Reagent: Roche, BRD

Fetales Kilberserum: FKS Biochrom AG, Berlin, BRD
Insulin: Sigma, BRD

Dulbeccos MEM (DMEM): Biochrom AG, Berlin, BRD
VLE RPMI: Biochrom AG, Berlin, BRD

PBS-Dulbecco: Biochrom AG, Berlin, BRD

Trypsin: Trypsin/EDTA-Losung, Biochrom AG, Berlin, BRD
Neomycinsulfat: G418, PAA-Laboratories, BRD

2.11.3. Transfektion
Folgende Vektoren wurden in die HS578T- und SW480-Zelllinie transfiziert:

pcDNA (leerer Vektor)
pcDNA-IGFBP-2/8
pCDNA_IGFBP_2_G64/88/89_ﬂag

24 Stunden vor der Transfektion wurden 2,5 x 10° Zellen pro Loch (6-well-plate) eingesit
und mit 2 ml Medium bedeckt.

Die Transfektion erfolgte durch Liposomentransfer mittels FuGENE.

Dazu wurde serumfreies Medium mit 3 pl FuGENE fiinf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde 1 pg DNA dazugegeben und der Ansatz 15 Minuten bei
Raumtemperatur  inkubiert. Die DNA gelangt dabei in das Innere des
Liposomenkomplexes. Nach einem Wechsel des Zellkulturmediums (1 ml) der am Tag
zuvor eingesiten Zellen wurde der Ansatz auf die Zelllinien gegeben. Durch
Verschmelzung der Membranen von Zelle und Liposomen wurde DNA in das Innere der
Zellen eingeschleust. Nach vier Stunden wurden die einzelnen Ansitze mit Medium auf 2

ml aufgefiillt.
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Alle zwei Tage wurde das Medium der Zellkulturen gewechselt. Nach fiinf Tagen wurde
dem Medium das Antibiotikum Neomycinsulfat (650 pg/ml) zugegeben, um die
transfizierten Zellen zu selektieren.

Nach einer Woche konnten die Zellen in 50 ml-Gewebekulturflaschen umgesetzt werden.
Dazu wurden das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gespiilt und mit Trypsin fiir 15
Minuten bei 37°C inkubiert. Nach Ablosung der Zellen konnten diese gesplittet werden.
Nach 24 Stunden wurde das Medium mit Hilfe des Western-Immunoblots (siehe 2.12) auf

die Expression von IGFBP-2 bzw. der nicht-bindenden Variante untersucht.

2.11.4. Gewinnung und Aufbereitung des Zellkulturiiberstandes

Transfizierte Zellen sezernieren sowohl endogen produzierte als auch plasmidkodierte
Proteine in das Medium, das fiir einen Westernimmuno- bzw. Ligandenblot oder zur
Proteinisolierung weiterverwendet werden konnte.

Fiir die Proteinisolierung wurden SW480-Zellen mit antibiotikafreiem Zellkulturmedium
fiir 84 Stunden inkubiert. Fiir die Durchfithrung des Westernimmuno- und Ligandenblots
konnte der Zellkulturiiberstand direkt verwendet werden. Das Medium wurde 30 Minuten
bei 15000 x g zentrifugiert, um eventuell vorhandene Zellen vollstindig zu entfernen.
Anschliefend konnte das Medium bei -20°C eingefroren werden oder direkt fiir die

Proteinisolierung bzw. im Westernblot verwendet werden.

2.12. Westernimmunoblot und Ligandenblot

2.12.1. Materialien

Tris: TRIS Ultra Qualitidt Carl-Roth-GmbH, Karlsruhe, BRD

SDS: MERCK- Schuchardt, Hohenbrunn, BRD

Glycin: Carl-Roth-GmbH, Karlsruhe, BRD

Tween: Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Acrylamid: rotiphorese gel 30, Carl-Roth-GmbH, Karlsruhe, BRD
Ammoniumpersulfat (APS): Bio Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
TEMED: Carl-Roth-GmbH, Karlsruhe, BRD

Marker: Multimark Invitrogen, Life Technologies, Karlsruhe, BRD
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Trenngel: Gelpuffer (0,375 M Tris; 0,025 % SDS; pH=8,8)
+ 15% Acrylamid
+ 0,003% APS
+ 0,0007% TEMED

Sammelgel: Gelpuffer (0,125 M Tris; 0,025% SDS; pH=6,8)
+ 4,5% Acrylamid
+ 0,045% Glycerol
+ 0,003% APS
+ 0,0007% TEMED

Elektrophorese- Puffer: 0,025 M Tris
+ 0,192 M Glycin
+ 0,1% SDS

Blot-Puffer: 0,025 M Tris
+ 0,192 M Glycin
+ 0,02 % SDS
+ 20% Methanol

TBST-Losung: 0,2 M Tris
+ 1,04 M NaCl
+ 10 ml Tween 20

— auf pH=7.4 einstellen

SDS-Ladepuffer fiir Ligandenblot: 0,25 M Tris
20% Glycerol
2% SDS
0,01% Bromphenolblau

— auf pH=8,8 einstellen

SDS-Ladepuffer fiir Inmunoblot: wie SDS-Ladepuffer Ligandenblot + 100 mM DTT
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Antikorper

primér:  flag-Antikorper (Maus): anti-M2 F3165, Sigma, BRD
IGFBP-2-AK (Kaninchen): anti-IGFBP-2, Upstate-Biozol, BRD

sekundir: flag-Epitop: goat-anti-mouse-Antikorper (Ziege-anti-Maus): Sigma, BRD
IGFBP-2-AK: donkey-anti-rabbit- Antikorper (Esel-anti-Kaninchen): Amersham
Pharmacia, BRD

Ligand

biotinyliertes IGF-II: Sigma, BRD

Entwicklung

Chemilumineszenz (ECL): Western Lightening Chemiluminescence Reagent Plus, Perkin
Elmer, BRD
Kodak-X-Omat-AR-Film: Sigma, BRD

2.12.2. Vorbereitung der Proben
100 pl Probe wurde mit 33,3 pl SDS-Ladepuffer versetzt, fiir fiinf Minuten auf 100°C
erhitzt und anschlieBend auf Eis abgekiihlt. Die Tertidrstruktur der Proteine fiir den
Immunoblot wurde dabei zerstort.
Da beim Ligandenblot die Tertidrstruktur erhalten bleiben muss, wurde dem SDS-

Ladepuffer fiir den Ligandenblot kein DTT zugesetzt.

2.12.3. SDS- Elektrophorese

10 wl Marker und 35 pl der Probe wurden auf ein vertikales 12%iges SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen und im MiniProteanll-Elektrophoresesystem (BioRad,
BRD) mit Elektro- phoresepuffer bei 200V iiber 65 min aufgetrennt.

2.12.4. Blotting

Die Proteine wurden anschlieBend auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond ECL,
Amersham Pharmacia, BRD) bei 135 mA und 50V 42 Minuten geblottet.

Um unspezifische Bindungen der AntikOrper bzw. Liganden zu verdringen, erfolgte
anschliefend eine einstiindige Inkubation der Membranen des Ligandenblots in einer
0,5%-igen fettfreien Trockenmilchlésung in TBST. Die Membranen fiir die Immunoblots

wurden in einer 5%-igen fettfreien Trockenmilchlésung in TBST geblockt.
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2.12.5. Inkubation mit Antikorpern bzw. Liganden
AnschlieBend wurden die Membranen einmal mit TBST-Losung gewaschen und iiber
Nacht in einer 1:1000 Verdiinnung mit dem jeweiligen primadren Antikorper bzw. Liganden

inkubiert.

Immunoblot: flag -AK (anti-M2) — 1:1000 Verdiinnung mit TBST
anti-IGFBP2 — 1:1000 Verdiinnung mit TBST
Ligandenblot: IGF I 1pg/ul — 1:2000 Verdiinnung mit TBST + 10 uM HCL

Am folgenden Tag wurden die Membranen dreimalig mit Detergenzien (TBST) gewaschen
und mit dem sekundiren Antikorper bzw. Streptavidin fiir eine Stunde bei Raumtemperatur

inkubiert:

Immunoblot: IGFBP-2-AK-Nachweis (Esel-anti-Kaninchen-AK): Verdiinnung 1:10000
mit TBST
anti-flag-AK (Ziege-anti-Maus-AK): Verdiinnung 1:20000 mit TBST
Ligandenblot: Streptavidin 1:1000 Verdiinnung

Anschlieend wurden die Membranen in TBST dreimal je 15 Minuten gewaschen.

