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Zusammenfassung: Ziel dieser Arbeit war die Isolierung und biochemische Charakterisierung
natirlich vorkommender Fragmente von IGFBP-2- und —4 aus humanem Hamofiltrat. Die
Aufreinigung der Fragmente erfolgte durch aufeinanderfolgende chromatographische Schritte anhand
ihrer Immunreaktivitét, ihrer Molekularmassen sowie ihrer IGF-1-Bindungsfahigkeit. Es konnte eine
Vielzahl verschiedener C-terminaler IGFBP-2-Fragmente isoliert werden. Die ermittelten Spaltstellen
lief3en auf eine Plasma-Proteolyse von IGFBP-2 durch Trypsin- und Chymotrypsin-hnliche Proteasen
schlieffen. Verglichen mit rhIGFBP-2 besal3en ale Fragmente eine deutlich verringerte
Bindungsaffinitét zu IGF-1 und 1. Das hauptséchlich vorkommende Fragment IGFBP-2 (167-279)
zeigte noch eine signifikante IGF-11-Bindung (K4=43 nM), allerdings nur eine niedrigaffine Bindung
von IGF-1 (K4=495 nM). Im Rahmen der Aufreinigung von |GFBP-4-Fragmenten konnte sowohl ein
N-terminales Fragment IGFBP-4 (4-122) als auch ein C-terminales Fragment IGFBP-4 (136-237)
isoliert werden. Die Spaltstellen deuteten darauf hin, dal3 die Proteolyse von IGFBP-4 im Plasma
durch eine Chymotrypsin-dhnliche Protease und durch Kallikrein erfolgt. Das N-terminale Fragment
IGFBP-4 (4-122) besal3 eine deutliche IGF-Bindungsaffinitdt (K4s=24 nM fir IGF-I, K4=26 nM fir
IGF-I1), wohingegen das C-terminale Fragment |IGFBP-4 (136-237) nur eine niedrigaffine Bindung
zeigte (Kg=164 nM fir IGF-I, K4=184 nM fir IGF-11). Weiterhin konnte die Disulfidverbriickung
innerhalb der C-terminalen Doméanen von IGFBP-2 und —4 aufgeklart werden. Die sechs konservierten
Cystein-Reste zeigten in beiden Peptiden eine Verkniipfung nach dem Muster 1-2, 3-4 und 5-6.

Schlagworte: IGFBP-2 und -4 — Proteolyse — Bindungsanalyse

Abstract: The subject of this work was the isolation and biochemical characterization of naturally
occuring fragments of IGFBP-2 and —4 from human hemofiltrate. The purification of IGFBP
fragments was performed by consecutive chromatographic steps guided by immunoreactivity,
molecular masses, and the ability of the fragments to bind IGF-I. A variety of C-terminal IGFBP-2-
fragments was isolated. The determined cleavage sites suggested plasma proteolysis of IGFBP-2 by
trypsin- and chymotrypsin-like proteases. Compared to rhiIGFBP-2, al isolated fragments showed a
significantly reduced binding affinity for IGF-I and -Il. The mainly occuring fragment
IGFBP-2 (167-279) still revealed significant binding to IGF-II (Kg=43 nM), but only low affinity
binding to IGF-I (K4s=495 nM). The screening for IGFBP-4 peptides resulted in the isolation of a N-
termina fragment IGFBP-4 (4-122) as well as a C-terminal fragment IGFBP-4 (136-237). From the
cleavage sites plasma proteolysis of IGFBP-4 by a chymotrypsin-like protease and kallikrein can be
concluded. Binding anaysis showed significant IGF binding affinities of the N-terminal fragment
IGFBP-4 (4-122) (K4=24 nM for IGF-I, Kq=26 nM for IGF-Il), whereas the C-terminal fragment
IGFBP-4 (136-237) bound to both IGFs only with low affinity (Kq=164 nM for IGF-1, K4=184 nM for
IGF-I1). Furthermore, the disulfide bonding pattern within the C-terminal domains of IGFBP-2 and 4
was determined. The six conserved cysteine residues in both peptides were found to be bridged in the
pattern 1-2, 3-4, and 5-6.

Keywords: IGFBP-2 and -4 — proteolysis — binding analysis
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Hamofiltrat als Quelle biologisch aktiver Peptide

Peptide sind als Hormone, Wachstumsfaktoren, Neuropeptide oder Immunmodulatoren an
vielen regulatorischen Prozessen im Organismus beteiligt. Die ldentifizierung und
Charakterisierung biologisch aktiver Peptide hat somit sowohl fir die medizinisch orientierte
Grundlagenforschung als auch fir die Therapie und Diagnostik verschiedener Erkrankungen
eine grof3e Bedeutung. Als prominente Beispiele sind der therapeutische Einsatz von Insulin
zur Behandlung von Diabetes mellitus und von [-Interferon zur Behandlung von Multipler
Sklerose zu nennen.

Die IPF PharmaCeuticals GmbH hat sich zur Aufgabe gemacht, biologisch aktive Formen von
Peptiden zu isolieren und ihre Wirkungsmechanismen aufzukléren. Die identifizierten Peptide
werden anschlieffend  hinsichtlich  ihrer  mdglichen  klinischen Relevanz  und
Anwendungsmoglichkeit untersucht und stehen dann entweder in direkter Form oder als

Leitstruktur zur Entwicklung von Arzneimitteln zur Verfligung.

Zur Peptidisolierung steht neben Peptidbibiotheken aus verschiedenen Geweben eine
Peptidbank aus humanem Hamofiltrat zur Verfligung (Schulz-Knappe et al., 1997).

Blut sellt als zentrale Korperflissigkeit eine umfassende Quelle zur Isolierung
regulatorischer Peptidwirkstoffe dar (Forssmann et al., 1993), da diese entweder als endokrine
Faktoren direkt in den Blutstrom sezerniert werden oder as parakrine, autokrine und
neurokrine Substanzen durch Diffusion in den intravasalen Raum gelangen (Forssmann,
1996). Ein grof3er Vorteil fur die Isolierung von Peptiden aus Blutfl Ussigkeit besteht weiterhin
darin, dal3 die Peptide in ihrer posttrandational modifizierten und somit authentisch
prozessierten Form vorliegen.

Vergleiche zwischen Hamofiltrat und Blutplasma zeigen, dal’ die Zusammensetzung beider
Flissigkeiten in Bezug auf Proteine, Peptide und Aminosauren bis zu einer Grofdenordnung
von 10 kDa weitgehend Ubereinstimmt (Schepky et al., 1994). Dartberhinaus besitzt
Hamofiltrat gegentber Blutplasma den Vorteil, dal3 es als Abfallprodukt in nephrologischen
Zentren anfélt und somit in grof3en Mengen erhdtlich ist. Aus diesem Grund koénnen selbst
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Peptide, die nur in pico- bis femtomolaren Konzentrationen zirkulieren, noch in Reinform
gewonnen und beziglich ihrer Priméarstruktur aufgeklart werden (Schulz-Knappe et al., 1996).

Zur Gewinnung der Peptide aus Hamofiltrat ist eine Extraktionsmethode im Grol3mal3stab
optimiert und standardisiert worden (Schulz-Knappe et al., 1997). Dabei entsteht aus 10 000 |
Hamofiltrat eine Peptidbank mit 300 bis 500 Fraktionen, aus der eine systematische und

reproduzierbare Isolierung von Peptidwirkstoffen moglich ist.

1.2 Das System der I nsulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren

Das System der Insulin-ghnlichen Wachstumsfaktoren (Insulin-like growth factors, IGFs)
besteht aus mehreren Komponenten. Neben den beiden Wachstumsfaktoren IGF-1 und |
zdhlen dazu spezifische Zelloberflachenrezeptoren und Bindeproteine (Insulin-like growth
factor binding proteins, IGFBPs) sowie spezifische IGFBP-Proteasen (Hwa et al., 1999).

Freie IGFs
IGFBP-1 bis -6 A

A
A IGFBP-Proteasen =
Q Q IGFBP-Fragmente /
/A\EQ L Do

Extrazellularraum

(AARAAARAARARRRARAAARRRARNRA R IARARRRARRRARRRARNRARARARNN AARARRAARRAAANS

Typ I- Typ 1I- IGFBP-
IGF-Rezeptor IGF-Rezeptor Rezeptor(en)

Cytosol

Abbildung 1:

Schematische Darstellung des Systems der Insulin-ahnlichen Wachstumsfaktoren. Dazu zdhlen neben den
Insulin-ahnlichen Wachstumsfaktoren IGF-I und —II selbst ihre Bindeproteine IGFBP-1 bis —6, spezfische

| GFBP-Proteasen sowie spezifische Zelloberflachenrezeptoren. (nach: Hwa et al., 1999).
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Die IGFs besitzen im Organismus vielfaltige sowohl auto- und parakrine a's auch endokrine
Wirkungen. Diese werden durch die Wechselwirkung der freien IGFs mit ihren spezifischen
Zéelloberflachenrezeptoren vermittelt. Die Kontrolle der Verfligbarkeit an freien 1GFs erfolgt
durch die Familie der IGFBPs. Diese besitzen die Fahigkeit, eine hochaffine Bindung mit den
|GFs einzugehen. Da die Bindungsaffinitét der IGFBPs fur die IGFs hoher ist as die Affinitét
der IGFs fur ihre Rezeptoren (McCusker et al., 1991), liegen die IGFs groftenteils in
IGF/IGFBP-Komplexen vor (Shimasaki & Ling, 1991). Die Freisetzung der komplexierten
|GFs kann durch verschiedene M echanismen erfolgen (Zapf, 1995). Dazu z&hlen die Bindung
der IGFBPs an die Zelloberflache oder an die extrazellulare Matrix, Phosphorylierung oder
Dephosphorylierung sowie die proteolytische Prozessierung der IGFBPs durch spezifische
|GFBP-Proteasen. Weiterhin sind neuerdings auch |GF-unabhéngige Wirkungen der IGFBPs
und ihrer proteolytischen Fragmente beschrieben worden (Laou et al., 1996; Mohensi-Zadeh
& Binoux, 1997).

1.2.1 Dielnsulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren

Die Insulin-ghnlichen Wachstumsfaktoren IGF-1 und -1 werden in nahezu alen Geweben
gebildet (Murphy et al., 1987) und besitzen ein weites Wirkungsspektrum. In vitro fordern sie
sowohl Zellwachstum und —lberleben als auch Migration und Differenzierung verschiedener
Zellsysteme (Jones & Clemmons, 1995). Auch in vivo verfiigen die IGFs Uber verschiedene
anabole Effekte. Dabel fungieren sie nicht nur als lokale Wachstumsfaktoren, sondern
besitzen auch systemische Wirkungen. So Uben sie beispielsweise Insulin-ghnliche Effekte
aus und sind essentiell fir eine normales fetales und postnatales Wachstum (Daughaday &
Rotwein, 1989).

Die Sekretion der IGFs wird Uberwiegend para- und autokrin reguliert, unterliegt aber auch
endokriner Kontrolle (Clemmons, 1989). Die endokrine Regulation des IGF-1-Spiegels im
Blut erfolgt dabei hauptséchlich durch das Wachstumshormon (growth hormone, GH). Die
Kontrolle durch GH unterliegt wiederum einem negativen Rickkopplungsmechanismus,
indem IGF-I die GH-Sekretion der Hypophyse hemmt. Die Serumkonzentration der 1GFs
wird weiterhin durch verschiedene physiologische und pathophysiologische Zustande
beeinflul®. Dazu z8hlen unter anderem Faktoren wie Alter, Geschlecht, eventuelle
Schwangerschaft und der Ernghrungszustand (Rajaram et al., 1997).



Einleitung 4

Strukturell bestehen beide IGFs aus einer einzigen Polypeptidkette und zeigen ene
signifikante Homologie zu Insulin (Humbel, 1990). IGF-1 setzt sich aus 70 Aminosduren
zusammen, wahrend IGF-11 aus 67 Aminosauren besteht. Beide Wachstumsfaktoren besitzen
zwel homologe, konservierte Doménen im Bereich des C- und des N-Terminus. Diese werden
as A- und B-Doméne bezeichnet und sind durch eine nicht konservierte Peptidregion
verbunden. Die verschiedenen Doménen werden dabei durch eine charakteristische Struktur

aus drei Disulfidbriicken verknipft.

1.2.2 DieRezeptoren der I nsulin-dghnlichen Wachstumsfaktoren

Die Wirkung der IGFs wird durch spezifische Zelloberflachenrezeptoren vermittelt, wobel die
Rezeptoren von IGF-1 und —l1 grof3e strukturelle Unterschiede aufweisen.

Der Typ-1-IGF-Rezeptor (Insulin-like growth factor -type 1-receptor, IGF1R) gehort zur
Gruppe der Tyrosinkinase-Rezeptoren (Ullrich et al., 1986). Er wird aus enem
Heterotetramer gebildet, welches sich aus zwei a- und zwei 3-Untereinheiten zusammensetzt.
Waéhrend sich die a-Untereinheit im Extrazellularraum befindet und die Peptidbindungsstelle
enthdlt, umfaldt die B-Untereinheit sowohl den transmembranédren als auch den cytosolischen
Bereich mit der charakteristischen Tyrosinkinase-Aktivitdt. Trotz deutlicher struktureller
Homologie des IGF1IR zu dem Insulin-Rezeptor besitzen beide Rezeptoren eine hohe
Spezifitét. So bindet der IGF1R bevorzugt IGF-1. Wéahrend die Bindungsaffinitét fur 1GF-11
nur leicht verringert ist, wird Insulin nur noch sehr schwach gebunden (Steele-Perkins et al.,
1988).

Der Typ-lI-IGF-Rezeptor bestent im Gegensatz zu dem IGF1R nur aus einer einzigen
Polypeptidkette. Er stellt ein multifunktionelles Protein dar und ist identisch mit dem
Kationen-unabhangigen Mannose-6-phosphat-Rezeptor (Kiess et al., 1987). Dabel handelt es
sich um ein Glykoprotein mit einer molekularen Masse von 300 kDa. Die Bindung von IGF-II
erfolgt mit hoher Affinitdt. Die Bindungsaffinitdt des Rezeptors fur IGF-1 ist signifikant
reduziert, wohingegen Insulin gar nicht gebunden wird (Nissley & Rechler, 1984).

Die exakte Funktion des Typ-II-Rezeptors beziglich des IGF-Systems konnte bislang noch
nicht aufgeklart werden, da die anabolen, mitogenen und proliferativen Wirkungen der IGFs
meist Uber den IGF-1-Rezeptor vermittelt sind (Kiess et al., 1987).



Einleitung 5

1.2.3 DieBindeproteine der I nsulin-ahnlichen Wachstumsfaktoren

Eine weitere wichtige Rolle im IGF-System Ubernehmen die Bindeproteine der Insulin-
ahnlichen Wachstumsfaktoren (Insulin-like growth factor binding proteins, IGFBPS). Es
handelt sich bel den IGFBPs um eine Proteinfamilie mit bislang sechs bekannten Mitgliedern,
die als IGFBP-1 bis —6 bezeichnet werden. Sie werden in einer Vielzahl von Geweben
gebildet und kénnen in vielen verschiedenen biologischen FlUssigkeiten detektiert werden. Sie
kommen im interstitiellen und intravasalen Raum vor und fungieren dort als Transport- und
Speicherproteine der |GFs. Dartiberhinaus modulieren sie die Bioaktivitat der IGFs (Ubersicht
in: Rgjaram et al., 1997).

Allen IGFBPs ist ein struktureller Aufbau aus drei Doméanen ungefdhr gleicher Grof3e
gemeinsam. Sie besitzen globulére, hochkonservierte C- und N-terminale Doménen, welche
durch eine variable mittlere Region verbunden sind (Spencer & Chan, 1995). Wéhrend die
mittlere Verbindungsregion keine Disulfidbricken enthélt, sind die C- und N-terminalen
Doménen Cystein-reich und verfigen Uber eine konservierte Disulfidbrickenstruktur
innerhalb der jeweiligen Doménen. Die C-terminde Region besitzt dabel eine
charakteristische Struktur aus drei Disulfidbriicken, die N-terminale Region umfaldt sechs
Disulfidbriicken. Ausnahmen bilden IGFBP-4 mit zwei zusétzlichen Cysteinen und IGFBP-6
mit zwel Cysteinen weniger in der N-terminalen Doméne (Hwa et al., 1999).

Strukturelle Eigenschaft | Bindeprotein
Glykosylierung
» N-Glykosylierung IGFBP-3, -4
e O-Glykosylierung IGFBP-5, -6 Tabelle1 Ubersicht  iber  die
Phosphorylierung IGFBP-1, -3 strukturellen Eigenschaften der einzelnen
IGFBPs. Dargestellt sind  bekannte
RGD-Epitop IGFBP-1, -2 posttransationale  Modifikationen ~ wie
Heparin-Bindungsdoméne IGFBP-3, -5, -6 Glykosylierung und  Phosphorylierung
S _ sowie  verschiedene  Sequenz-Motive
Kern-Lokalisations-Signal | IGFBP-3, -5
(nach: Rechler & Clemmons, 1998).
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Trotz der Ubereinstimmung im Grundaufbau besitzen die einzelnen IGFBPs verschiedene
strukturelle Besonderheiten in Form von posttrandationalen Modifikationen wie
Phosphorylierung und Glykosylierung sowie in Form unterschiedlicher Sequenz-Motive. Eine
Ubersicht tber die strukturellen Eigenschaften der einzelnen IGFBPs gibt Tabelle 1.

Alle IGFBPs sind durch die Fahigkeit charakterisiert, eine hochaffine Bindung mit den IGFs
einzugehen. Dabel zeigen die einzelnen Bindeproteine jedoch Unterschiede bezuglich ihrer
Bindungseigenschaften. So besitzt IGFBP-6 eine deutlich hdhere Affinitat zu IGF-1I als zu
IGF-I. Auch bei IGFBP-2 ist die Bindungsaffinitét fur IGF-11 gegentiber der fur IGF-I leicht
erhoht (Roghani et al., 1991). Alle anderen IGFBPs binden IGF-I und -l mit annghernd
gleicher Affinitét. Dadie Bindungsaffinitdt der IGFs fur die IGFBPs hoher ist als die der IGFs
fr ihre Rezeptoren (McCusker et al., 1991), liegt der Hauptanteil der IGFs im Blut und in
den Geweben in Form von IGF/1GFBP-Komplexen vor (Shimasaki & Ling, 1991). Durch das
molare Verhdtnis IGF/IGFBP kann dabei die Konzentration an freien IGFs und damit auch

deren Verfligbarkeit fur die umliegenden Gewebe und Zielzellen reguliert werden.

Ein weiterer Regulationsmechanismus ist die Veranderung der Bindungsaffinitét der IGFBPs
durch posttrandlationale Modifikationen wie Phosphorylierung und Proteolyse sowie durch
Assoziation mit der Zelloberflache oder der Extrazellularmatrix (Zapf, 1995).

Wahrend die Phosphorylierung von IGFBP-3 keinen Einflufd auf die Bindungsei genschaften
zu haben scheint (Coverley et al., 2000), konnte fur IGFBP-1 gezeigt werden, dal3 die
phosphorylierte Form eine 6fach erhthte Bindungsaffinitét fur IGF-1 besitzt (Jones et al.,
1991). Waeiterhin wurde beschrieben, da3 die Bindung von IGFBP-5 an die
Extrazellularmatrix oder von IGFBP-2 und -3 an Molekile der Zelloberflache die Bindung zu
den IGFs verringert (Devi et al., 2000; Yamanaka et al., 1999; Russo et al., 1997). Ein
Mechanismus der allen IGFBPs gemeinsam ist, ist eine Abnahme der Bindungsaffinitét durch

limitierte Proteolyse.

Die Regulation der IGFBP-Expression findet sowohl systemisch als auch lokal statt und
unterliegt der Kontrolle einer Vielzahl von Hormonen und Wachstumsfaktoren. Dabei ist die
Bildung der IGFBPs vom Alter sowie der physiologischen und pathophysiologischen
Konstitution abhangig (Ubersicht in: Rajaram et al., 1997).
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Kurzlich konnte eine weitere Proteinfamilie beschrieben werden, die zum IGF-System gezahlt
wird. Es handelt sich dabei um die sogenannten IGFBP-rPs (Insulin-like growth factor
binding proteins — related proteins). Diese besitzen eine signifikante Homologie zu der N-
terminalen Domane der IGFBPs. Wahrend sie die IGFs im Gegensatz zu den IGFBPs nur mit
geringer Affinitét binden, sind die IGFBP-rPs zu einer hochaffinen Bindung von Insulin
befahigt (Ubersicht in: Hwaet al., 1999).

1.2.4 Proteolyse der Bindeproteine der I nsulin-&hnlichen Wachstumsfaktoren

Die Konzentration und damit verbunden auch die biologische Aktivitédt der IGFBPs wird nicht
nur auf Expressionsebene sondern auch durch ihren proteol ytischen Abbau reguliert (Fowlkes
& Freemark, 1992). Dieser erfolgt durch spezifische IGFBP-Proteasen.

Die resultierenden |GFBP-Fragmente besitzen eine verringerte Affinitét zu den IGFs (Zapf,
1995), so dal3 die IGFs aus den IGF/IGFBP-Komplexen freigesetzt werden. Die freien IGFs
konnen anschlieffend mit ihren Rezeptoren in Wechselwirkung treten und ihre biologische
Wirkung entfalten (Claussen et al., 1997). Die kontrollierte proteol ytische Prozessierung der
Bindeproteine ist somit essentiell fur die Regulation der Bioverflgbarkeit der IGFs in der
Zirkulation und auf zellulérer Ebene (Claussen et al., 1997).

Die Bedeutung der Proteolyse zur Erhdhung der IGF-Bioverfligbarkeit zeigt sich auch darin,
dal? bel erhdhten IGF-Bedarf im Organismus — beispielsweise bei akuter und chronischer
Krankheit, nach Operationen oder in der Schwangerschaft - eine erhthte Proteaseaktivitét im
Serum zu finden ist (Rajaram et al., 1997).

Bel der Regulation der autokrinen und parakrinen Wirkung der |GFs werden die spezifischen
Proteasen oft von den Zellen selbst sezerniert (Conover et al., 1995; Imai et al., 1997). Dabei
kann die Expression der |GFBP-Proteasen durch verschiedene lokale Wachstumsfaktoren wie
TGFPB (transforming growth factor beta) (Durham et al., 1994; Menouny et al., 1997), bFGF
(basic fibroblast growth factor) (Russo et al., 1999) oder auch den IGFs selbst (Conover et al.,
1995) reguliert werden. Weiterhin ist die Expression der spezifischen |GFBP-Proteasen vom
Entwicklungs- und Differenzierungszustand abhangig. Beispielsweise zeigt sich wahrend der
osteoblastéren Entwicklung ein spezifischer Expressionsverlauf von IGFBP-5 und einer
dazugehorigen IGFBP-5-Protease (Thrailkill et al., 1995).
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Dartberhinaus wurde auch eine IGF-abhéangige Regulation des proteol ytischen Abbaus von
IGFBP-4 durch eine Metallionen-abhangige Serinprotease in den konditionierten Medien
verschiedener Zellinien beschrieben (Conover et al., 1995). Die Aktivierung der IGFBP-4-
spezifischen Protease erfolgt dabei direkt durch die Bindung von IGF an IGFBP-4. Als
Mechanismus wird angenommen, dai die Bindung von IGF eine Anderung der IGFBP-4-
Konformation bewirkt, so dal3 die proteolytische Spaltung erleichtert wird (Conover et al.,
1995; Durham et al., 1994).

Spezifische 1GFBP-Proteaseaktivitdt konnte bereits in  verschiedenen biologischen
Flissigkeiten wie Serum (Kubler et al., 1998), Milch (Elmlinger et al., 1999) oder
SamenflUssigkeit, aber auch in konditionierten Medien verschiedenster Zelltypen
nachgewiesen werden (Conover et al., 1995; Coverley et al., 2000). Allerdings sind die
dazugehdrigen Proteasen bislang nur unzureichend identifiziert worden. Die
Charakteriserung der Proteasen beschrankt sich meist auf in vitro durchgefihrte
Inhibitorstudien. Aufgrund der Ergebnisse solcher Studien kdnnen die IGFBP-Proteasen in
die Gruppen der Serin-, Metallo- und Aspartyl proteasen eingestuft werden.

Zu bekannten Serin-Proteasen, fir die eine Proteolyse der IGFBPs nachgewiesen werden
konnte, gehtren unter anderem das Prostata-spezifische Antigen (prostate-specific antigen,
PSA) (Cohen et al., 1994) sowie Plasmin (Menouny et al., 1997).

Weiterhin wurde die Familie der Matrix-Metalloproteasen (matrix metalloproteinase, MMP)
mit dem IGF-System in Verbindung gebracht (Fowlkes et al., 1995). Fur IGFBP-5 konnte
weiterhin eine Zn**-abhangige Metalloprotease nachgewiesen werden, die nicht zur Familie
der MMPs gehort und durch das Follikel-stimulierende Hormon induziert wird (Resnick et
al., 1998).

Auch konnen die IGFBPs in vitro durch die lysosomale Aspartylprotease Cathepsin D
gespalten werden (Conover et al., 1994; Claussen et al., 1997). Da Cathepsin in vitro
ebenfalls dazu in der Lage ist, die IGFs zu spalten, wird dieser Protease allerdings eher eine
Rolle im intrazelluléren Abbau der |GFs und |GFBPs zugeschrieben.

Die proteol ytische Spaltung der IGFBPs erfolgt in der variablen mittleren Region der IGFBPs
(Chernausek et al., 1995). Dadurch entstehen Fragmente, die entweder die C- oder die N-

terminale Domane und einen Teil der mittleren Doméane umfassen (Chernausek et al., 1995).
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Posttranglationale M odifikationen der IGFBPs wie Glykosylierungen und Phosphorylierungen
kommen hauptsachlich in der mittleren Doméne der IGFBPs vor. Allerdings konnte bislang
mit Ausnahme der Phosphorylierung von IGFBP-1 kein Einflu® dieser Modifikationen auf
das Bindungsverhaten der IGFBPs zu den IGFs festgestellt werden. Es wird postuliert, dafi3
diese Modifikationen eine Rolle bei der Regulation der proteolytischen Prozessierung der
IGFBPs spielen. So konnte gezeigt werden, dal3 die Phosphorylierung von IGFBP-3 die
Resistenz des Molekils gegentiber Plasmin erhoht (Coverley et al., 2000).