2.12.6. Chemilumineszenzentwicklung

Die sekundidren Antikorper sind mit Peroxidase gekoppelt und konnen so mittels
Chemilumineszenz nachgewiesen werden. Dazu wurden die Entwicklerlosungen nach
Herstellerangaben im Verhiltnis 1:1 gemischt und auf die Membranen aufgetragen.

Anschlielend erfolgte die Belichtung und Entwicklung des Rontgenfilms.
2.13. Extraktion der flag-markierten Proteine durch Affinititschromatographie
2.13.1. Material

Anti-flag-affinity-beads (M2-Beads): Sigma, BRD
Hepes Puffer (CgH;sN>O4S, M=238,31): Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe, BRD
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HBS-Puffer: 20 mM Hepes
150 mM NaCl
- auf pH=7,8 einstellen

Glyzinpuffer: 100 mM Glyzin
- auf pH=3,5 einstellen

Econo-Pack-Chromatographiesidule: BioRad, BRD

2.13.2. Durchfiihrung

Die plasmidkodierten flag-markierten Proteine im Zellkulturiiberstand konnen mit Hilfe
eines Antikorpers gegen das flag-Epitop vom endogenen IGFBP-2 chromatographisch
getrennt werden.

Dazu wurden 100 ml 84-h-Zellkulturmedium bei 20000 x g fiir 10 min zentrifugiert, um
alle zelluldren Bestandteile zu entfernen. Der gereinigte Uberstand wurde mit 1 ml anti-
flag-beads versetzt und bei 8°C iiber Nacht inkubiert.

Die Suspension wurde iiber eine Sdule gegeben und die Sédule anschlieBend dreimal mit 50
ml HBS-Puffer gewaschen. Zur Elution der Proteine wurde Glyzinpuffer (pH=3,5) iiber die
Saule gegeben, wobei die an die beads gebundenen flag-Proteine in der zweiten bis vierten
Elutionsfraktion erschienen. Die Neutralisation der Elutionen erfolgte mit Tris-Base.

Die eluierten Proteine konnten im Westernimmunoblot nachgewiesen bzw. zur

Weiterverarbeitung bei -18°C tiefgefroren werden.

2.14. Proliferationsuntersuchungen

2.14.1. Durchfiihrung

Die Experimente wurden jeweils mit den Transfektanten der HS578T- und SW480-
Zelllinien durchgefiihrt. Dabei wurden die Proliferationsraten der IGFBP-2"4_ IGFBP-2-
G888 _transfizierten und die mit dem leeren Vektor pcDNA 3.1-transfizierten Zellen
verglichen.

Die Analysen erfolgten als quantitative Zellzahlanalyse zu Beginn und am Ende der
Experimente.

Vor Beginn der Experimente wurden die Zellen zunichst 24 Stunden ,,synchronisiert*.

Dazu wurden die Zellen mit dem entsprechenden FKS-freiem Medium versetzt.
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Die Einsaat der HS578T-Transfektanten erfolgte mit 25000 Zellen pro Loch und 1 ml
Medium in 24-Lochplatten (entspricht einer Konzentration von 25000 Zellen pro ml
Medium).

Der Ansatz der SW480-Transfektanten erfolgte mit einer Ausgangszellzahl von 50000
Zellen pro Loch in 750 ul Medium (entspricht einer Konzentration von 67000 Zellen pro
ml Medium).

Die korrekte Konzentration der vitalen Zellen im Zellansatz wurde zuvor mit Hilfe der
Trypanblaufiarbung (0,4%) ermittelt. Nach 24 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel mit der
Zugabe von 1 ml 10% FKS-haltigem Medium.

Es wurden parallel jeweils drei Ansitze pro Transfektante IGFBP-2"“¢ IGBFBP-2-
GOV88801a8 ynd pcDNA3.1 durchgefiihrt. Die Experimente wurden mit beiden Zelllinien
insgesamt siebenmal wiederholt.Nach 72 Stunden wurden die Zellen vom Boden der Platte
mit Trypsin abgelost, mit Trypanblau (0,4%) angefédrbt und in einer Neubauer-Kammer

gezihlt.

2.14.2. Statistische Auswertung
Aus den Zellzahlen pro Loch der Tripletts wurde der Mittelwert berechnet. Jeweils sieben
Experimente wurden durchgefiihrt und in die Auswertung einbezogen. Die Daten wurden

mit Hilfe von SPSS-Version 11 im robusten T-Test ausgewertet.



3. Ergebnisse 35

3. Ergebnisse

3.1. Konstruktion der nicht-bindenden IGFBP-2-Variante durch PCR

In der PCR wurde mit Hilfe von Mutationsprimern eine Veridnderung der Basensequenz
erzielt, was zu einer Veridnderung der Aminosduresequenz fiihrte. An Stelle 64, 88 und 89
der Aminosduresequenz wurden so die hydrophoben Aminosduren Valin, Leucin und
Valin durch neutrales Glycin ersetzt.

Die Mutationsprimer wurden so gewihlt, dass aufgrund der nicht iibereinstimmenden
Basen (mismatch) eine ausreichende Uberlappung zu beiden Seiten des zu verindernden
Nukleotids gewihrleistet war. Der 21 bp grofle Mutationsprimer fiir die Mutation der
Aminosdure Valin an Stelle 66 verursachte an einer Base einen mismatch. Da zur
Einfiihrung der Mutationen an Stelle 88 und 89 an drei Basen eine Nicht-Ubereinstimmung
notig war, wurde der Primer mit 36 Basenpaaren entsprechend ldnger gewihlt.

Die anschlieBend durchgefiihrte overlap-extension PCR verldngerte die PCR-Produkte auf
die Lange von 511 bp. Als Ergebnis lagen zwei DNA-Subpopulationen vor, die jeweils zu
50% die G**- oder G*¥*°- Mutation enthielten.

Durch Agarosegelelektrophorese wurden die PCR-Produkte von den Reagenzien der
Polymerasekettenreaktion getrennt und mittels gel extraction KIT extrahiert. Nach
Ligation der PCR-Produkte mit dem Vektor pGemTEasy wurden die Plasmide in
competente E.coli transformiert.

Da diese Bakterien nur nach Aufnahme eines intakten Plasmids mit dem darin enthaltenen
Gen fiir Ampicillinresistenz auf ampicillinhaltigem Néhragar wachsen konnen, wurden so
die korrekt ligierten Plasmide selektiert.

Nach einem Restriktionsverdau mit den Enzymen Accl und AIwNI wurde eine
elektrophoretische Kontrolle der Ligationsprodukte durchgefiihrt. Mit Hilfe der Enzyme,
die an den mutierten Stellen keine Schnittstellen mehr besitzen, konnten so die beiden

cDNA- Subpopulationen unterschieden werden.

Accl > Neutralisation der Schnittstelle an Position 371 der 3’-5’-Basensequenz
(Aminosiure 64)
AlwNI - Neutralisation der Schnittstelle an Position 441 der 3’-5’-Basensequenz

(Aminosduren 88 und 89)
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Accl 1 2 3
2072 bp —
1501 bp —

600 bp — e

Bahn

1 Marker

2 IGFBP-2-G* - 1 Fragment

3 IGFBP-2-G**® > 2 Fragmente

AlwNI 1 2 3
2072 bp — - .
1501 bp —
Wy a—
Bahn
1 Marker

2 IGFBP-2-G*® - 2 Fragmente
3 IGFBP-2-G* - 3 Fragmente

Abb.4 Ergebnisse der Gelelektrophorese nach Enzymrestriktion

mit Accl und AIwNI
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Nach Auswahl von geeigneten Klonen, die jeweils die G* oder G*** enthielten, wurden
beide Mutationen durch Austausch eines cDNA-Abschnitts in einen gemeinsamen
Expressionsvektor einkloniert.

Zum Ausschluss von PCR-bedingten Fehlern wie Insertion, Duplikationen oder
fehlerhafter Replikation wurde die IGFBP-2-G*#¥"_cDNA mit plasmidspezifischen

Primern von beiden Seiten (3’ und 5°- Ende) vollstindig kommerziell sequenziert.

3.2. Transfektion

Die IGFBP-2-G*”**®_Variante, die flagmarkierte IGFBP-2-G*/**/*/¢_yariante sowie der
leere Vektor pcDNA3.1. wurden in HS578T- und SW 480- Zellen transfiziert.

In den Zellkulturiiberstinden waren bereits 48 Stunden nach der Transfektion im
Westernimmuno- bzw. Ligandenblot Proteine nachweisbar.