Durch die Spaltung der IGFBPs in der variablen Verbindungsregion kann weiterhin die

Spezifitdt der Proteasen erklé&rt werden.

1.3 Funktion und Wirkungsweise der Bindeproteine der Insulin-ghnlichen
Wachstumsfaktoren

1.3.1 Speicherung der Insulin-ahnlichen Wachstumsfaktoren

Eine wichtige Funktion der IGFBPs besteht in der Speicherung der IGFs. Dabei schiitzen die
IGFBPs die IGFs durch ihre hochaffine Bindung vor einem Abbau durch extrazelluldre
Proteasen und verlangern dadurch die IGF-Halbwertszeit (Guler et al., 1989).

In der Zirkulation kommt die wichtigste Rolle bei der Speicherung der IGFs IGFBP-3 as
einer Komponente des 150 kDa-Komplexes zu (vgl. Abschnitt 1.4), da dieser das grofite
Reservoir an IGFs im Organismus darstellt (Zapf, 1995). Neuerdings wird einzelnen IGFBPs
auch eine Rolle bei der Speicherung der IGFs auf lokaler Ebene zugeschrieben. So wird
postuliert, dal3 IGFBP-5 die IGFs in der Extrazellularmatrix des Knochengewebes fixieren
kann (Bautista et al., 1991). Dieser Lagerung der IGFs im Knochen kdnnte eine wichtige
Aufgabe wéahrend des permanten Knochenumbaus zukommen. Durch eine Freisetzung des
Komplexes in der osteoklastaren Knochenresorptionsphase konnte so unmittelbar der
anschlief3ende Knochenaufbau durch die Osteoblasten geférdert werden (Hayden et al., 1995).

1.3.2 Regulation der Bioverfligbarkeit der I nsulin-ahnlichen Wachstumsfaktoren

Eine weitere wichtige Funktion der IGFBPs ist die Regulation der IGF-Verfugbarkeit. Der

grofdte Anteil der IGFsim Organimsus liegt in gebundener Form vor und kann somit nicht mit
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den IGF-Rezeptoren in Wechselwirkung treten und eine biologische Wirkung entfalten.
Durch Proteolyse der IGFBPs und einer damit verbundenen Freisetzung der IGFs kann die
Verflgbarkeit an freien |GFs sowohl systemisch als auch lokal reguliert werden.

In der Zirkulation kommt es zunéchst zu einer Spaltung des 150 kDa-Komplexes (vgl.
Abschnitt 1.4), aus dem anschlief3end die IGFs freigesetzt werden. Die freien 1GFs konnen
daraufhin entweder direkt in die umliegenden Gewebe wandern oder an ein Gewebe-
spezifisches IGFBP gebunden und somit kontrolliert in verschiedene Gewebe transportiert
werden (Zapf, 1995). So konnte beispielsweise ein Gewebe-spezifischer Transport von |GF-I
durch IGFBPs am isoliert perfundierten Rattenherzen gezeigt werden (Bar et al., 1990). Auf
lokaler Ebene erfolgt weiterhin eine Gewebe-spezifische Freisetzung verschiedener |GFBP-
Proteasen. Durch die Degradation der IGFBPs werden die gebundenen IGFs aus ihren
Komplexen freigesetzt. Dadurch kommt es zu einer Erhéhung der lokalen |GF-Konzentration

und einer damit verbundenen Gewebe-spezifischen Wachstumsstimulation.

1.3.3 Modulation der Wirkung der I nsulin-ahnlichen Wachstumsfaktoren

Weliterhin besitzen die IGFBPs die Fahigkeit, die Wirkung der IGFs zu modulieren. Dabei ist

sowohl eine Inhibition als auch eine Verstéarkung der | GF-stimulierten Prozesse mdglich.

Die Inhibition der IGF-vermittelten Wirkung wird durch die hochaffine Bindung der IGFs an
die IGFBPs und einer daraus resultierenden Verringerung der 1GF-Verfugbarkeit
hervorgerufen. Als Beispiele seien hier die Wachstumsinhibition von Colon-Karzinomzellen
(Culouscou & Shayab, 1991) sowie von Fibroblasen (Conover et al., 1995) durch IGFBP-4
genannt.

Hingegen konnte der genaue Mechanismus der Verstdrkung der 1GF-stimulierten Prozesse
bislang nicht aufgekléart werden. Allerdings scheint die Verstarkung generell mit einer
Abnahme der Bindungsaffinitéat der IGFBPs zu den IGFs verbunden zu sein (Zapf, 1995).

Eine Verringerung der Bindungsaffinitdt kann dabel zum einen durch posttranslationale
Modifikationen wie Phosphorylierung oder Proteolyse hervorgerufen werden. So konnte fir
IGFBP-1 gezeigt werden, dal3 die phosphorylierte Form eine 6fach hthere Bindungsaffinitat
as die nicht phosphorylierte Form besitzt (Jones et al., 1991). Wéahrend die nicht
phosphorylierte Form von IGFBP-1 die DNA-Synthese in glatten Muskelzellen verstarkt,

konnten fr die phosphorylierte nur inhibitorische Wirkungen beobachtet werden.
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Zum anderen wird die Bindungsaffinitdt der IGFBPs zu den IGFs durch Assoziation der
IGFBPs mit Komponenten der Extrazellularmatrix oder der Zelloberflache verringert (Russo
et al., 1997). Es kommt so zu einer langsamen, kontrollierten Freisetzung der 1GFs in den
perizelluldren Raum, wodurch eine effektivere Wirkung der IGFs erreicht wird. Da die
Bindung der IGF/IGFBP-Komplexe dabei nur an speziellen Zellen erfolgt, konnen die IGFs
welterhin gezielt ihren Rezeptoren prasentiert werden (Russo et al., 1997).

Welitere Beispiele fur eine Verstarkung der 1GF-vermittelten Prozesse in vitro sind die
Stimulation der IGF-induzierten DNA-Synthese in osteoblastéren Zellen durch IGFBP-5
(Andress & Birnbaum, 1992) sowie die Forderung des Wachstums von Fibroblasten durch
IGFBP-3 (Conover, 1991).

Auch in vivo kann eine Verstarkung der IGF-induzierten Wirkungen durch IGFBPs
beobachtet werden. So wird durch die Gabe von IGFBP-VIGF-1I- bzw. IGFBP-3/IGF-I-
Komplexen eine schnellere Wundheilung bewirkt als durch die Gabe einer entsprechenden
Menge der unkomplexierten IGFs (Debroy et al., 1999). Auch kann nach systemischer
Applikation von IGFBP-4 oder -5 eine erhdhte Bildung von osteoblastéren Markern wie
Osteokalzin beobachtet werden (Richman et al., 1999; Miyakoshi et al., 2001).

Mogliche Grunde fur die erhdhte Wirksamkeit von IGF/IGFBP-Komplexen verglichen mit
einer gleichen Menge an freien IGFs kdnnen neben ener langsamen, kontrollierten
Freisetzung der IGFs aus ihrem Komplexen auch in einer verringerten Degradation der freien
|GFs gesucht werden. Weiterhin ware es denkbar, dal? der Komplex keine Auswirkung auf die
Expression des IGF1R besitzt, wahrend die Applikation einer groleren Menge an freiem IGF
eine Herunterregulation des IGF1R bewirkt. In Bezug auf IGFBP-4 konnte ein Protease-
vermittelter Prozess aufgeklart werden, der zu einer Erhdhung von Markern der
Knochenbildung fuhrt (Miyakoshi et al., 2001).

1.3.4 Intrinssche Wirkungen

Neben der Modulation der IGF-induzierten Effekte besitzen die IGFBPs auch intrinsische
Wirkungen, die keine Aktivierung des IGFIR involvieren (Oh et al.,, 1993). IGF1R-
unabhéngigie Effekte konnen dabel sowohl von Gesamtbindeproteinen als auch von
proteol ytischen |GFBP-Fragmenten ausgehen. Allerdings konnten bislang nur fur IGFBP-1, -
3 und -5 intrinsische Wirkungen gezeigt werden.

Dazu zahlt beispielsweise die Stimulation der Zellmigration von glatten Muskelzellen und
von CHO-Zédlen durch IGFBP-1 (Jones et al., 1993). Fur IGFBP-5 konnte eine direkte
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Stimulation der Migration von Mesangial-Zellen gezeigt werden (Abrass et al., 1997), wobei
die Wirkung Uber die Heparin-Bindungsdoméane vermittelt wurde. Neben stimulatorischen
Wirkungen konnten auch inhibitorische Wirkungen beobachtet werden. So konnte fur IGFBP-
3 eine Inhibition des Wachstums von Fibroblasten gezeigt werden, die keinen IGF1IR mehr
exprimierten (Vaentinis et al., 1995). Auch sind |GF-unabhangige, inhibitorische Wirkungen
eines |GFBP-3-Fragments beschrieben worden. Zunéchst konnte gezeigt werden, dal? das
IGFBP-3-Fragment die mitogenen Effekte von IGF-1 und Insulin inhibieren konnte, obwohl
es keine Bindungsaffinitdt fur die IGFs mehr besald (Lalou et al., 1996). Weiterfhrende
Untersuchungen zeigten, dal3 es ebenso in der Lage war, die FGF-stimulierten Effekte in
Fibroblasten ohne IGF1R-Expression zu inhibieren (Mohensi-Zadeh & Binoux, 1997).

Die intrinsischen Wirkungen der IGFBPs scheinen rezeptorvermittelt zu sein. Wahrend
bekannt ist, da3 IGFBP-1 Uber aVpI-Integrin (Fibronectin-Rezeptor) wirkt (Jones et al.,
1993), wird fur IGFBP-5 ein Zelloberflachenrezeptor mit Serinkinase-Aktivitét diskutiert
(Andress, 1998). Dieser konnte aber bislang nicht ausreichend charakterisiert werden.
Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dal3 der Typ V Rezeptor von TGF( bei der Vermittlung
der inhibitorischen Wirkung des | GFBP-3-Fragmentes beteiligt ist (Leal et al., 1997).

Interessant scheint beztglich der intrinsischen Wirkungen der IGFBPs auch, dal3 fir IGFBP-3
und IGFBP-5 eine nukleére Translokation beobachtet werden konnte (Schedlich et al., 1998).
Dabel konnte kirzlich gezeigt werden, dal3 der Transport in den Zellkern fir beide
Bindeproteine unter Hydrolyse von GTP und ATP durch Importin 3 erfolgt (Schedlich et al.,
2000).

1.4 DieBindeproteine der I nsulin-ghnlichen Wachstumsfaktoren im Serum

In der Zirkulation liegen die Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren IGF-I und —I nahezu
vollstandig in gebundener Form vor (Abbildung 2).

Dabel ist der grofdte Anteil von 75-80 % in einem heterotrimeren Komplex von ca. 150 kDa
gebunden. Weitere 20-25 % der I1GFs werden durch ihre Bindeproteine komplexiert, wodurch
bindre IGF/IGFBP-Komplexe mit einer Grof3e von 40-50 kDa entstehen. Nur <1% der IGFs
im Serum kommen in ihrer freien, aktiven Form vor (Guler et al., 1989).
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150 kDa-Komplex 50 kDa-Komplexe  Freie IGFs
IGFBP-3/
IGFBP-1/ A
IGF/ A
@ ALS A IGF .
Q IGFBP-2/
IGF
/\ IGFBP-4/
A IGF
IGFBP-5/
&
(ALS)
Q IGFBP-6/
IGF
Prozentualer 75-80% 20-25% <1%
Anteil
Halbwertszeit 12-16 h 20-30 min 8 min
Abbildung 2:
Relative Verteilung der IGFs zwischen den verschiedenen IGF-Pools und

ihre dazugehorigen

Halbwertszeiten in humanem Serum (Guler et al., 1989). Der 150 kDa-Komplex ist mit einem prozentualen

Anteil von 75-80 % am haufigsten vertreten und besitzt auch die langste Halbwertszeit. Weitere 20-25 % der

IGFs liegen in 50 kDa-Komplexen mit den Bindeproteinen-1, -2, -4, -5 und —6 vor. Diese Komplexe besitzen

eine deutlich geringere Halbwertszeit und unterliegen einem hohen Umsatz. Es ist schematisch angedeutet,
dal? der Komplex aus IGFBP-5 und IGF ebenfalls zur Assoziation mit der ALS befahigt ist. Der geringste

Anteil der IGFsvon <1% liegt in freier Formvor.

Der heterotrimere 150 kDa-Komplex wird aus IGF-1 oder -1, IGFBP-3 und der saurelabilen
Untereinheit (acid-lable subunit, ALS) gebildet (Rechler & Clemmons, 1998). Bei der ALS
handelt es sich um ein Glykoprotein mit einer molekularen Masse von ca. 85 kDa, welches
nicht in der Lage ist, die IGFs zu binden. Ihre Aufgabe besteht darin, das Molekulargewicht

des Komplexes zu erhdhen. Aufgrund seiner Groéf3e kann der 150 kDa-Komplex das vaskulére

Kompartiment nicht verlassen, so dal3 er die inaktive Depotform der IGFs im Blut darstellt.