Nach fiinf Tagen wurde dem Nidhrmedium das Antibiotikum Neomycin zugefiigt, um die
transfizierten Zellen zu selektieren (DNA-Sequenz fiir Neomycinresistenz im

Expressionsvektor pcDNA 3.1) und eine stabile Transfektionszelllinie zu etablieren.

3.3. Gewinnung des Zellkulturiiberstandes

Fiir die Isolierung der Proteine durch Affinitdtschromatographie wurden die Zellen 84
Stunden inkubiert, da Testreihen zeigten, dass nach dieser Inkubationszeit die
Konzentration der tiberexprimierten, plasmidkodierten Proteine am hdchsten waren. Bei
langerer Inkubationzeit erfolgte aufgrund des Néhrstoffmangels ein Absterben der
jeweiligen Zellen und der proteolytische Abbau der Proteine im Uberstand. Die Inkubation
fir die Gewinnung des Zellkulturiiberstandes wurde mit antibiotikafreiem Medium

durchgefiihrt, da Neomycin bei der Protein-Bead-Interaktion stort.

3.4. Westernimmunoblot und Westernligandenblot

Im Westernimmunoblot konnen Proteine mit Hilfe eines monoklonalen Antikorpers
dargestellt werden. Im Gegensatz dazu beruht der Ligandenblot auf einer physiologischen
Bindung eines Liganden an das Protein. Auf diese Weise konnen zuséitzlich funktionelle

Eigenschaften untersucht werden.
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Zunichst erfolgte die Auftrennung der Proteine des Zellkulturiiberstandes durch eine 12%
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Durch Polymerisierung der Polyacrylamid-
monomere wurden die Proteine entsprechend ihrer Grof3e optimal getrennt. Anschlieend
wurden die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und mit dem jeweiligen
monoklonalen Antikorper bzw. Liganden inkubiert.

Bovines IGFBP-2 konnte im von uns verwendeten fetalen Kélberserum in geringen
Mengen nachgewiesen werden, ebenso bildeten und sezernierten die humanen Zelllinien
endogenes IGFBP-2. Durch einen stark aktivierten CMV-Promotor im Expressionsvektor
pcDNA3.1 wurde die jeweilige einklonierte cDNA transkribiert und stark liberexprimiert,

was sich im Vergleich zum endogenen IGFBP-2 als starke Signalanhebung widerspiegelte.
3.4.1. Darstellung von IGFBP-2 im Westernimmunoblot

Der monoklonale IGFBP-2-Antikorper zeigt die iiberexprimierten Proteine IGFBP-2",
die IGFBP-2-G*/*¥¥14¢ v ariante sowie das endogene Wildtypprotein.

In Abbildung 5 wird in der unteren Bande das 31 kDa groBe Wildtypprotein IGFBP-2
dargestellt, das um acht Aminosduren groere flag-markierte Protein bildet die zweite

(obere) Bande.

IGFBP-2"¢

endogenes IGFBP-2 __
(Wildtyp), 31 kDa

Abb.5 Westernimmunoblot mit IGFBP-2-Antikorper:
untere Bande: Wildtypprotein IGFBP-2

obere Bande: acht Aminoséduren groBeres flag-markiertes IGFBP-2
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3.4.2. Darstellung der flag-markierten Proteine

Zur Unterscheidung des endogen gebildeten IGFBP-2 vom iiberexprimierten,
plasmidkodierten IGFBP-2-G®¥*¥¥14¢ yngq IGFBP-2"*¢ wurde mit Hilfe eines Primers in
einer PCR am 5°-Ende ein flag-Epitop am C-terminalen Ende vor das Stopp-Codon
angehingt.

Die Inkubation der Nitrozellulosemembran mit dem monoklonalen Antikdrper gegen das

flag-Epitop stellt ausschlieBlich die Proteine IGFBP-2-G®*8¥8/¢ ynd IGFBP-2"*¢ dar.

3.4.3. Westernligandenblot

Der Westernligandenblot dient der Darstellung der physiologischen Eigenschaften der
Proteine. Die erhaltene Tertidrstruktur der Proteine ist dabei Voraussetzung fiir die
Bindung des Liganden.

Als Ligand wurde IGF-II gewihlt, an das eine Peroxidaseaktivitit gekoppelt, iiber die das

Bindungsprotein indirekt dargestellt werden kann.
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3.5. Nachweis der IGF-Affinititsreduktion von IGFBP-2-G%/88/8%lag

Um zu zeigen, dass IGFBP-2-G®/®/3¢ iy Vergleich zum Wildtyp-IGFBP-2 einen
deutlichen Verlust der Affinitidt zu IGF-II besitzt, wurden mit dem gleichen proteinhaltigen
Medium ein Westernimmunoblot mit monoklonalen Antikérpern gegen IGFBP-2 und das
flag-Epitop sowie ein Westernligandenblot mit IGF-II durchgefiihrt.

Abbildung 6 (links) zeigt sowohl das endogen gebildete bzw. im FKS stets vorhandene
Wildtyp-Protein als auch die iiberexprimierte mutierte und die flag-markierte IGFBP-2-
Variante. Es zeigt sich hierbei auch, dass das flag-Epitop keinen Einfluss auf die Bindung
des IGFBP-2- Antikorpers (o-BP2) hat.

Der monoklonale Antikorper gegen das flag-Epitop (a-flag) stellt nur die flag-markierten
Proteine dar (Abb.6 Mitte).

Im entsprechenden Westernligandenblot (Abb.6 rechts) ldsst sich die Bindung des
Liganden IGF-II am endogenen IGFBP-2 und IGFBP-2"¢ nachweisen, jedoch nicht bei der
mutierten IGFBP-2-G*"*¥¢_yariante. Das fehlende Signal verdeutlicht die drastische

Reduktion der IGF-Affinitiat der mutierten IGFBP-2-Variante.
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mit IGFBP-2- mit Flag- mit biotiny-
Antikorper Antikorper liertem IGF

Abb.6 Westernimmunoblot und Westernligandenblot,

Zellkulturiiberstand von IGFBP-2-G/148 und IGFBP-2-G64,88,89flag-

transfizierten Zellen nach 48 h Kultur



3. Ergebnisse 41

3.6. Proteinisolierung durch Affinititschromatographie

Zur Isolation von IGFBP-2-G™* und IGFBP-2-G*****¢  aus dem Zellkulturiiberstand
wurde eine Affinitdtschromatographie iiber Sédulen durchgefiihrt. Die mit anti-flag-
Antikorpern behafteten Tréigerstoffe (beads) fiihrten wihrend des Durchlaufs des
Uberstandes zur Bindung der flag-markierten Proteine. Nach mehreren Durchliufen des
Uberstandes waren die flag-markierten Proteine fast vollstindig an die beads gebunden
und im Uberstand nicht mehr nachweisbar. Durch mehrmalige Zugabe von HBS-Puffer in
die Siule wurden die gebundenen Proteine von weiteren, im Uberstand vorhandenen
Proteinen gereinigt.

Die Elution erfolgte mit 1 ml 100mM Glycin, das die gebundenen Proteine an den
Antikorperbindungsstellen kompetitiv verdridngte. Als Eluat erschienen die flag-
markierten Proteine in der zweiten bis vierten Fraktion in gereinigter Form.

Die Abbildung zeigt die gereinigten flag-Proteine im Westernimmunoblot.

wt @ - - om -~

31 kDa— 31 kDa—

Abb.7 Elutionsfraktionen (E) im Westernimmunoblot mit IGFBP-2-Antikorper nach 86 h
Kultur
A E2 bis E5 von IGFBP-2-G*/*¥%%/1
B E2 bis E4 von IGFBP-2"*
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3.7. Proliferationsuntersuchungen

Um einen ursdchlichen Zusammenhang zwischen der erhohten IGFBP-2-Genexpression in
Blasten und dem Proliferationsvorteil der malignen Zellen gegeniiber Wildtypzellen
herauszufinden, wurden Proliferationsexperimente mit zwei verschiedenen Zelllinien
HS78T und SW 480 durchgefiihrt.

Die Proliferationsuntersuchungen erfolgten mit Zellen einer stabilen Kultur, so dass
sichergestellt war, nur Zellen in die Experimente einzubeziehen, die die plasmidkodierten
Proteine sezernierten. Wihrend des Beobachtungszeitraums erfolgte kein Wechsel des
Mediums, um eine moglichst hohe Konzentration der iiberexprimierten Proteine zu
erhalten.