Dabel wird sowohl die IGF-Verflgbarkeit fur verschiedene Gewebe limitiert als auch eine

Ausscheidung der IGFs tUber den Urin verhindert. Weiterhin bewirkt der 150 kDa-Komplex,

dal3 es trotz hoher Konzentrationen der IGFs in der Zirkulation nicht zu einer Hypoglykéamie

kommt (Baxter, 1995). Dieses ware moglich, da die IGFs zur niedrigaffinen Bindung des

Insulin-Rezeptors fahig sind.
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Diese wichtige Rolle des 150 kDa-Komplexes im Organismus zeigt sich auch darin, dal3 eine
verringerte Konzentration des Komplexes zur Pathogenese der Tumor-Hypoglykéamie beitragt
(Syndrome of non-islet cell tumor hypoglycemia, NICTH). Dabel kommt es zu einer
Hypoglykamie in Abwesendheit von Insulin (Rechler & Clemmons, 1998).

Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dal3 auch IGFBP-5 dazu in der Lage ist, einen
hochmolekularen IGF/ALS/IGFBP-5-Komplex zu bilden (Twigg & Baxter, 1998). Inwiefern

dieser eine Rolle im Organismus spielt, konnte allerdings bislang nicht geklart werden.

Eine Funktion der IGFBPs im Serum ist in der Verlangerung der Halbwertszeit der IGFs zu
sehen (Abbildung 2). Dabel kommt dem 150 kDa-Komplex die entscheidende Rolle zu, da
dieser die Halbwertszeit der IGFs im Serum ungefdhr 100fach erhoht. Zwar ist die IGF-
Halbwertszeit auch in den bindren IGF/IGFBP-Komplexen signifikant erhoht, doch
unterliegen diese ebenso wie die freien IGFs eéinem hohen Umsatz (Guler et al, 1989).

Eine weitere Aufgabe der IGFBPs besteht darin, die IGF-vermittelten Wirkungen zu
modulieren. Im Gegensatz zu dem 150 kDa-Komplex sind die bindren |1GF/IGFBP-Komplexe
in der Lage, den Blutstrom zu verlassen und in die umliegenden Gewebe zu wandern.
Dadurch koénnen die IGFs zu ihren Zielgeweben transportiert werden, wobel den einzelnen
IGFBPs eine Rolle bei der Gewebe-spezifischen Wirkung der |GFs zugeschrieben wird (Zapf,
1995).

Fir die Vermittlung der endokrinen Wirkungen der IGFs werden zwei verschiedene
M echanismen angenommen. Beiden Mechanismen ist gemeinsam, dal3 durch proteolytische
Enzyme die Affinitdt zwischen IGFBP-3 und den IGFs verringert wird, so dai3 die IGFs
anschlief3end aus dem 150 kDa-K omplex freigesetzt werden.

Zum einen wird dabei die Dissoziation des terndgren Komplexes durch limitierte Proteolyse
von IGFBP-3 bewirkt (Rechler & Clemmons, 1998). Zum anderen kann IGF-I durch eine
spezifische Serum-Protease zu des(1-3)IGF-I gespaten werden (Yamamoto & Murphy,
1995). Da IGFBP-3 eine verringerte Affinitat zu dieser verkirzten Form besitzt, kommt es

anschlief3end zur Dissoziation des Komplexes.

IGFBP-3 ist als Komponente des 150 kDa-K omplexes das vorherrschende Bindeprotein in der
Zirkulation und kommt in mindestens 10fach hoheren Konzentrationen als die anderen
IGFBPs vor. Diese liegen in folgender, nach abfallender Konzentration geodneter Reihe vor:
IGFBP-4 > IGFBP-5 > IGFBP-2 > IGFBP-6 > IGFBP-1 (Rgjaram et al., 1997).
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1.5 Aufgabenstellung

Die Bindeproteine der Insulin-ghnlichen Wachstumsfaktoren nehmen eine zentrale Stellung
bei der Regulation der autokrinen, parakrinen und endokrinen Wirkungen der Insulin-
ahnlichen Wachstumsfaktoren ein. Neben einer Modulation der IGF-vermittelten Effekte
werden fur die IGFBPs und ihre proteolytischen Fragmente auch 1GF-unabhangige
Wirkungen beschrieben. Obwohl bereits alle sechs IGFBPs im Plasma detektiert werden
konnten, ist nur wenig Uber den proteolyitschen Abbau sowie Uber die funktionellen und
strukturellen Eigenschaften der ebenfalls im Plasma zirkulierenden |GFBP-Fragmente
bekannt.

Ziel dieser Arbeit war daher die Isolierung und Charakterisierung natirlich vorkommender
Fragmente der Bindeproteine IGFBP-2 und —4 aus humanem Hamofiltrat.

Zunéchst sollte ein Screening der Hamofiltrat-Peptidbibliothek nach IGF-1-bindenen Peptiden
durchgefuhrt werden. Parallel dazu sollten verschiedene Fragmente von IGFBP-2 und —4 in
den enzelnen Peptidbank-Fraktionen mit Hilfe eines immunologischen Screenings
identifiziert werden. Ausgewéhlte Fragmente sollten anschlieRend anhand ihrer
Molekularmassen und ihrer Immunreaktivitdét durch verschiedene chromatographische
Techniken bis zur Reinsubstanz aufgereinigt werden. Im Anschluf3 an die Isolierung sollten
die Fragmente umfassend biochemisch charakterisiert werden. Dazu zdhlte neben der
Bestimmung des exakten Molekulargewichts und der Aminosduresequenz auch die
Durchfthrung von Bindungsstudien mit IGF-I und —II. Gegebenenfalls sollten weiterhin
strukturelle Untersuchungen zur Bestimmung der Glykosylierung oder der Verbrickung der
Cysteinreste durchgefuhrt werden.

Bel der Identifizierung nattrlich vorkommender | GFBP-Fragmente aus humanem Hamofiltrat
steht die Aufklarung der Prozessierung der IGFBPs in vivo im Vordergrund. Dabei kdnnen
aus der Kenntnis der Aminosauresequenz der zirkulierenden Fragmente Ruckschliisse auf die
bel der Prozessierung beteiligten Proteasen gezogen werden. Durch Bestimmung der IGF-
Bindungsfahigkeit der einzelnen Fragmente kdnnen weiterhin Aussagen Uber ihre Bedeutung
bei der Regulation der IGF-Bioverfigbarkeit im Plasma und in den umliegenden Geweben
getroffen werden. Welterfihrende Studien lassen interessante biologische, zum Tell auch
| GF-unabhangige Wirkungen der Fragmente erwarten.
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2 Material und Methoden

2.1 Praparation der Hamofiltrat-Peptidbank

Zur Isolierung von IGFBP-Fragmenten wurde die humane Hamofiltrat-Peptidbibliothek
verwendet, die am Niedersachsischen Institut fur Peptidforschung (IPF; heute: |IPF
PharmaCeuticals GmbH) entwickelt und etabliert wurde. Die Herstellung der Peptidbank
erfolgte wie beschrieben (Schulz-Knappe et al., 1997).

2.2 Chromatographische Methoden

Die Auftrennung von Peptidgemischen erfolgte mit Hilfe von Umkehrphasen (Reversed-
Phase, RP)- oder Kationenaustausch-High Performance Liquid Chromatography (HPLC).

Préparative RP-HPLC-Laufe wurden an den HPLC-Anlagen BioCad 250 (PerSeptive
Biosystems, Freiburg, D) oder BioCad 60 (PerSeptive Biosytems, Freiburg, D) durchgefihrt.
Bei Verwendung des BioCad 60 erfolgte eine automatisierte Fraktionierung mit dem
Fraktionssammler Advantec SF-2120 (Advantec Toyo Kaisha, Tokyo, Japan).

Alle weiteren chromatographischen Auftrennungen wurden an einer HPLC-Anlage der Firma
Kontron (Neufahrn, D) durchgefihrt. Diese enthielt zwei Doppelkolbenpumpen Typ 420
sowie ein Durchfluf3photometer Typ 430 und wurde Uber einen Computer mit dem HPLC
Datasystem 450 gesteuert. Zur automatischen Fraktionierung wurde ein Fraktionssammler
(Modell 2110 Fraction Collector, BioRad, Miinchen, D) verwendet.

Die Elution der Peptide erfolgte generell mit einem steigendem Anteil an Laufmittel B. Dabei
wurde die Trennung der Peptide durch die Messung ihrer Absorption bel 214 nm und 280 nm
am Durchfluf3photometer detektiert. Der Absorptionsverlauf wurde dabel direkt mit Hilfe
eines Schreibers (Typ BD 112, Kipp&Zonen, Disseldorf, D) als Chromatogramm

aufgezeichnet.
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221 RP-HPLC

Bel der RP-Chromatographie wurden lyophilisierte Proben direkt in Laufmittel A
aufgenommen. In organischen Losungsmitteln geloste Proben aus vorangegangenen RP-
chromatographischen Schritten wurden vor dem Auftrag im Verhdltnis 1:4 mit Laufmittel A
verdinnt. Anschlief3end wurden unlésliche Bestandteile der Probe durch Filtration (Minisart
(17597) 0,2 um, Satorius, Gottingen, D) abgetrennt. Der Probenauftrag erfolgte Uber die
L dsungsmittelzufuhr von Pumpe A oder bei geringen Volumina tiber ein Injektionsventil.

Die verwendeten Saulenmateriaien fir die RP-HPLC sind in Tabelle 2 aufgefihrt.

Saulenmaterial Hersteller

Prapar ative Sdulenmaterialien

Pharmacia Source Fineline 15RPC, PS/'DVB, 10 x 15,1 cm, | Pharmacia, Freiburg, D
1000 A, 15 um

Bakerbond Kartusche C18, 4,7 x 30 cm, 15-20 um Waters, Milford, MA, USA

Analytische Saulenmaterialien

Vydac C4, 20 x 250 mm, 300 A, 10 um Vydac, Hesperina, CA, USA
Vydac C18, 20 x 250 mm, 300 A, 10 um Vydac, Hespering, CA, USA
Vydac C18, 4,6 x 250 mm, 300 A, 5 pm Vydac, Hespering, CA, USA
Jupiter C5, 10 x 250 mm, 300 A, 5 um Phenomenex, Aschaffenburg, D
AquaCs5, 10 x 250 mm, 125 A, 5 um Phenomenex, Aschaffenburg, D
Jupiter C4, 4,6 x 250 mm, 300 A, 5 um Phenomenex, Aschaffenburg, D

Tabelle2 Verwendete Sdulenmaterialien bei der RP-Chromatographie mit den dazugehérigen Herstellern.

Tabelle 3 enthédlt die verwendeten Puffersysteme. Zur Herstellung der Puffer wurde zweifach
entionisiertes Wasser (Reinstwasseranlage NANOpure, Barnstead, Bergisch Gladbach, D)
verwendet. Als organische Ldsungsmittel wurden Acetonitril und Methanol der Firma Merck
(Darmstadt, D) eingesetzt. Die organischen Losungsmittel entsprachen dabei den
Reinheitsstufen ,gradient grade” oder ,prepsolv‘. Vor ihrer Verwendung wurden die

Laufmittel fur 10 min im Heliumstrom entgast.
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Laufmittel A Laufmittel B
1 10 mM HCI 80% (v/v) Acetonitril
10 mM HCI
2 0,1% (v/v) TFA 80% (v/v) Acetonitril
0,1% (v/v) TFA
3 30 % (v/v) Methanol 10 mM HCI
in Methanol

Tabelle3 Verwendete Puffersysteme bei der RP-Chromatographie.

2.2.2 Kationenaustausch-HPLC

Fur die Kationenaustausch-Chromatographie wurde das folgende Saulenmaterial sowie das

folgende Puffersystem verwendet:

Saulenmaterial: Biotek Pepkat, 20 x 150 mm, 1000 A, 7 um (Biotek, Ostringen, D)
Laufmittel A: 50 mM NaH,PO,, pH 3,0
Laufmittel B: 50 mM NaH,PO,

1,5M NaCl, pH 3,0

Die Herstellung der Puffer erfolgte mit zweifach entionisiertem Wasser aus der
Reinstwasseranlage NANOpure der Firma Barnstead (Bergisch Gladbach, D). Vor ihrer
Verwendung wurden die Puffer filtriert (Minisart (17597) 0,2 um, Satorius, Géttingen, D) und
anschlief3end im Heliumstrom entgast.

Fur weiterflUhrende Untersuchungen wurden salzfreie Proben bendtigt. Deshalb wurden
Aliquots der Fraktionen in 96-Well-Extrakionsplatten (3M Empore™ 96 Well Extraction
Disks, 3M Filtration Products, St. Paul, MN, USA) entsalzt. Die Aliquots wurden zunéchst
auf das C18 Material der Extraktionsplatten pipettiert. Anschlief3end wurde einmal mit 600 pl
0,1% TFA gespllt, um das Salz zu entfernen. Daraufhin wurde das gebundenen Peptid mit
600 ul 0,1% TFA / 80% Acetonitril eluiert.