Die Untersuchungen wurden mit synchronisierten Zellen durchgefiihrt. Durch den Entzug
des fetalen Kilberserums fiir 24 Stunden stellten die Zellen ihr Wachstum ein und
befanden sich alle zu Beginn der Experimente im gleichen Zellzyklusstadium. Diese
Ausgangsbedingungen gewihrleisteten einen gemeinsamen Startpunkt und erlaubten den
direkten Vergleich der Proliferationsraten nach 72 Stunden. Ohne vorherige
Synchronisation ergaben sich keine Unterschiede im Zellwachstum.

Der Vergleich wurde zwischen den Transfektanten pcDNA3.1 (leerer Vektor = Wildtyp,
Kontrolle), IGFBP-2"¢ und IGFBP-2-G*¥*¥#%148 qurchgefiihrt. Die Einsaat erfolgte in 24-
Lochplatten als paralleler Dreifachansatz der Transfektanten in Tripletts (=je Transfektante
und Zelllinie drei Ansitze). Die Experimente wurden mit jeder Zelllinie siebenmal

wiederholt.

Abbildung 8 und 9 zeigen die Ergebnisse der pcDNA3.1, IGFBP-2" und IGFBP-2-
GOV Transfektanten der HS578T-und SW480-Zelllinien nach 72 Stunden
Inkubationszeit. Aus den sieben Experimenten mit je drei Ansédtzen wurden die Mittelwerte

ermittelt. Dargestellt sind die Zellzahlen pro well (24-Lochplatten).
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Es zeigte sich, dass die IGFBP-2"¢ und IGFBP-2-G*/#%/8%148_ Transfektanten einen
Proliferationsvorteil gegeniiber den entsprechenden Wildtypzellen pcDNA3.1. hatten.

Die IGFBP-2-G*/®¥/%M48_Transfektanten ~wuchsen signifikant schneller als die
Wildtypzellen.

Es zeigte sich auBerdem ein Anstieg der Proliferationsrate der IGFBP-2-G*¥*¥/#4¢_7z¢]jen
gegeniiber den IGFBP-2"¢_Transfektanten, wobei jedoch kein Signifikanzniveau erreicht

wurde.

10,0
.p=0,014
b p=0074  .p=0061 '
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[
=
=
= 6,0
N B pcDNA 3.1(Wildtyp)
'é O IGFBP-2flag
’ EIGFBP-2 G 64.8889flag
4,0
1
2,01
0,0-
72 h Kultur

Abb.8 Proliferationsergebnisse der HS578T-Transfektanten,

Ergebnisse von 7 Experimenten nach 72 Stunden Kultur



3. Ergebnisse 44

Ein dhnliches Ergebnis zeigte sich bei den SW480-Transfektanten.

Auch hier wuchsen die IGFBP-2"%-und IGFBP-2-G*Y*¥*M¢_Transfektanten deutlich
schneller als die entsprechenden Wildtypzellen.

Die IGFBP-2-G*/®¥/%%148 _transfizierten Zellen der SW480-Zelllinie wuchsen dabei sogar
hoch signifikant schneller als die Wildtypzellen.

Es zeigte sich ebenfalls ein Anstieg der Proliferationsrate der IGFBP-2-G*/®/814¢_7¢]jen
gegeniiber den IGFBP-2"*transfizierten Zellen.

8,0

.p=0,01
7,0 T
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4,0 T

B pcDNA3.1
O IGFBP-2flag
E [GFBP-2G 64:88.8%lag

3,0 A

x10 5 Zellen / well

2,0 -

0,0 -
72 h Kultur

Abb.9 Proliferationsergebnisse der SW480-Transfektanten,

Ergebnisse von 7 Experimenten nach 72 Stunden Kultur
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4. Diskussion

4.1. Experimentelle Aspekte

4.1.1. PCR

Die Entwicklung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) im Jahre 1982, fiir die Karry
Mullis 1993 den Nobelpreis erhielt, schaffte vollig neue Maoglichkeiten DNA
nachzuweisen und zu vervielfdltigen. Bereits in den achtziger Jahren entwickelten
verschiedene Wissenschaftler Methoden, DNA-Abschnitte mit Hilfe von synthetischen
Mutationsprimern in PCR-Ansdtzen zu verdndern (site-directed mutagenesis) (96;97).
Diese Methoden waren jedoch nur bedingt einsetzbar, da an den mutierten Enden der PCR-
Produkte immer eine Restriktionsschnittstelle fiir Klonierungszwecke zur Verfiigung
stehen und diese erst eingebaut werden musste.

1989 entwickelten Ho et al. eine neue Methode, unabhingig von der Lokalisation von
Restriktionsstellen Mutationen im gesamten DNA-Strang einfiigen zu konnen (98).
Zunichst wurden zwei getrennte PCR-Ansitze durchgefiihrt. Jede PCR-Reaktion nutzte
jeweils einen Primer fiir das 3"-bzw. 5’-Ende und einen internen Mutationsprimer, jeweils
in 3°-5° bzw. komplementdrer 5°-3’-Orientierung. Es entstanden zwei PCR-Produkte, die
an der Stelle der Mutationsprimer komplementdr waren und durch Nutzung als Matrize
und Primer in einer dritten PCR an der Stelle tiberlappten und die Verldngerung des DNA-
Stranges ermoglichten.

Der Vorteil der sog. overlap-extension PCR besteht darin, dass die Notwendigkeit entfiel,
direkt am Mutationsprimer eine Restriktionsstelle einzufiigen. Ho et. al. generierten mit
dieser Methode Punktmutationen, Insertionen und Deletionen.

Eine etwas verinderte Methode nutzten wir zur Erzeugung der drei Mutationen an Stelle
64, 88 und 89 der Aminosiduresequenz. Da unsere Mutationsprimer nicht nur in
entgegengesetzter Orientierung, sondern auch an zwei ca. 97 Nukleotide voneinander
entfernten Stellen der DNA lagen, also nicht komplementéir waren, iiberlappten die PCR-
Produkte in der overlap-extension PCR um 97 Basen und generierten ein Fusionsprodukt
mit jeweils der G64- oder G88/89-Mutation (siehe Kap.2.3.2).

Ein weiterer Vorteil der von Ho et. al beschriebenen overlap-extension-Methode ist die
hohe Effektivitit des Verfahrens. Im Vergleich zu den fritheren Methoden betrdgt diese
nahezu 100%, d.h. alle PCR-Produkte besitzen die gewiinschte Mutation. Sie lag in
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unserem Fall durch die Einfiihrung von drei Mutationen bei 50 % (zwei Subpopulationen
mit jeweils der G*-und G 89—Mutaltion), in der Summe jedoch ebenfalls bei 100 % (siehe
3.1.).

Die Fehleranalyse der Tag-Polymerase wurde von Ho et al. mit ca. 0,026 % angegeben
(ein Fehler in tiber 3900 Nukleotiden). Die von uns amplifizierte DNA mit einer Grof3e
von max. 511 bp lieB nur eine geringe Fehlerquote erwarten.

Weiterhin konnte die Fehlerrate durch eine hohe Ausgangskonzentration der template-
cDNA (0,02 pg/ul) in den PCR-Ansitzen verringert werden, so dass im Vergleich zu
Ansdtzen mit einer geringeren DNA-Ausgangsmenge weniger PCR-Zyklen fiir die
Einfiihrung der Mutationen nétig waren. Die abschlieBende Sequenzierung der
rekombinierten IGFBP-2-G*Y*¥8%1¢ .DNA ergab keine PCR-bedingten Nukleotid-

austausche oder strukturellen DNA-Lisionen.

4.1.2. Affinititsuntersuchungen

Der Westernimmunoblot, erstmalig von Hossenlopp 1986 publiziert, und der
Westernligandenblot sind sensitive und spezifische Methoden, um die strukturellen und
physiologischen Eigenschaften von Proteinen zu beschreiben (15).

Veridnderungen der Primérstruktur der DNA, wie die Einfiihrung der drei Mutationen im
N-terminalen Bereich von IGFBP-2, kénnen zu einer Verdnderung der Tertidrstruktur
fiihren und die physiologischen Eigenschaften der Proteine beeinflussen.

In zahlreichen Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass die c-terminale flag-
Epitop-Markierung keinen Einfluss auf die Eigenschaften des Proteins, insbesondere der
IGF-Bindungsfihigkeit hat (99-101).