Nach Regeneration in 100% Acetonitril und Einlagerung in 30% Methanol konnen diese

Extraktionsplatten mehrfach wiederverwendet werden.
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2.2.3 Isolierung von | GFBP-Fragmenten

2.2.3.1 Aufreinigung des C-terminalen Fragments | GFBP-2 (167-279)

Zur Isolierung des C-terminalen Fragments IGFBP-2 (167-279) funf

chromatographische Aufreinigungsschritte notwendig. Die verwendeten Sdulenmaterialien,

waren

Puffersysteme, Gradienten und FluRraten sowie die jeweils zugehorige Fraktionierung sind in
Tabelle 4 dargestellt.

Saulenmaterial | Laufmittel Gradient FluRrate | Fraktionierung
1 | PharmaciaSource |A:10 mM HCl 0% B fir 300 ml 150 mi/min 200
Fineline 15RPC B: 80 % (v/v) Acetonitril | 0-5% B in 150 ml
10x 15,1 cm 10 mM HCI 5-50 % B in 8000 mi
1000 A, 15 um 50-95 % B in 400 ml
2 | Bakerbond A: 30% (v/v) Methanol 0-10 % B in 100 ml 30 mi/min 50 ml
Kartusche C18 10 mM HCI 10-70 % B in 1850 ml
4,7x 30 cm B: 10 mM HCI 70-100 % B in 100 mi
15-20 um in Methanol
3 | Biotek Pepkat A: 50 mM NaH2PO4 0-20% Bin2min 42 mi/min 1 min
20 x 150 mm pH 3,0 20-90 % B in 70 min '
1000 A, 7 pm B: 50 mM NaH2PO4 90-100 % B in 3 min
1,5M NaCl
pH 3,0
4 | Vydac C18 A:0,1% (viv) TFA 0-25% B in2min 7 mi/min 1 min
20 x 250 mm B: 80 % (v/v) Acetonitril | 25-55 % B in 60 min
300A, 10 um 0,1 % (v/v) TFA 55-100 % B in 3 min
5 |AquaC5 A:0,1% (viv) TFA 0-35% B in3min 1.8 ml/min 1 min
10 x 250 mm B: 80 % (v/v) Acetonitril | 35-50 % B in 45 min '
125 A, 5 um 0,1 9% (v/iv) TFA 50-100 % B in 3 min und Peaks
Tabelle 4 Ubersicht (iber die Chromatographiebedingungen der einzelnen Aufreinigungsschritte, die zur

Isolierung des C-terminalen Fragments |GFBP-2 (167-279) fuhrten.
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2.2.3.2 Aufreinigung eines C-terminalen 1GFBP-2-Fragments mit einer molekularen
Masse von 12875 Da

Zur Aufreinigung des C-terminalen Fragments IGFBP-2 (12875 Da) mit einer molekularen

Masse von 12875 Da wurden funf chromatographische Schritte durchgefihrt.

Die

eingesetzten Saulenmaterialien und Laufmittel sowie die zugehérigen Gradienten, Flufdraten

und die Art der Fraktionierung sind in Tabelle 5 gezeigt.

Saulenmaterial | Laufmittel Gradient Flulrate | Fraktionierung
1 | PharmaciaSource |A: 10 mM HCI 0% B fr 300 ml 150 mli/min 200 mi
Fineline 15RPC B: 80 % (v/v) Acetonitril | 0-5% B in 150 ml
10x 15,1 cm 10 mM HCI 5-50 % B in 8000 mi
1000 A, 15 pm 50-95 % B in 400 mi
2 | Bakerbond A: 30% (v/v) Methanol 0-10% B in 100 ml 30 ml/min 50 ml
Kartusche C18 10 mM HCI 10-70 % B in 1850 ml
4,7x30cm B: 10 mM HCI 70-100 % B in 100 ml
15-20 um in Methanol
3 | Biotek Pepkat A: 50 mM NaH2PO4 0-20% B in2min 4,2 ml/min 1min
20 x 150 mm pH 3,0 20-90 % B in 70 min
1000 A, 7 um B: 50 MM NaH2PO4 90-100 % B in 3 min
1,5M NaCl
pH 3,0
4 | Vydac C18 A:0,1% (viv) TFA 0-25% B in2min 7 ml/min 1min
20 x 250 mm B: 80 % (v/v) Acetonitril | 25-55% B in 60 min
300 A, 10 um 0,1 % (v/v) TFA 55-100 % B in 3 min
5 | Jupiter C5 A:0,1% (viv) TFA 0-33% B in3min 1,8 ml/min 1min
10 x 250 mm B: 80 % (v/v) Acetonitril | 33-46 % B in 39 min und Peaks
300A,5um 0,1% (v/v) TFA 46-100 % B in 3 min

Tabelle5 Detaillierte Darstellung der einzelnen Chromatographieschritte, die zur 1solierung des C-terminalen

Fragments | GFBP-2 (12875 Da) durchgefiihrt wurden.
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2.2.3.3 Aufreinigung des Fragments | GFBP-2 (104-289)

Im Rahmen des Screening nach |GFBP-2-Immunreaktivitéten konnte das Fragment IGFBP-2

(104-289) durch sechs aufeinanderfolgende Chromatographieschritte aufgereinigt werden.

Tabelle 6 enthdt

Aufreinigungsschritte.

die detallierten Chromatographiebedingungen der einzelnen

Saulenmaterial | Laufmittel Gradient FluRrate | Fraktionierung
1 | PharmaciaSource |A: 10 mM HCI 0% B fur 300 ml 150 mli/min 200 ml
Fineline 15RPC B: 80 % (v/v) Acetonitril | 0-5% B in 150 ml
10x 15,1 cm 10 mM HCI 5-50 % B in 8000 mi
1000 A, 15 um 50-95 % B in 400 ml
2 | Bakerbond A: 30% (v/v) Methanol 0-10 % B in 100 ml 30 ml/min 50 ml
Kartusche C18 10 mM HCI 10-70 % B in 1850 ml
4,7x 30 cm B: 10 mM HCI 70-100 % B in 100 mi
15-20 um in Methanol
3 | Biotek Pepkat A: 50 mM NaH2PO4 0-20% B in2min 4,2 ml/min 1min
20 x 150 mm pH 3,0 20-90 % B in 70 min
1000 A, 7 pm B: 50 mM NaH2PO4 90-100 % B in 3 min
1,5M NaCl
pH 3,0
4 | Vydac C18 A:0,1% (viv) TFA 0-25% B in2min 7 ml/min 1min
20 x 250 mm B: 80 % (v/v) Acetonitril | 25-55 % B in 60 min
300A, 10 um 0,1 % (v/v) TFA 55-100 % B in 3 min
5 | Jupiter C5 A:0,1% (viv) TFA 0-33% B in3min 1,8 ml/min 1min
10 x 250 mm B: 80 % (v/v) Acetonitril | 33-48 % B in 45 min
300A, 5um 0,1 % (v/v) TFA 48-100 % B in 3min
6 | Jupiter C4 A:0,1% (viv) TFA 0-33% B in3min 0,7 ml/min 1min
4,6 x 250 mm B: 80 % (v/v) Acetonitril | 33-48 % B in 45 min
300A, 5um 0,1 % (v/v) TFA 48-100 % B in 3min

Tabelle6 Darstellung der detaillierten Chromatographiebedingungen der einzelnen Aufreiniugngsschritte bei
der Isolierung des Fragments | GFBP-2 (104-289).
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2.2.3.4 Aufreinigung des C-terminalen Fragments | GFBP-4 (136-237)

Zur Aufreinigung des C-terminalen Fragments

IGFBP-4 (136-237) waren vier

aufeinanderfol gende chromatographi sche Schritte notwendig. Eine detaillierte Darstellung der

Chromatographiebedingungen der einzelnen Aufreinigungsschritte ist in Tabelle 7 zu finden.

Saulenmaterial | Laufmittel Gradient Flulrate | Fraktionierung
1 Pharmacia Source | A: 10 mM HCl 0-5%Bin2min 150 mi/min 200 ml
Fineline 15RPC B: 80 % (v/v) Acetonitril | 5-45% B in 60 min
10x 15,1 cm 10 mM HCI 45-100 % B in 3 min
1000 A, 15 um
> Bakerbond A: 30% (v/v) Methanol 0-55 % B in 1800 ml 30 ml/min 50 ml
Kartusche C18 10 mM HCI 55-100 % in 150 ml
4,7 x 30 cm B: 10 mM HCI
300 A , 15-30 um in Methanol
3 Biotek SilicaC4 | A: 0,1 % /viv) TFA 0-30% Bin3min 7 mi/min 1min
20 x 250 mm B: 80 % (v/v) Acetonitril | 30-50 % B in 60 min und Peaks
100 A, 5 um 0,1% (v/v) TFA 50-100% B in 3 min
4 Vydac C18 A: 30% (v/v) Methanol 0-15% B in2min 7 ml/min 1min
20 x 250 mm 10 mM HCI 15-40% B in 50 min
100 A, 10 pm B: 10 mM HCI 40-100% B in 3 min
in Methanol

Tabelle 7 Ubersichtliche Darstellung der einzelnen Chromatographieschritte, die zur Isolierung des

Fragments IGFBP-4 (136-237) notwendig waren. Neben den eingesetzten Sdulenmaterialien sind die

verwendeten Laufmittel, Gradienten und Fluf3raten sowie die durchgefiihrte Fraktionierung angegeben.
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2.2.3.5 Aufreiniung des N-terminalen Fragments | GFBP-4 (4-122)

Die funf chromatographischen Aufreinigungsschritte, die zur Isolierung des verkirzten N-
terminaen Fragments IGFBP-4 (4-122) fihrten, sind in Tabelle 6 mit den verwendeten

Saulenmaterialien, Laufmitteln, Gradienten, Flulraten sowie der entsprechenden
Fraktionierung dargestellt.
Saulenmaterial | Laufmittel Gradient FluRrate | Fraktionierung
1 | PharmaciaSource |A:10 mM HCl 0% B fir 300 ml 150 mi/min 200 ml
Fineline 15RPC B: 80 % (v/v) Acetonitril | 0-5% B in 150 ml
10x 15,1 cm 10 mM HCI 5-50 % B in 8000 mi
1000 A, 15 um 50-95 % B in 400 ml
2 | Bakerbond A: 30% (v/v) Methanol 0-10 % B in 100 ml 30 ml/min 50 ml
Kartusche C18 10 mM HCI 10-70 % B in 1850 ml
4,7x 30 cm B: 10 mM HCI 70-100 % B in 100 mi
15-20 um in Methanol
3 | Biotek Pepkat A: 50 mM NaH2PO4 0-20% B in2min 4,2 ml/min 1min
20 x 150 mm pH 3,0 20-90 % B in 70 min
1000 A, 7 pm B: 50 mM NaH2PO4 90-100 % B in 3 min
1,5M NaCl
pH 3,0
4 | Vydac C18 A:0,1% (viv) TFA 0-25% B in2min 7 ml/min 1min
20 x 250 mm B: 80 % (v/v) Acetonitril | 25-55 % B in 60 min
300A, 10 um 0,1 % (v/v) TFA 55-100 % B in 3 min
5 |AquaC5 A:0,1% (viv) TFA 0-35% B in3min 1,8 ml/min 1min
10 x 250 mm B: 80 % (v/v) Acetonitril | 35-50 % B in 45 min
125 A, 5 um 0,1 % (v/v) TFA 50-100 % B in 3 min

Tabelle 8  Detaillierte Darstellung der einzelnen Chromatographieschritte bei der Aufreinigung des N-
terminalen Fragments |GFBP-4 (4-122).
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2.3 Analytische Methoden

2.3.1 Massenspektromtetrische Methoden

Die Bestimmung der Molekularmasse erfolgte entweder (ber Matrix-assisted Laser
Desorption lonization Time-of-Flight (MALDI-TOF)- oder Uber Electrospray-lonization
(ESI)-Massengpektrometrie (MS).

Dabel wurden Fraktionen chromatographischer Aufreinigungsschritte zunacht mittels
MALDI-TOF-MS untersucht. Bel dieser Methode ist zum einen ein hoher Probendurchsatz
moglich. Zum anderen konnen auch komplexe Proteingemische hinsichtlich ihrer
molekularen Massen untersucht werden, da tiberwiegend einfach geladene lonen auftreten.
Die Massenbestimmung mittels ESI-MS wurde mit aufgereinigten Reinsubstanzen
durchgefthrt, da sich diese Methode im algemeinen durch eine hohere Genauigkeit

auszei chnet.

2.3.1.1 MALDI-TOF - Massenspektrometrie

Die Bestimmung der Molekularmasse mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie erfolgte
entweder mit dem LaserTec RBT I1-Massenspektrometer (Perseptive/Vestec, Houston, USA)
oder mit dem Voyager DE-Pro-Massenspektrometer (Applied Biosystems, Weiterstadt, D).
Zur Erzeugung des gepulsten lonenstrahls wurde bei beiden Geréten einen 337 nm-Stickstoff-
Laser eingesetzt. Die Messungen selbst wurden im linearen M odus durchgefihrt.

Zur Steuerung und Kalibrierung des LaserTec RBT Il wurde die Software Voyager'™ RP
BioSpectrometry™ Workstation Version 3.07.01 (PerSeptive Biosystems, Cambridge, USA)
verwendet. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software Grams/386 Level 11, Version
3.0 (Galactic Industries Corporation, Salem, USA).