Die Aminosiuresubstitution in der IGFBP-2-G*/*¥/*M¢_:DNA wurde so durchgefiihrt,
dass es zu keiner Neubildung oder Zerstérung von Disulfidbriicken kommt. Dadurch sollte
die Tertidrstruktur nicht wesentlich beeinflusst werden (95). Im Westernimmunoblot mit
einem monoklonalen IGFBP-2-Antikorper konnte gezeigt werden, dass dieser das
verdanderte Protein im gleichen Mal3e wie das Wildtypprotein bindet.

Kalus et al. fiihrten mit Fragmenten des Bindungsproteins-5 NMR-Untersuchungen durch
und zeigten, dass bestimmte Aminosduren des N-Terminus der Bindungsproteine eine
hydrophobe Region bilden, die das eigentliche IGF-Bindungsmotiv enthélt (94).
Vermutlich bilden die acht Aminosduren an Stelle 49, 50, 62 sowie 68, 69, 70, 73 und 74
eine hydrophobe kritische Region bei IGFBP-3 und -5 (siehe Abb. 10) (95). Verschiedene

Untersuchungen mit Fragmenten der Bindungsproteine-2, -3 und -5 zeigten jedoch auch,
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dass fiir die IGF-Bindung nicht nur die N-terminale-Region, sondern auch der C-Terminus
eine wichtige Funktion hat. Wahrscheinlich interagiert die C-terminale Region mit
hydrophoben Regionen des N-Terminus und bildet gemeinsam das IGF-Bindungsmotiv
(102-104). Mit Hilfe einer neuen NMR-Untersuchungstechnik, die transverse relaxation
optimised spectroscopy (TROSY), konnte nun die Bindung von IGF-I und -II am intakten
IGFBP-2 untersucht werden. Dabei zeigte sich, dass die C-terminale Region bei der IGF-
Bindung des intakten IGFBP-2 ebenfalls eine Schliisselrolle spielt.

Da die NMR-Analysen von Kalus et al. mit den BP-Fragmenten durchgefiihrt wurden,
stellte sich nun die Frage, ob die Ergebnisse auch auf die intakten Bindungsproteine
iibertragbar waren. Imai et al. erreichten eine Affinititsreduktion bei IGFBP-3 und -5
durch den Austausch von fiinf Aminosduren, wiesen jedoch auch darauf hin, dass
womoglich weniger Aminosduredanderungen fiir eine Affinititsreduktion ausreichend seien
(95). Dies wurde wenig spiter fiir IGFBP-3 nachgewiesen mit der Herstellung einer
rekombinanten G56G80G81—IGFBP—3—Variante, welche  die  intrinsische  IGF-
Bindungsfihigkeit verloren hatte, ohne dass die physiologischen Eigenschaften des
Proteins veridndert wurden (105).

Abbildung 10 zeigt einen Ausschnitt aus dem N-Terminus von IGFBP-1 bis -6.

hiGFBP-1
HGFBR2
hiGFBP-3
hiGFBP-4
hIGFBP-5
hIGFBP-6

Abb.10 grau unterlegt: hoch konservierte Aminosduresequenzen der Bindungsproteine 1-6
rot gerahmt: ausgetauschte Aminosiuren [Imai et al.] bei IGFBP-3 und -5

orange gerahmt: korrespondierende Aminoséduren VLBV yon IGFBP-2
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Wir untersuchten in unseren Experimenten die Auswirkungen des Aminosdureaustausches
in der N-terminalen Region am kompletten IGFBP-2-Protein unter der Vermutung, dass
der Austausch von drei der konservierten Aminosduren 64, 88 und 89 zu einem
ausreichenden Verlust der IGF-Bindungsfiahigkeit fiihrt.

Im Westernligandenblot konnten wir zeigen, dass der ausschlieflich im N-terminalen
Bereich durchgefiihrte Nukleotidaustausch den vollstandigen Verlust der IGF-
Bindungsfihigkeit zur Folge hat. Weiterhin waren fiir diesen Affinitdtsverlust nur drei
Aminosdureaustausche notig. Die Aminosduren an Stelle 64, 88 und 89 der
Aminoséduresequenz von IGFBP-2 gehoren demnach zu den kritischen Aminoséduren in der

hydrophoben Region fiir die Bildung des IGF-Bindungsmotivs.

4.1.3. Proliferationsuntersuchungen

4.1.3.1. Auswahl der Zelllinien

Fiir die Proliferationsuntersuchungen wurden zwei verschiedene Tumorzelllinien gewéhlt.
Die HS578T-Zelllinie ist eine Ostrogenrezeptor-negative Mammakarzinomzelllinie (106),
deren IGF-I-Rezeptor durch eine Mutation unabhiingig von der IGF-Konzentration in der
Umgebung der Zelle dauerhaft aktiviert ist. Die Zelllinie eignet sich daher gut zur
Untersuchung der IGF-Rezeptor-unabhingigen Wirkungen der Bindungsproteine, wie sie
bereits fiir IGFBP-3 durchgefiihrt wurden (107). Durch die stindige Aktivierung des
Rezeptors werden die IGF-Rezeptor-vermittelten IGF-abhingigen Wirkungen der
Bindungsproteine ausgeschaltet, ohne dass die Bindung von IGF an den IGF-I-Rezeptor
gestort wird (108). Neue Untersuchungen wiesen bei der HS578T-Zelllinie die Bindung
von IGFBP-2 an das Integrin a5B1 nach, wodurch vermutlich Effekte vermittelt werden,
die IGF-unabhingig sind (s.u.) (63).

Die zweite untersuchte Zellinie ist die SW480-Kolonkarzinomlinie (109). Mehrere Studien
beschrieben IGFBP-2 als Risikofaktor und Malignitdtsmarker bei Kolonkarzinomen (87).
Da sich dhnliche Ergebnisse bei der kindlichen ALL fanden und Leukidmiezellkulturen
schwer zu transfizieren sind, sollte die Kolonkarzinomlinie SW480 als experimentelles

Vergleichsmodell dienen (92).



4. Diskussion 49

4.1.3.2. Uberexpression von IGFBP-2 in Tumorzelllinien

Zelllinien sezernieren Wachstumsfaktoren, die auto- und parakrine Wirkungen auf die
Proliferation haben. Ebenso werden die sechs Bindungsproteine, je nach untersuchter
Zelllinie, in unterschiedlichen Konzentrationen sezerniert. Die Transfektion der flag-
markierten und der nicht-IGF-bindenden IGFBP-2-Variante fiihrte bei unseren
Untersuchungen zu einer deutlichen Uberexpression der plasmidkodierten Proteine in den
Zelllinien HS578T und SW480 und zu einer hohen Proteinkonzentration im
Zellkulturiiberstand.

Wir untersuchten, inwiefern die transfizierten und sezernierten Proteine das Wachstum der
Tumorzellen beeinflussen. Die aussagekriftigste und sicherste Methode zum Vergleich
von Zellwachstum ist die quantitative Zellzihlung in Proliferationsexperimenten (110).
Durch parallele Untersuchungen der drei Transfektanten einer Zelllinie wurden insgesamt
vergleichbare Wachstumsbedingungen geschaffen. Mogliche Unterschiede in der
Verteilung der Zellzahlen (Pipettierfehler) auf die drei Ansitze bei der Einsaat der Zellen
wurden aufgrund der Durchfithrung der Experimente in Tripletts weitgehend ausgeglichen.
Die Berechnung der Mittelwerte aus den drei Ansidtzen pro Transfektante (Tripletts)
fiihrten so zu einer geringeren Streuung der Zellzahlen.

Frithere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass Transfektionen von Jurkat-
und SW480-Zellen mit humaner IGFBP-2-cDNA zu einem  signifikanten
Proliferationsvorteil fiihrten. Exogen zugegebenes IGFBP-2 fiihrte ebenfalls zu einem
vermehrten Wachstum von Jurkatzellen, die jedoch nicht Signifikanzniveau erreichten.
Entsprechend vermindert zeigte sich das Wachstum bei Jurkatzellen, deren IGFBP-2-
mRNA mittels antisense-Technik gehemmt wurde (111).

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich in den Proliferationsexperimenten mit transfizierten
HS578T- und SW480- Zellen. Beide Transfektanten, IGFBP-2"* und IGFBP-2-G*/*¥*%/"
wuchsen schneller als die korrespondierenden Wildtypzellen. Die IGFBP-2-G®¥/#¥/8%as.
transfizierten Zellen der HS578T-Zelllinie wuchsen dabei signifikant schneller als der
Wildtyp, die der SW480-Zelllinie sogar hochsignifikant schneller. Mégliche Ursachen fiir
die erhohte Proliferationsrate der IGFBP-2-transfizierten Zellen werden ausfiihrlich in
Kapitel 4.1.4. und 4.1.5. diskutiert.

Es zeigte sich auch ein Anstieg der Proliferationsrate der nicht-IGF-bindenden Variante
gegeniiber der flagmarkierten Variante. Eine mogliche Erkldarung dafiir ist, dass mutiertes
IGFBP-2-G%¥/8%8948_protein nicht in der Lage ist IGF zu binden, weshalb freies,

ungebundenes IGF am IGF-I-Rezeptor seine wachstumsstimulierende Wirkung entfalten
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kann. Die flag-Variante dagegen bindet para- und autokrin gebildetes IGF und verhindert
so dessen Rezeptorinteraktion. Diese Begriindung lisst sich jedoch nicht auf die HS578T-
Zellen iibertragen, da deren IGF-Rezeptor bei beiden Transfektanten IGF-unabhingig
aktiviert ist.

Dem Wachstumsunterschied zwischen den IGFBP-2"¢ und den IGEBP-2-G®/#%/#%las_
transfizierten HS578T-Zellen konnte jedoch auch zugrundeliegen, dass die Bindung von
IGF an IGFBP-2" selbst eventuelle stimulatorische Eigenschaften von IGFBP-2
beeintriachtigt, wogegen die nicht-bindende Variante seine Wirkungen in Abwesenheit von
IGF entfalten kann.

Eine dritte Moglichkeit wire, dass die von uns konstruierte IGFBP-2-G***¥*%¢_yariante

ein hoheres stimulatorisches Wachstumspotenzial als das Wildtypbindungsprotein besitzt.

4.1.4. IGFBP-2 Wirkung auf Tumorzellen

Zu den Kriterien von malignem Wachstum gehoéren eine erhohte Proliferationsrate, das
invasive Wachstum und die Fahigkeit, sich aus dem Zellverband zu 16sen
(Metastasierung). IGFBP-2 wurde bereits als positiver und negativer Regulator von
Tumorwachstum beschrieben: einerseits wirken die Proteine durch die Bindung von lokal
produzierten =~ Wachstumsfaktoren antiproliferativ, andererseits konnen sie als
eigenstindiger Uberlebensfaktor antiapoptotisch wirken (112;113). Aufgrund der IGFBP-
2-Uberexpression in vielen Tumoren und deren Korrelation mit dem Tumorgrad ist zu
vermuten, dass es den Zellen einen Vorteil durch die Forderung von malignen
Eigenschaften schaffen konnte. Zusitzlich fand man bei verschiedenen Tumoren eine hohe
Menge von membranassoziiertem IGFBP-2 (69;114). Aufgrund dieser Beobachtungen
werden sowohl IGF-abhingige als auch IGF-unabhingige Wirkungsmechanismen
angenommen.

IGFBP-2 induziert in vitro die Bildung von Matrixmetalloproteasen bei Glioblastomzellen
und konnte so die Invasion von Zellen in gesundes Gewebe erleichtern (115).

Ein verdndertes Gleichgewicht von Proteasen kann ebenfalls Ursache von maligner
Transformation sein. Eine erhohte Proteolyseaktivitit konnte bei Kolonkarzinomen im
Vergleich zu normalem Darmgewebe gezeigt werden (116). Menouny et al. konnten
zeigen, dass liberexprimiertes IGFBP-2 in vivo in der Lage ist, Tumoren neu zu induzieren.
IGFBP-2 bewirkte {iiber die Induktion von Plasminaktivatoren und Hemmung der
Inhibitoren eine erhohte Proteolyse von IGFBP-3 und Umverteilungen des Transports der

Wachstumsfaktoren zugunsten des Anteils von IGFBP-2. Der Komplex von IGFBP-2 und
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IGF ist im Gegensatz zum terndren Komplex (IGFBP-3, IGF und ALS) in der Lage, die
Zirkulation zu verlassen und an den Zielzellen zu wirken (117). Auflerdem berichteten die
Autoren in einer weiteren Studie iiber eine erhohte Sekretion von tissue-type plasminogen
(PLG) activator durch Neuroblastomzellen. Die daraus folgende erhohte Proteolyse von
IGFBP-2 resultiert in einer verminderten Affinitdt der Fragmente zu IGF-II, die daraufhin
in erhohtem MaBe mit IGF-Rezeptoren interagieren konnen (118).

Untersuchungen mit verschiedenen Zelllinien zeigten jedoch auch inhibitorische Effekte
von IGFBP-2 auf das Zellwachstum (67). Diese wurden mit exogen zugegebenem IGFBP-
2 durchgefiihrt, das vermutlich zunichst freies IGF band und somit als Konkurrenz zum
IGF-I-Rezeptor einen antiproliferativen Effekt bewirkte. Schiitt et al. beschrieben bei der
Untersuchung von HS578T-Zellen ebenfalls eine antiproliferative Wirkung von exogen
zugefiigtem IGFBP-2. Diese Beobachtung wurde als Integrinwirkung beschrieben, die von

IGF unabhingig war (siehe 4.1.5.) (63).

4.1.5. Potenzielle IGF-unabhingige Mechanismen

Uber die genauen molekularen Mechanismen der IGF-unabhingigen bzw. IGF-Rezeptor-
unabhidngigen Wirkungen der einzelnen Bindungsproteine ist noch wenig bekannt. Man
nimmt an, dass die Effekte durch die intakten Proteine oder deren Proteolysefragmente
vermittelt werden und die Proteine sowohl iiber eigene als auch iiber die IGF-Rezeptoren
wirken konnen.

Fiir IGFBP-3 ist bekannt, dass bei vielen Tumoren eine verminderte Serumkonzentration
zu finden ist (119). Neue Hinweise auf Wirkungsmechanismen wurden in einer Studie
postuliert, die mutiertes nicht-IGF-bindendes IGFBP-3 auf seine Wirkungen auf Pankreas-
Inselzellen untersuchte. IGFBP-3 fiihrte demnach zu einer Inhibition der c-raf-MEK-EK-
Signalkette, wodurch die Apoptose von Zellen eingeleitet werden kann. Diese Eigenschaft
war unabhéngig von der IGF-Bindungsfahigkeit von IGFBP-3 (120).

In unseren Experimenten untersuchten wir die direkten IGF-unabhéngigen Wirkungen von
IGFBP-2 auf die Proliferation. Unsere rekombinante IGFBP-2-G*"***¢ _yariante war im
Westernligandenblot nachweislich nicht in der Lage, IGF zu binden. Dadurch waren die
direkten Einflussmoglichkeiten der Wachstumsfaktoren auf das Bindungsprotein
weitestgehend reduziert. Durch diese IGF-Affinitdtsreduktion konnte parakrin oder
autokrin gebildetes IGF die nativen Funktionen des IGF-Bindungsproteins nicht mehr
beeinflussen (95). Der signifikante wachstumsstimulierende Effekt der mutierten IGFBP-

2-GO8¥89lag_y/ariante konnte, wie bereits diskutiert, also nicht auf die Bindung von IGF-I
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an das Protein zuriickgefiihrt werden, sondern muss eine eigenstindige Wirkung des
Bindungsproteins sein. Fiir die proliferationsfordernde Wirkung als eine Eigenschaft von
IGFBP-2 spricht auch, dass der Effekt bei den HS578T-Zellen mit einem dauerhaft
aktivierten IGF-I-Rezeptor nachweisbar war. Diese Wirkung war unabhingig von der
Anwesenheit von IGF und sollte damit ausschlieBlich auf die Anwesenheit von

tiberexprimiertem IGFBP-2 zuriickzufiihren sein.

Der Kontakt mit der extrazelluliren Matrix (ECM) ist vor allem bei Tumoren des ZNS
Voraussetzung fiir invasives Wachstum. Einige Bindungspartner von IGFBP-2 in der ECM
wurden bereits identifiziert. In vitro konnte nachgewiesen werden, dass IGFBP-2 an
Glykosaminoglykan-Chondroitin-4 und -6-sulfate, Keratansulfat und iiber seine Heparin-
bindende Domine an die ECM binden kann. Die Bindung an Proteoglykane wurde in vivo
nachgewiesen (65). Die Bindung an die ECM iiber Heparin gelang jedoch nur in
Anwesenheit der Wachstumsfaktoren. Fiir den Kontakt von IGFBP-2 mit Komponenten
der extrazellularen Matrix war keine intakte RGD-Sequenz, sondern das
Heparinbindungsmotiv erforderlich, wie Untersuchungen mit mutierten RGD- und HB-
Domiinen erbrachten. In der gleichen Studie wurde gezeigt, dass eine intakte HBD von
tiberexprimiertem IGFBP-2 Voraussetzung fiir eine erhohte Proliferation, Migration und

Invasion von Neuroblastomzellen ist (121).