Die Messung mit dem Voyager DE-Pro erfolgte mit Hilfe der Software Voyager™ RP
BioSpectrometry™ Workstation Version 5.1 (PerSeptive Biosystems, Cambridge, USA).

Zur Auswertung der Daten wurde die Software Data Explorer 4.0 (Applied Biosystems,
Welterstadt, D) eingesetzt.

Die Probenvorbereitung erfolgte nach der ,, dried drop”“-Methode. Dabei wurden jeweils 1 pl

der zu analysierenden Probe mit 1 ul der gewinschten Matrix direkt auf der Probenplatte
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vermischt und anschlief3end mit Hilfe eines Ventilators bei Raumtemperatur an der Luft
getrocknet. Als Matrix wurde a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure in einer Konzentration von
5mg/l in 50 % (v/v) Acetonitril, 0,05 % (v/v) TFA verwendet. Als Co-Matrix wurde L-

Fucose in einer Konzentration von 5 mg/ml beigemischt.

2.3.1.2 ESI - Massenspektrometrie

Die Bestimmung der Molekularmasse mittels ESI-M S erfolgte zum einen mit dem Sciex API
I11-Quadrupol-Massenspektrometer  (Perkin-Elmer, Langen, D). Zur Auswertung und
Datenaufnahme wurde dabei die Software MacSpec Version 3.3 des gleichen Herstellers
verwendet.

Zum anderen wurden Messungen am Sciex API 100 (Perkin-Elmer, Langen, D) durchgefihrt.
Hierbei wurde die Software BioMultiView 1.2 (Perkin-Elmer, Langen, D) eingesetzt.

Bei beiden Gerdten wurden die Analysen im ,, positive mode” durchgeftihrt. Dabel wurden nur
Kationen im Spannungsfeld des Massenspektrometers beschleunigt und somit detektiert. Die
verwendetete |onisierungsspannung betrug 5000 V, der abgedeckte Massenbereich erstreckte
sich von 400 m/z bis 2390 m/z in Schritten von 0,5 m/z.

Zur Massenanalyse wurden salzfreie Proben bendtigt, da Kationen wie Na"- Tris- oder NH,'-
lonen einen sehr hohen Hintergrund erzeugen. Die salzfreien Proben wurden dabel mit einer
FluRrate von 5 pl/min Uber eine Hamilton-Spritze und eine Infusionspumpe (Havard
Apparatus 22, FMI, Egelsbach, D) injiziert.

2.3.2 Kapillarzonenelektrophorese

Die Kapillarzonenelektorphorese wurde as hochauflésende Analysenmethode zur
Reinheitsiiberprifung von Peptiden eingesetzt. Dabel wurde ein Elektrophoresegerét der
Firma Beckman (PP ACE™ MDQ, Beckman, Miinchen, D) verwendet. Die Auswertung der
Daten erfolgte mit Hilfe der Software P/ACE System MDQ (Beckman, Miinchen, D).

Zur Messung wurden nur wenige nl der Probe benttigt, wobel die optimale
Probenkonzentration bei 0,2 pg/ul lag. Die Injektion der Probe erfolgte durch Anlegen eines
geringen Uberdrucks in eine unbeschichtete ,fused silica“-Kapillare (eCAP™ Capillary
Tubing, Beckman, Minchen, D). Diese besal? eine effektive Lénge von 50 cm sowie einen

Innendurchmesser von 75 pm. Die Trennung erfolgte bel einer konstanten Temperatur von
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25°C und einer konstanten Stromstérke von 120 pA durch Anlegen einer Hochspannung von
22-27 KkV. Als Elektrophorese-Puffer wurde 100 mM NaH,PO,, 0,02 %
Hydroxypropylmethylcellulose, pH 2,5 eingesetzt. Die Wellenlénge zur Detektion der Peptide
betrug 214 nm.

2.3.3 Sequenzanalyse

Die N-terminale Sequenzierung von Peptiden erfolgte mit Hilfe des Edman-Abbaus. Die
Sequenzierung wurde automatisiert am Sequenzer Procise™ 494 (Applied Biosystems,
Weliterstadt, D) durchgefiihrt. Zur Datenaufnahme und Auswertung wurde die Software
Modell 610 Data Analysis Version 2.1 (Applied Biosystems, Welterstadt, D) eingesetzt.

Zur Sequenzierung wurden zwischen 10 pmol und 100 pmol des zu sequenzierenden Peptids
benttigt. Die Applikation des Peptids sowie der fir den Abbau bendtigten Reagenzien
erfolgte auf ein Filterplattchen aus BioBrene™ Plus (Applied Biosystems, Weiterstadt, D).
Die anschlieRende Detektion und Anayse der freigesetzten Phenylthiohydantion-
Aminosauren erfolgte tber RP-Chromatographie bei einer Wellenlénge von 269 nm.

Mit Hilfe dieser Methode ist ein Nachweis von bis zu 50 Aminosauren moglich. Um die
isolierten Peptide initial zu identifizieren, wurden aber meist nur 10 bis 15 Abbauschritte
durchgefihrt. Durch einen anschlief3enden Datenbankvergleich mit der Datenbank Swiss-Prot
konnten die Peptide danach in der Regel eindeutig zugeordnet werden.

2.3.4 Aminosaurenanalyse

Die Bestimmung der genauen Peptidmenge erfolgte mit Hilfe der Aminosdurenanalyse
(ASA). Die Messung erfolgte automatisiert an dem Aminosauren-Analysesystem Series 1l
1090 Aminoquant (Hewlett Packard, Fort Collins, CO, USA). Die Aminosauren Norvalin und
Sarcosin wurden als interne Standards verwendet. Bei der ASA wurden die Peptide zuerst in
6 M HCI fur 1,5 h bei 150°C vollstandig hydrolysiert. Anschlief3end wurden die entstehenden
Aminosduren an ihren priméren und sekundaren Aminogruppen derivatisiert, wobel ein
Fluorszenzmarker in das Molekil eingefiuhrt wurde. Die Auftrennung der derivatisierten
Aminosduren erfolgte Uber RP-Chromatographie. Die Detektion und Quantifizierung der

einzelnen Aminosauren wurde mittel s Fluoreszenzmessung durchgefihrt.
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24

I mmunol ogische Methoden

Die Detektion von IGFBP-2- und IGFBP-4-Immunreaktivitdten erfolgte sowohl mittels
Western-lmmunoblot als auch mittels Enzyme-linked immunosorband assay (ELISA). Die

verwendeten Primér- und Sekundérantikorper sowie die eingesetzten Verdinnungen im
Western-Immunblot und im ELISA sind in Tabelle 9 aufgefihrt.

Primérantikor per

Beschreibung/Epitop | Spezies Eingesetzte Hersteller
Verdinnung
anti-IGFBP-4 | Immunogen: Kaninchen | Western-Blot: | Upstate Biotechnology,
humanes IGFBP-4 1:1000 Lake Placid, NY,USA
Serum
anti-human Immunogen: Kaninchen |ELISA: IBT, Reutlingen, D
IGFBP-2 synthetisches Peptid 1:2000
von IGFBP-2
Western-Blot
Serum 1:1000
anti-human Immunogen: Kaninchen | Western-Blot: | GroPep, Adelaide,
IGFBP-2 synthetisches, C- 1:1000 Australien
terminales Peptid von
IGFBP-2
Serum
anti-IGFBP-2 | Immunogen: Kaninchen |ELISA: Upstate Biotechnology,
bovines IGFBP-2; 1: 5000 Lake Placid, NY,USA
Western-Blot:
Serum 1: 2000
Sekundar antikor per
Beschreibung/Epitop | Spezies Eingesetzte Hersteller
Verdinnung
anti-Kaninchen | gekoppelt an Ziege Western-Blot: | Sigma, Deisenhofen, D
1gG Alkalische 1: 30000
Phosphatase ELISA:
1: 40000

Tabelle9 Ubersicht liber die Primér- und Sekundérantikorper, die fir die Detektion von | GFBP-Fragmenten

verwendet wurden.
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241 Western-lmmunoblot

24.1.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Peptidgemische erfolgte mittels SDS-Polyacrylamid-Gel el ektrophorese
(SDS-PAGE). Pro Elektrophorese-Lauf wurden in Mini-Protean 11-Kammern der Firma BIO-
Rad (Munchen, D) parallel zwei Gele verwendet. Die Gele mit der Grof3e von 7 x 8 cm sowie
einer Dicke von 0,75 mm gliederten sich in ein Trenn- und ein Sammelgel. Fir zwei Gele

wurden jewells die in Tabelle 10 angegebenen Volumina der entsprechenden L&sungen

verwendet.

rotiphoresel] Gel 40 | Gelpuffer | Glycerin | Wasser | TEMED | 10% APS
Trenngel 3420 ul 2760 pl 29 450 ul (3,6l 30 ul
Sammelgel 300 ul 600ul - 1500 pl 2,5l 12 pl

Tabelle 10 Pipettierschema fiir die Herstellung von zwel Gelen.

Zur Probenvorbereitung wurden Lyophilisate direkt in 1fach Probenauftragspuffer (PAP)
gel0st. Geldste Proben wurden im Verhdltnis 4:1 in 4fach PAP aufgenommen. Anschlief3end
wurden die Proben fir 10 min auf 95°C erhitzt. Daraufhin wurden unldsliche Bestandteile in
einer Tischzentrifuge (Modell 112, Sigma, Deisenhofen, D) bei maximaler Drehzahl fir 5 min

abzentrifugiert.

Die Elektrophorese selbst gliederte sich in einen Vorlauf und in die eigentliche Trennung. Der
Vorlauf erfolgte fir 20 min bel einer konstanten Spannung von 60 V und diente zum
Einsinken und Sammeln der Proben im Gel. Die darauffolgende Trennung wurde fir 90 min
bei einer Spannung von 150 V durchgefuihrt. Als GroRenstandard wurde der Marker SeeBlue
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) verwendet. Die fur die Trennung erforderliche Spannung
wurde mit dem Power Supply, Modell 1000/500 (BioRad, Minchen, D) erzeugt.

Verwendete Puffer und L dsungen:

rotiphoresel] Gel 40 38% Acrylamid
2% Bisacrylamid
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Gelpuffer 3 M Tris-HCI
0,3 % (w/v) SDS, pH 8,45

4Afach PAP 6,665 % (v/v) Gelpuffer
20 % (w/v) EDTA
2% (w/v) DTT
4% (w/v) SDS
50 % (w/v) Glycerin
Bromphenolblau

K athoden-Puffer 10 mM Tris
10 mM Tricin
0,1 % (w/v) SDS

Anoden-Puffer 20 mM Tris-HCI, pH 8,9

2412 Transfer auf die Membran

Als Membran wurde eine PVDF-Membran (Fluorotrans Transfer Membran, 0,2 um, PALL,
Portsmouth, UK) verwendet. Diese wurde zundchst auf eine Grofe von 7 x 9 cm
zugeschnitten und anschlief3end fur 30 s mit Methanol benetzt. Daraufhin wurde die Membran
im Blotpuffer aquilibriert. Gleichzeitig wurden zwei Filterpapiere (Gel Blotting Paper GB
004, Schleicher& Schuell, Dassel, D) der gleichen Grof3e in Blotpuffer eingeweicht.

Der Transfer der Proteine vom Gel auf die Membran erfolgte mit Hilfe der Semi-Dry-
Blottkammer Transblot SD (BIO Rad, Munchen, D). Dazu wurde zunéchst pro Gel en
eingeweichtes Filterpapier auf die Anodenplatte der Blotkammer gelegt. Auf das Filterpapier
wurde anschlief3end die vorbereitete PV DF-Membran, das Gel und zum Abschluf? erneut ein
eingeweichtes Filterpapier luftblasenfrel geschichtet. Nach Auflegen der Kathodenplatte

erfolgte der Transfer fir 2 h bei einer konstanten Spannung von 7 V.

Blotpuffer: 50 mM Borsdure
20 % (w/v) Methanol, pH 9,0
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2.4.1.3 Féarbung desBlots

Nach dem Transfer der Peptide auf die Membran wurde diese direkt in TBST-Puffer mit 5 %
Milchpulver Gberfihrt und fir 1 h bei Raumtemperatur unter Schitteln inkubiert, um freie
Bindungsstellen der Membran abzusdttigen. Nach einem Waschschritt mit TBST-Puffer,
wurde der Primérantikérper in TBST-Puffer zugegeben. Alle verwendeten Antikorper und
ihre eingesetzten Verdinnungen sind in Tabelle 9 aufgefihrt. Die Inkubation mit dem
Primarantikorper erfolgte Uber Nacht bei 4°C unter Schitteln. Daraufhin wurde der Blot
dreimal fr 5 min in TBST-Puffer gewaschen. Anschlief3end erfolgte die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper (Tabelle 9) fur 1 h bei Raumtemperatur auf dem Schiittler. Nach der
Inkubation mit dem Sekundarantikorper wurde der Blot jeweils fir 5 min in TBST-Puffer,
daraufhin in TBS-Puffer und schliefdlich in Reaktionspuffer gewaschen. Die Féarbung erfolgte
anschlief3end fur ungefdhr 1 h im Dunkeln in 20 ml Farbelésung unter leichtem Schiitteln.
Dabel wurde der Blot alle 20 min gewendet. Nach der Farbung wurde der Blot fir 10-20 min

in entionisiertem Wasser gewaschen und anschlief3end getrocknet.

V erwendete Puffer und L 6sungen:

TBS-Puffer 150 mM NaCl
10 mM Tris-HCI, pH 8,0

TBST-Puffer TBS-Puffer mit
0,05 % (v/v) Triton X100

Reaktionspuffer 100 mM Tris
100 mM NaCl
5mM MgCl,

Farbel 6sung 0,033 % (w/v) NBT
0,015 % (w/v) BCIP
in Reaktionspuffer

entsprechend:
660 ul NBT-Losung (10 mg/ml)

60 pl  BCIP-L6sung (50 mg/ml in DMF)
20 ml Reaktionspuffer
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2.4.2 Enzyme-linked Immunosorbant Assay (ELISA)

Die Durchfuhrung des Enzyme-linked Immunosorbant Assay (ELISA) erfolgte in 96-Well-
Mikrotiterplatten (Nunc, Wiesbaden, D) in Doppel- oder Dreifachwerten.

Zunéachst wurden 100 pl/well der zu untersuchenden Probe in Coating-Puffer Gber Nacht bei
4°C unter Schitteln inkubiert. Anschlief3end wurden die Platten auf Zellstoff ausgeschlagen
und mit 200 pl/well Roti-Block-Loésung (Roth, Karlsruhe, D) fur 30 min bei
Raumtemperatur geblockt, um freie Bindungsstellen abzuséttigen. Nach zweimaligem
Waschen mit jeweils 200 pl/well Waschpuffer wurden 100 pl/well des Primérantikorper in
der gewinschten Verdinnung (s. Tabelle 9) in Waschpuffer zugegeben. Die Inkubation mit
dem Primérantikorper erfolgte fur 2 h bel Raumtemperatur unter Schitteln. Nach drei
weiteren Waschschritten mit jewells 200 pl/well Waschpuffer wurden 100 pl/well der
Sekundérantikorper-Verdinnung (s. Tabelle 9) in Waschpuffer fir 1 h bei Raumtemperatur
unter Schitteln inkubiert. Anschlief3end wurden die Platten erneut dreimal mit je 200 ul/well
Waschpuffer gewaschen. Daraufhin erfolgte die Farbreaktion durch Zugabe von 100 pl/well
frisch angesetzter TMB-Substrat-Losung (ImmunoPurel] TMB Substrate Kit, Pierce,
Rockford, IL, USA). Nach ausreichender Farbentwicklung wurde die enzymatische Reaktion
mit 100 pl 2 M H,SO, gestoppt und die Absorption bei 450 nm im ELISA-Reader (MRX 11
Microplate Reader, Dynex, Frankfurt, D) gemessen.

Verwendete Puffer:

Coating-Puffer: 34 mM M NaCOg3
16 mM NaHCOg3

Waschpuffer: 13 mM NaHPO,
2,5mM Nal—|2PO4
140 M NaCl

0,05% Tween-20
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2.5 Bindungsanalyse

25.1 Liganden-Blot-Analyse

Die Bestimmung der |GF-Bindungsfahigkeit der isolierten Fragmente mit Hilfe der Liganden-
Blot-Analyse erfolgten in Kooperation mit Dr. Bernd Kibler (Universitéts-Kinderklink,
Abteilung Biochemie, Universitdt Hamburg, D). Dabei wurden die Proteine zunachst
gel elektrophoretisch aufgetrennt und anschlief3end auf eine Membran transferiert (s. Abschnitt
2.4.1.1und 2.4.1.2).

Zur Abdttigung freier Bindungsstellen wurde die Membran zundchst fur 1 h bel
Raumtemperatur unter leichtem Schitteln in Inkubationspuffer inkubiert. Anschlief3end wurde
biotinyliertes IGF-1 oder-11 in einer Verdinnung von 1:5000 zugegeben. Die Inkubation
erfolgte entweder bei 4°C tber Nacht oder fur 1,5 h bel Raumtemperatur. Zur Entfernung des
Uberschiissigen biotinylierten IGF wurde die Membran daraufhin gewaschen. Dazu wurde sie
zunachst zweimal kurz in Waschpuffer gespllt, gefolgt von einem Waschschritt fir 10 min
und vier Waschschritten fur jewells 5 min mit Waschpuffer. Anschlief3end wurde die
Streptavidin-Biotin-Kopplung durchgefihrt. Dazu wurde die Membran in Inkubationspuffer
far 2 h unter leichtem Schitteln bel Raumtemperatur mit Streptavidin-HRP (Jackson
Immunosearch, West Grove, PA, USA) in einer Verdinnung von 1 : 5000 inkubiert.
Anschlief3end wurde die Membran erneut zweimal kurz mit Waschpuffer gesptilt und danach
einmal fir 10 min sowie viermal fur 5 min mit Waschpuffer gewaschen. Die Detektion der
gebundenen IGFs erfolgte mit Hilfe des ECL-Reagenz (Pierce, Rockford, IL, USA).

Verwendete Puffer:

Inkubationspuffer 10 mM NaH,PO,
150 mM NaCl
0,1 % Tween-20
1%BSA
pH 7,4

Waschpuffer 10 mM NaH,PO,
150 mM NaCl
0,1 % Tween-20
pH 7,4
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2.5.2 Bestimmung der | GF-I-Bindungsaffinitét durch Sattigungsexperimente

Die Bestimmung der IGF-I-Bindung wurde unter Verwendung von radioaktiv markiertem
[**1]-1GF-1 durchgefiihrt. Dabei wurde zunéchst mit Hilfe der Chloramin T-Methode *lod in
das IGF-I-Molekll eingefuhrt. Anschlieffend wurde das radioiodierte 1GF-1 in den
Bindungsstudien eingesetzt.

2.5.2.1 Radioaktive Markierung von Peptiden mit ***lod

Zuerst wurden sowohl die Chloramin-T- als auch die Natriumdisulfit-Losung frisch angesetzt.
Anschliefiend wurden 1 pg des zu iodierenden Peptids in 75 pl Phosphatpuffer vorgelegt.
Durch die Zugabe von 10 pl Chloramin T-Lésung sowie 2 pl Na'®| mit einer
Radioaktivitdétssmenge von 0,2 mCi wurde die Reaktion gestartet. Nach grindlicher
Durchmischung wurde 1 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die Reaktion durch
Zugabe von 10 pl Natriumdisulfit-Lésung gestoppt wurde. Zur Abtrennung des freien **lod
wurde die Reaktionslésung daraufhin auf eine RP-Fertigsdule (SepPak, C18 Cartridge, 1ml,
Millipore, Eschborn, D) aufgetragen. Nach einem Waschschritt mit 5 % (v/v) Acetonitril, 0,1
% TFA zur Entfernung des freien #°lod wurde das Peptid mit 2 ml 60 % (v/v) Acetonitril, 0,1
% TFA €uiert. Das Eluat wurde daraufhin in ein Glasgefa? mit 2fach-Tracer-Puffer
Uberfiihrt. Anschlief3end wurde die spezifische Aktivitét in einem y-Counter (1470 Wallac
Wizard, Pharmacia, Turku, Finnland) ermittelt und die Qualitét der radioaktiv markierten
Verbindung mittels analytischer RP-HPLC Uberprift. Die spezifische Aktivitdt betrug ca
500.000 cpm/ng.

V erwendete Puffer und L 6sungen:

Phosphat-Puffer 0,25 M Na,HPO,
pH 7,4
Cloramin-T-L6sung 1 mg/ml Chloramin-T
in Phosphatpuffer

Natriumdisulfit-Losung 2,5 mg/ml NaxS,04
in Phosphatpuffer
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2fach-Tracer-Puffer 2fach PBS
10 mM EDTA
4% (w/v) BSA
0,1 % (w/v) Natriumazid
0,1 % (v/v) Tween-20

PBS 50 mM NaHPO,
150 mM NaCl
pH 7,4

2.5.2.2 Sattigungsexperimente mittels Polyethylenglycol (PEG) - Fallung

Die Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten Kgq wurden Uber Séttigungsexperimente mit
Hilfe einer Polyethylenglycol (PEG)-Falung bestimmt. Dazu wurden zunehmende Mengen
des zu untersuchenden Bindeproteins mit 20.000 cpm [*1]-IGF-1 in 150 ul Assaypuffer fir
2h bel Raumtemperatur unter Schitteln inkubiert. Zur Bestimmung der unspezifischen
Bindung wurden parallel Ansitze betrachtet, die einen 500fachen UberschuR an nicht
radioaktiv markiertem IGF-1 enthielten. Gebundenes und freies [**I]-IGF-I wurde
anschlief3end durch die Zugabe von 250 pl 40% (w/v) PEG-4000 in Assaypuffer getrennt.
Nach der Zugabe der PEG-L6sung wurden die Proben zunédchst kréftig durchmischt und die
Ausgangsaktivitét der einzelnen Proben im y-Counter (1470 Wallac Wizard, Pharmacia,
Turku, Finnland) gemessen. Anschlief3end erfolgte die Trennung von gebundenem und freiem
[**1]-1GF-1 durch Zentrifugation (Sorvall RT 6000 B, DuPont, Bad Homburg, D) fiir 25 min
bei 2000 x g. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt, woraufhin die Proben
erneut fir 20 min bei 2000 x g zentrifugiert wurden. Nach Abnahme des Uberstandes wurde
schliefdlich die gebundene Radioaktivitdt des Pellets im y-Counter gemessen.

Zur Bestimmung der spezifischen Bindung wurde die unspezifische Bindung von der totalen
Bindung subtrahiert. Die Berechnung der Bindungskonstanten erfolgte durch nicht-lineare
Regression mit dem Programm Prism Graph Pad Version 3.0 (Graph Pad Inc, San Diego, CA,
USA).

Assaypuffer: 0,1 M Hepes
0,44 mM NaHCOs;
0,1 % (w/v) BSA
0,02 % (w/v) Triton-X100
pH 6,0
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25.3 Bestimmung der | GF-11-Bindungsaffinitat durch BIACore-Analyse

Die BIACore-Messungen wurden in Kooperation mit Dr. Stefan HoOning (Institut for
Biochemie I, Universitét Gottingen, D) durchgefiihrt. Dabei wurden die Interaktionen
zwischen IGF-11 und den isolierten | GFBP-Fragmenten sowie den Gesamt-IGFBP-Mol ekiilen
durch die Messung von Oberflachen-Plasmonresonanz analysiert. Die Messungen erfolgten in
Echtzeit mit dem BIACore-2000-Biosensor (Pharmacia, Freiburg, D). Dazu wurde IGF-I1 in
einer Dichte von 2 ng/mm? iiber Aminokopplung an einen CM5-Sensorchip gebunden. Die zu
untersuchenden Bindeproteine wurde anschlieRend in Puffer A mit einer Flurate von
20pl/min injiziert. Unter Durchflul® von Puffer A wurde zunéchst die Assoziation fir 2 min
detektiert, gefolgt von der Messung der Dissoziation fur weitere 2 min. Nach jedem
Reaktionszyklus wurde die Oberflache des Sensor-Chips durch eine kurze Injektion von 20
mM NaOH, 0,5 % SDS fir 15 s regeneriert. Ein so behandelter Sensor-Chip konnte fir mehr
als 100 Reaktionszyklen ohne Veranderung der spezifischen Bindungskapazitét verwendet
werden. Die Assoziations- und Dissoziationszeitkonstanten, k; und Ky, wurden anschlief3end
mit der BlAevaluation Software, Version 1.2 (Pharmacia, Freiburg, D) berechnet.

Puffer A: 20 mM Hepes, pH 7,0 mit NaOH
150 mM NaCl
10 mM KClI
2 mM MgCl,

2.6 Proteolytischer Verdau zur Aufklarung der Disulfidverbrickung

Die Aufklarung der Disulfidverbrickung der C-terminalen Fragmente von IGFBP-2 und -4
erfolgte durch proteolytischen Verdau der Peptide mit nachfolgender Analyse der
entstehenden Spaltprodukte mittels MALDI-MS, ESI-M S und Sequenzanal yse.

Beide Fragmente wurden mit den Endoproteasen Chymotrypsin (Roche, Mannheim, D) und
Arg-C (Roche, Mannheim, D) der Reinheitsstrufe , sequencing grade” verdaut. Alle Versuche
wurden mit einem Peptid/Enzym-Verhdtnis von 100/1 (w/w) durchgefihrt.

Zur Ermittlung der Spaltkinetik wurden zunéchst Vorversuche mit geringen Peptidmengen
durchgefiihrt. Den Ansédtzen wurden dabei nach 0,5 h, 1,5 h, 2,5 h, 3,5 h und 18 h Aliquots
entnommen. Diese wurden sofort mit 1 M HCI auf pH 3,0 eingestellt und entsalzt. Das
Entsalzen erfolgte nach dem Prinzip der RP-Chromatographie mit Hilfe von Zip-Tips
(Pharmacia, Freiburg, D). Bel Zip-Tips handelt es sich um Pipettenspitzen mit einem
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integrierten Source RPC 15 Material. Durch Aufsagen der Probe werden enthaltene Proteine
und Peptide an das Material gebunden. Anschlief3end wird das Salz durch Spilen mit 0,1 %
TFA entfernt, bevor die Probe durch 80 % Acetonitril, 0,1 % TFA eluiert wird. Die
entsalzten Aliquots wurden zunéchst Gber MALDI-TOF-MS auf proteolytisch entstandene
Proteinfragmente hin untersucht. Die ausgewéhlten Versuchsbedingungen fur beide
Fragmente sind in Tabelle 11 zusammengestelt.