Bei der direkten Interaktion mit der Zelloberfliche kommt der RGD-Sequenz im C-
terminalen Bereich von IGFBP-2 vermutlich eine besondere Bedeutung zu. Uber diese
Sequenz konnen Proteine an Integrine binden, die als Zelloberflachenrezeptoren
intrazelluldre Signalkaskaden aktivieren konnen.

Frithere Studien zeigten, dass die Zellassoziation von IGFBP-2 nicht iiber die RGD-
Sequenz ablduft und deren Mutation keinen Einfluss auf das Zellwachstum hat (122). Neue
Studien wiesen jedoch eine IGFBP-2-Bindung an das Integrin a5B1 bei
Ewingsarkomzellen und der Brustkrebszelllinie HS578T nach. Dafiir war eine intakte
RGD-Sequenz erforderlich. Die Bindung resultierte bei den Brustkrebszellen in einer
verminderten Zelladhision. In vivo konnte vermutlich dadurch die Metastasierung
begiinstigt werden (62;63). Unabhéngig davon beschrieben andere Autoren ebenfalls die
Bindung von IGFBP-2 an Integrin oS5B1 in IGFBP-2-iiberexprimierenden

Glioblastomzellen. Durch die Bindung wurde die Integrinexpression hochreguliert und
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zusitzlich die Zellmigration verstdrkt. Der Effekt wurde von den Autoren als IGF-
unabhiingig beschrieben (123;124).

Verminderte Zelladhdsion und Zellmigration bedeuten fiir Tumorzellen einen
Selektionsvorteil und eine erhohte Aggressivitidt. Durch die nachgewiesene Bindung von
IGFBP-2 an bestimmte Integrine ldsst sich die hohe Aggressivitit von Tumoren erkléren,
die mit stark erhohten IGFBP-2-Spiegeln einhergehen (z.B. Glioblastome, Prostata-
karzinome).

Auf der anderen Seite zeigte eine Studie von Pereira et al., dass die Interaktion von
IGFBP-2 mit dem Integrin a5B3-Rezeptor zu einer geringeren TumorgroBe bei Brustkrebs
fiihrt und diese Interaktion nicht iiber die RGD-Sequenz abliuft. Bei diesen Mechanismen
scheint Vitronectin als ECM-Komponente beteiligt zu sein, dessen Wirkung auf IGFBP-2
jedoch noch nicht vollstdndig geklart ist (121;125). AuBBerdem berichteten Schiitt et al.
iiber eine signifikant verminderte Proliferation von HS578T-Zellen, wenn exogenes
IGFBP-2 oder RGD-haltige Proteine zugefiigt wurden. Der Effekt wurde als IGF-
unabhiingig beschrieben. Zusitzlich zeigten die Autoren, dass die proliferationshemmende
Wirkung {iber Integrine vermittelt wird, da Peptide mit einer mutierten RGD-Sequenz

(sogenannte RGE-Peptide) keinen Effekt bewirkten (63).

Neben der Integrinbindung wurde in Osteosarkomzellen auch eine IGF-unabhingige
verstirkte Bindung der Wachstumsfaktoren an IGF-Rezeptoren nachgewiesen. Gleichzeitig
induzierte die exogene Zugabe von IGFBP-2 die Expression der GH-Rezeptor-mRNA.

Beide Effekte resultierten in einer erhdhten Proliferation der Zellen (126).

Die Uberexpression von IGFBP-2 in Nebennierentumorzellen bewirkte eine beschleunigtes
Wachstum dieser Tumorzellen (127). Eine mogliche Erkldarung dafiir ist die Aktivierung
von proliferationsfordernden Genen wie z.B. Gluthation-S-Transferasen in IGFBP-2-
transfizierten Zellen, die einen Proliferationsvorteil der Zellen gegeniiber oxidativem
Stress schafft. (69) Fiir die Hypothese, dass IGFBP-2 Schutzmechanismen bei oxidativem
Stress aktiviert, spricht auch die Aktivierung von IGFBP-2 durch NFxB in

Lungenepithelzellen bei oxidativem Stress (50).
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4.2. Klinische Aspekte

4.2.1. IGFBP-2 bei Malignomen

Die klinische Bedeutung der Bindungsproteine fiir die normale menschliche Entwicklung
wurde bereits in der Einleitung beschrieben. In der Diagnostik bei Entwicklungs- und
Wachstumsverzogerung von Kindern ist die Bestimmung einzelner IGF-Komponenten
schon seit langer Zeit Routine. Nun wurden zunehmend bei verschiedenen Malignomen
Verinderungen der Serumkonzentrationen, Uberexpressionen oder Hemmungen der BP-
Produktion beschrieben.

Erhohte Serumspiegel von IGFBP-2 wurden bei einer Vielzahl von Malignomen bestimmt,
z.B. bei Tumoren des Kolons (128), der Lunge (89;129), der Prostata (88;130) sowie bei
Kindern mit Wilms’Tumor (82;131) und soliden malignen ZNS-Tumoren (90). Die Hohe
des Spiegels korrelierte dabei auch mit der Tumormalignitit (115;132;133). Gerade bei den
hochaggressiven Glioblastomen, Melanomen und kindlichen lymphatischen Blasten ist
IGFBP-2 hoch exprimiert.

In zahlreichen klinischen Untersuchungen von Kindern mit ALL wurde eine signifikante
Erhohung von IGFBP-2 sowohl im Serum und Liquor als auch in der Genexpression der
lymphatischen Leukimiezellen beschrieben (90;93;134). Die Hohe der IGFBP-2-
Expression in den leukdmischen Blasten bei Diagnosestellung korreliert dabei direkt mit
der ereignisfreien Uberlebenszeit, wie es in einer Studie unserer Arbeitsgruppe beschrieben
wurde und kann als unabhéngiger prognostischer Marker gewertet werden (93). Bei der
prognostisch schlechteren T-ALL ergaben sich zusitzlich im Vergleich zur B-ALL erhohte
IGFBP-2-Werte. Gleichzeitig wurde im Serum von ALL-Patienten IGFBP-2-mRNA
signifikant hiufiger gefunden als bei gesunden Kindern (92).

Eine mogliche Erkldrung dafiir wére, dass die Tumorzellen IGFBP-2 selbst produzieren
konnen (92). Dies wurde bereits bei zahlreichen Tumoren bestitigt (81;89;135). Eine
weitere Ursache kann die von uns in der Vergleichszelllinie SW 480 beschriebene IGF-
unabhingige proliferationsfordernde Wirkung des IGFBP-2 auf die lymphatischen Blasten
sein, die den Tumorzellen einen Wachstumsvorteil verschafft.

Ein ursidchlicher Zusammenhang von erhohten IGFBP-2-Spiegeln bei Kolonkarzinomen
lasst sich mit unseren Proliferationsuntersuchungen und Vorexperimenten mit der
Tumorzelllinie SW480 erklaren. Auf weitere IGF-abhidngige und unabhingige

Wirkungsmechanismen wurde bereits eingegangen, die die klinischen Ergebnisse stiitzen.
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4.2.2. IGFBP-2 als moglicher Tumormarker und Prognosefaktor?

Der Zusammenhang zwischen erhohten IGFBP-2-Serumspiegeln bei verschiedenen
Tumoren ldsst die Frage autkommen, ob IGFBP-2 als Tumormarker geeignet wire, um
Hochrisikopatienten zu erkennen und intensiver zu behandeln. Der Zusammenhang von
IGFBP-2 und Malignitit bei der kindlichen ALL wurde bereits beschrieben. Auch bei der
Risikostratifizierung nach Knochenmarkstransplantation bei Kindern mit AML konnte die
Bestimmung des Serum-IGFBP-2- Spiegel hilfreich sein, wie eine Studie von Dawczynski
et al. ergab. Kinder mit einer Standardabweichung von > 4,5 des IGFBP-2-Spiegels haben
demnach ein wesentlich hoheres Rezidivrisiko und koénnten so als Risikopatientengruppe
identifiziert und entsprechend aggressiver behandelt werden (136;137).

Da IGFBP-2 auch bei soliden ZNS-Malignomen im Liquor deutlich erhoht ist, jedoch der
Liquor bei peripheren Tumoren unauffillige Werte zeigt, lasst sich das Bindungsprotein als
selektiver Marker fiir Tumoren des ZNS einsetzen (90).

Auch bei der Fritherkennung von Prostatakarzinomen konnte IGFBP-2 eine Bedeutung
erlangen. Zwar ist die Bestimmung des PSA-Wertes sensitiver als der IGFBP-2-Spiegel,
jedoch kann, vor allem bei niedrigen PSA-Werten, eine Erhohung des Serumspiegels auf
eine erhohte Tumorlast hinweisen. (130;138). Zusitzlich wire die Bestimmung des
IGFBP-2-Spiegels ein zuverldssiges Unterscheidungskriterium zwischen der benignen
Prostatahyperplasie und dem Prostatakarzinom, da es ausschlieBlich bei Karzinomen
erhoht ist (139).

Die Kombination aus Messung von CEA und IGFBP-2-Spiegeln bei kolorektalen Tumoren
als prognostischer Marker fiir Metastasierung und Rezidive wurde bereits von einigen

Autoren vorgeschlagen (140).

4.3. Therapeutische Ansiitze

Zum jetzigen Zeitpunkt sind die Wachstumsfaktoren IGF-I und -II unter therapeutischen
Gesichtspunkten intensiver untersucht als die IGF-Bindungsproteine. So sind bereits
Somatostatin-Analoga bei neuroendokrinen Tumoren des Gastrointestinaltrakts und
Tamoxifen bei Ostrogenrezeptor-positiven Mammakarzinomen im klinischen Einsatz
(36;141).

Antikorper gegen den IGF-I-Rezeptor und IGF-I-Analoga, die IGF-I vom Rezeptor
verdringen, bewirkten bei vielen Tumorzellen in vitro und in vivo ein vermindertes

Wachstum (142). Klinische Einsitze sind jedoch noch in Erprobung.
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Fiir IGFBP-2 sind neben dem Einsatz als Tumormarker und unabhédngigen Faktor zur
Erkennung von Risikopatienten in Zukunft auch therapeutische Einsdtze denkbar. Als
direkter Wachstumsstimulator, wie das Protein in unseren Untersuchungen und in anderen
Studien identifiziert wurde, sind in Zukunft eventuelle Einsatzmoglichkeiten eines
spezifischen Antikorpers denkbar. Allerdings muss beachtet werden, dass die meisten
Untersuchungen zum jetzigen Zeitpunkt ausschlieBlich in vitro und mit iiberexprimiertem
IGFBP-2 mit zum Teil unphysiologisch hohen Konzentrationen des Proteins durchgefiihrt
wurden. Die Ergebnisse sind also nicht ohne weiteres auf Prozesse in vivo iibertragbar.
Auch diirfen die physiologischen Funktionen von IGFBP-2, das in sehr hoher
Konzentration im Liquor vorkommt und dort das Hauptbindungsprotein darstellt, nicht
nachteilig beeinflusst werden.

Die Entwicklung von Hemmern der IGFBP-Proteasen zur Regulation des freien Bindungs-
protein- und IGF-Anteils ist Gegenstand der aktuellen Forschung (40).

Zunichst miissen jedoch die genauen Wirkungsmechanismen der Bindungsproteine geklirt
werden und die Frage, ob IGFBP-2 urséchlich in die Abfolge der Karzinogenese eingereiht
werden kann und durch welche Mechanismen die Bindungsproteine im gesunden Gewebe

und in Malignomen kontrolliert werden.
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5. Zusammenfassung

Die insulindhnlichen Wachstumsfaktoren IGF-I und IGF-II sind wichtige Effektorproteine
fir das Wachstum und die Differenzierung von Zellen. Eine Gruppe von strukturell
konservierten Proteinen, IGF-Bindungsproteine, binden, stabilisieren und verldngern die
Halbwertszeit der IGF-Proteine.

Neben dieser Funktion vermutet man auch IGF-unabhingige Wirkungen auf Zellwachstum
und Zelldifferenzierung. IGFBP-2 im Serum wurde als unabhingiger Risikofaktor und
Malignitdtsmarker fiir verschiedene Neoplasien identifiziert, wie z.B. akute lymphatische
Leukédmie, Kolonkarzinome und Glioblastome. Au3erdem konnte gezeigt werden, dass die
IGFBP-2-Genexpression mit Tumorgrad und Prognose korreliert. Aufgrund dieser
klinischen Beobachtungen untersuchten wir die Rolle von IGFBP-2 auf Zellwachstum
verschiedener Tumorzellen.

Um zwischen IGF-abhingigen und IGF-unabhingigen IGFBP-2-Wirkungen unterscheiden
zu konnen, konstruierten wir eine nicht IGF-bindende IGFBP-2-Variante. Die
Aminosduren Valin, Leucin und Valin an den Stellen 66, 88 und 89 der
Aminosduresequenz in der N-terminalen Bindungsregion wurden mittels site-directed
mutagenesis durch overlap-extension-PCR jeweils mit Glyzin ersetzt. Zur Unterscheidung
der endogenen und plasmidkodierten Proteine markierten wir die Proteine am C-terminalen
Ende mit einem flag-Epitop. Die cDNA von IGFBP-2" und die IGFBP-294#81¢ sowie
der leere Vektor als Kontrolle wurden in die Tumorzelllinien HS578T und SW480
transfiziert.

Im Westernimmunoblot konnte eine Uberexpression beider Proteine gezeigt werden. Der
Westernligandenblot mit biotinyliertem IGF-II demonstrierte, dass IGFBP-2-G®*388%1¢ i
Gegensatz zu den Wildtyp-Zellen nicht in der Lage war, IGF-II zu binden.

In Proliferationsexperimenten wuchsen die IGFBP-2"¢.und IGFBP-2-G®*®*8%%s_
transfizierten Zellen signifikant schneller als die Wildtypzellen. Aulerdem zeigte sich ein
signifikanter Anstieg des Wachstums von den IGFBP-2" zu den IGFBP-2-G®*#%8%
transfizierten Zellen. Der wachstumsstimulierende Effekt von IGFBP-2 in den IGFBP-2-
tiberexprimierenden Zellen war unabhingig von der IGF-Bindungsfahigkeit des IGFBP-2.
Mogliche Wirkungsmechanismen von IGFBP-2, die in der Literatur beschrieben wurden,
sind die Bindung an Integrine, die Induktion von antioxidativen Substanzen sowie die

Erhohung der Bindungsfihigkeit von Wachstumshormon an den Rezeptor. Die in
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verschiedenen Studien nachgewiesene Verminderung der Zelladhdsion und Erhohung der
Zellmobilitit durch die IGFBP-2-Uberexpression kann die Metastasierung begiinstigen und
die Aggressivitit von Tumorzellen erhohen. Es besteht somit ein ursédchlicher
Zusammenhang zwischen den erhohten IGFBP-2-Spiegeln in Serum und Liquor und einer
erhohten Malignitdt und Aggressivitit verschiedener Malignome wie der kindlichen ALL,
der Kolonkarzinome und Glioblastome.

Verschiedene Studien wiesen auf die Moglichkeit hin, IGFBP-2 als Tumormarker bei der
ALL, bei Prostatakarzinomen und Kolonkarzinomen einzusetzen. Gerade bei der akuten
lymphatischen Leukidmie im Kindesalter wird die Verbesserung der Therapiemdoglichkeiten
in der Fritherkennung von Risikopatienten liegen. Die IGFBP-2-Serumkonzentration als
unabhingiger Risikofaktor konnte ein solche Identifizierung erleichtern.

Inwieweit die Beeinflussung der IGFBP-2-Expression in Tumorzellen therapeutischen

Wert hat, muss in Zukunft untersucht werden.
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IGFBP-2-Aminosiduresequenz (Wildtyp)

01
EVLFRCPPCT
PVAPPAAVAA
41
ELVREPGCGC
ACGVYTPRCG
81
SELPLQALVM
AEYGASPEQV
121
GLVENHVDST
GRKPLKSGMK
161
EQHRQMGKGG
KLRPPPARTP
201
RISTMRLPDE
HIPNCDKHGL
241
NGQRGECWCV
APTIRGDPEC
281
CGVHTQRMQ

PERLAACGPP
VAGGARMPCA

CSVCARLEGE
QGLRCYPHPG

GEGTCEKRRD
ADNGDDHSEG

MNMLGGGGSA
ELAVFREKVT

KHHLGLEEPK
CQQELDQVLE

RGPLEHLYSL
YNLKQCKMSL

NPNTGKLIQG
HLFYNEQQEA

Rot: auszutauschende Aminoséuren an Stelle 64, 88 und 89 der Aminoséuresequenz
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