IGFBP-2 (167-279)

Enzym Puffer Zeit Temperatur
Chymotrypsin 100 mM Tris- HCI
10 mM CaCl; 18 h 25°C
pH 7,8
Endoprotease Arg-C | 100 mM Tris- HCI
10 mM CaCl, 18 h 37°C
pH 7,6
| GFBP-4 (136-237)
Enzym Puffer Zeit Temperatur
Chymotrypsin 100 mM Tris- HCI 8h 25 °C
pH 7,8
Endoprotease Arg-C |90 mM Tris—HCI 2h 37°C
pH 7,6

Tabelle11 Zusammenstellung der Versuchsbedingungen flir den proteolytischen Verdau der aufgereinigten C-
terminalen Fragmente | GFBP-2 (167-279) sowie IGFBP-4 (136-237) zur Bestimmung der Disulfidverbriickung.

Die resultierenden Fragmente wurden anschlieffend Uber RP-HPLC aufgetrennt und
massenspektrometrisch mittels MALDI-TOF-MS untersucht. Fraktionen, die theoretisch
erwartete Massen von Fragmenten mit Cystein-Resten enthielten, wurden weiterfuhrend

durch ESI-M S und N-terminale Sequenzierung analysiert.

2.7 Verwendete Chemikalien und Peptide

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders erwéhnt, von den Firmen Sigma (Deisenhofen,
D) und Merck (Darmstadt, D) bezogen.
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Weiterhin wurden fol gende Peptide verwendet:

|GF-I

IGF-I, biotinyliert
|GF-II

IGF-II, biotinyliert
IGF-II, receptor grade
rhiIGFBP-2
rhiIGFBP-4

PeproTech, London, UK

GroPep, Adelaide, Australien
PeproTech, London, UK

GroPep, Adelaide, Australien
GroPep, Adelaide, Australien
GroPep, Adelaide, Australien
GroPep, Adelaide, Australien
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3 Ergebnisse

Zur Isolierung von bislang unbekannten IGFBP-Fragmenten aus Hamofiltrat wurde im
Rahmen dieser Promotion die folgende Strategie entwickelt (Mark et al., 1999), bel der schon
vor dem Beginn der Isolierung verschiedene biochemische und immunologische Parameter
von Peptidbankfraktionen untersucht wurden.

Zunéchst erfolgte die Bestimmung der | GF-1-Bindungsféhigkeit sowie die Identifizierung von
IGFBP-Immunreaktivitéten durch Western-immunoblotting oder ELISA in den einzelnen
Fraktionen der Hamofiltrat Peptidbibliothek. Fraktionen, die sowohl eine signifikante |GF-I-
Bindung as auch eine deutliche IGFBP-Immunreaktivitét zeigten, wurden anschlief3end
hinsichtlich ihrer Molekularmasse analysiert. Dabel wurde die Grole des immunreaktiven
Peptids im Western-lmmunoblot abgeschétzt und ein MALDI-TOF-Massenspektrum von der
entsprechenden Fraktion aufgenommen. Durch den Vergleich der abgeschétzten Masse mit
den durch MALDI-TOF-MS erhatenen Daten konnte dabei der detektierten Immunreaktivitét
oftmals eine Mol ekularmasse zugeordnet werden.

Daraufhin erfolgte die Isolierung der ausgewdahlten Peptide durch aufeinanderfolgende
chromatographische Schritte, bei denen die Peptide sowohl mittels Western-lmmunoblotting
als auch mittels MALDI-TOF-M S detektiert wurden.

3.1 Screening der Hamofiltrat-Peptidbank nach | GF-I-bindenden Peptiden

Um einen Uberblick Uber die vorhandene IGF-I-Bindungsfahigkeit in der Hamofiltrat-
Peptidbank zu erhalten, wurde zundchst ein Screening nach IGF-I-bindenen Peptiden
durchgefiihrt. Dazu wurden Aquivalentmengen der einzelnen Peptidbank-Fraktionen, die
jeweils 200 ml HF entsprachen, mit radioaktiv markiertem **I-IGF-I inkubiert. Die Trennung
von gebundenem und freiem **I-IGF-1 erfolgte mittels PEG-Fallung. Um die unspezifische
Bindung zu detektieren, wurden parallel Ansitze mit einem UberschulR an nicht radioaktiv
markiertem IGF-1 untersucht. Als Positivkontrolle wurde rhIGFBP-2 in einer Menge von
70 ng pro Ansatz eingesetzt. Eine Ubersicht der spezifischen Bindung von *#I-IGF-I in den
einzelnen Fraktionen der Hamofiltrat-Peptidbank ist in Abbildung 3 zu sehen.
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Spezifische
Bindung [%]

Abbildung 3:

Ubersicht tiber die |GF-I-Bindungsfahigkeit in den einzelnen Fraktionen der Hamofiltrat-Peptidbank.

Es konnte gezeigt werden, dal3 sich in jedem pH-Pool der Peptidbank Peptide befanden, die
eine deutliche IGF-I-Bindungsfahigkeit besal3en. Die hochste Bindungskapazitét konnte dabel
im Bereich der Fraktionen 19 bis 24 in den pH-Pools 3 bis 6 gemessen werden. Hingegen
wurde in pH-Pool 1 nur eine sehr schwache |GF-1-Bindung detektiert.

3.2 Isolierung und Charakterisierung von |GFBP-2-Fragmenten aus humanem

Hamofiltrat

3.2.1 Screening der Hamofiltrat-Peptidbank nach | GFBP-2-1mmunreaktivitéten

Um einen Uberblick tber vorhandene IGFBP-2-Immunreaktivitdten in der Hamofiltrat-
Peptidbank zu erhalten, wurden die einzelnen Fraktionen der Peptidbibliothek einem
immunologischen Screening unterzogen. Dazu wurde ein spezifischer polyklonaler

Antikorper verwendet, der durch Immunsierung gegen das IGFBP-2-Gesamtmolekill



Ergebnisse 40

hergestellt worden war. Dadurch sollte sichergestellt werden, mdglichst alle vorkommenden
| GFBP-2-Fragmente detektieren zu konnen.

Zunéchst wurden Aquivalentmengen der einzelnen Fraktionen von jeweils 500 ml HF im
ELISA auf vorhandene IGFBP-2-Immunreaktivitdten getestet. Als Positivkontrolle wurden
5ng rhIGFBP-2 eingesetzt. Eine Ubersicht (iber das immunologischen Screening mittels
ELISA ist in Abbildung 4 zu sehen. In der Ubersichtsdarstellung wurden die

Immunreaktivitdten auf die Immunreaktivitéat von 5 ng rhiGFBP-2 normiert.

B 150

|

'oo OD (450 nm)
J [% Kontrolle]

Abbildung 4:

Intitiales Screening nach |GFBP-2-Immunreaktivitaten in der Hamofiltrat-Peptidbank mittels ELISA. Die
Fraktionen 21 und 22 von pH-Pool 5 sowie die Fraktionen 22 und 23 von pH-Pool 6 zeigten deutliche
| GFBP-2-Immunreaktivitaten. Als Positivkontrolle wurden 5 ng rhlGFBP-2 verwendet.

Deutliche IGFBP-2-Immunreaktivitéten konnten nur in den Fraktionen 21 und 22 von pH-
Pool 5 sowie in den Fraktionen 22 und 23 von pH-Pool 6 detektiert werden. Beide Bereiche
zeichneten sich ebenfalls durch eine signifikante |IGF-I-Bindungskapazitét aus (vgl.
Abbildung 3, Abschnitt 3.1).
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Um Informationen Uber die Grofe der immunreaktiven Peptide zu erhalten, wurde

anschlief?end ein Screening mittels Western-Immunaoblotting durchgefiihrt. Dabei wurden

Aquivalentmengen der einzelnen Peptidbankfraktionen eingesetzt, die jeweils 200 ml HF
entsprachen. Als Kontrolle dienten 200 ng rhiIGFBP-2. Abbildung 5 zeigt die

chromatographische Fraktionierung von pH-Pool 5 und 6 sowie die zugehdrigen Western-

Immunoblots.
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Screening nach |GFBP-2-Immunreaktivitaten mittels Western-Immunoblot-Analyse. Gezeigt sind die RP-

Chromatographien zur Herstellung der Peptidbankfraktionen von pH-Pool 5 (A) und pH-Pool 6 (B) sowie

die zugehorigen Western-lmmunablots (C, D). In pH-Pool 5 (C) konnten | GFBP-2-Immunreaktivitéten in den

Fraktionen 20-22 detektiert werden. Der Western-Immunoblot von pH-Pool 6 (D) zeigt eine dominante

| GFBP-2-Immunreaktivitéat in Fraktion 22. Die Bereiche, die den immunreaktiven Fraktionen entsprechen,

sind in den Chromatogrammen markiert.

K = Kontrolle, 200 ng rhiIGFBP-2; ST = Molekulargewichtsstandard
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In pH-Pool 5 konnten in den Fraktionen 20 bis 22 immunreaktive Banden verschiedener
Grole detektiert werden. Wéahrend Fraktion 22 nur eine immunreaktive Bande im
Molekulargewichtsbereich des Gesamt-IGFBP-2-Molekiils (~ 40 kDa) zeigte, waren in den
Fraktionen 20 und 21 auch verschiedene kleinere IGFBP-2-Fragmente zu erkennen.
Fraktion 20 zeigte dabei eine deutliche IGFBP-2-Immunreaktivitdt im Bereich von ca
15 kDa, wahrend Fraktion 21 eine immunreaktive Bande mit einer molekularen Grof3e von
ungefahr 13 kDa enthielt. Weiterhin war in beiden Fraktionen eine héhermolekulare Form mit
einer apparenten GrofRe von 27-28 kDa zu finden.

In pH-Pool 6 war eine deutliche IGFBP-2-Immunreaktivitdt in Fraktion 22 zu beobachten.
Diese enthielt zwei deutliche Banden mit apparenten Molekularmassen von 15 und 17 kDa.
Neben weiteren schwach immunreaktiven Banden in den Fraktionen 17 — 23 konnte in
Fraktion 24 ebenfalls das Gesamt-IGFBP-2-Mol ekl detektiert werden. Dabei war auffallend,
da3 das Gesamtmolekul rhiIGFBP-2 mit einer molekularen Masse von 31 kDa in einem
Mol ekulargewichtsbereich von 40 kDa detektiert wurde.

Zusammenfassend kann gesagt werden, daf3 sowohl im ELISA as auch im Western-
Immunaoblot die Fraktionen 21 und 22 aus pH-Pool 5 sowie die Fraktion 22 aus pH-Pool 6
deutliche IGFBP-2-Immunreaktivitdten zeigten. Die Ergebnisse beider Methoden stimmten

somit sehr gut Uberein.

3.2.2 Isolierung verschiedener C-terminaler Fragmente von | GFBP-2

Zur Isolierung von IGFBP-2-Fragmenten wurden die Fraktionen 20 und 21 aus pH-Pool 5
ausgewahlt, die im Screening sowohl deutliche IGF-1-Bindungskapazitét als auch |GFBP-2-
Immunreaktivitét zeigten.

Die Aufreinigung der verschiedenen IGFBP-2-Fragmente erfolgte daraufhin durch die
Kombination von (a) Western-lmmunoblot-Analyse zur Detektion der Peptide und (b)
verschiedenen chromatographischen Techniken zur Auftrennung der Peptidgemische.
Weiterhin wurden die Fraktionen der einzelnen Chromatographieschritte mittels MALDI-
TOF-MS untersucht. Durch die Kenntnis der Molekularmassen in den immunreaktiven
Fraktionen konnte dabei zum einen schon frihzeitig auf die mogliche molekulare Masse der
immunreaktiven Peptide geschlossen werden. Zum anderen konnte eine Aussage Uber die
Reinheit der Fraktion getroffen werden, wodurch Informationen fir den néchsten

Chromatographieschritt erhalten wurden. Ferner wurde durch die Detektion bekannter
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Molekularmassen eine erneute Aufreinigung bereits identifizierter 1GFBP-2-Fragmente
verhindert.

3.2.2.1 Isolierung und biochemische Charakterisierung des C-terminalen Fragments
|GFBP-2 (167-279)

Die Isolierung des C-terminaen Fragments IGFBP-2 (167-279) erfolgte Uber funf
aufeinanderfolgende chromatographische Aufreinigungsschritte (Abbildung 6-8). Dabei
wurden die Fraktionen der einzelnen Chromatographieschritte mittels Western-lmmunobl ot
sowie mittels MALDI-TOF-MS untersucht. Die detaillierten Chromatographiebedingungen
der einzelnen Aufreinigungsschritte sind in Tabelle 4, Abschnitt 2.2.3.1 aufgefihrt.

Zunéchst wurden die ausgewahlten Peptidbankfraktionen 20 und 21 von pH-Pool 5 durch eine
praparative RP-HPLC unter Verwendung einer Pharmacia Source Fineline 15RPC-Saule
weliter aufgetrennt. Im darauffolgenden Western-lmmunoblot konnte eine deutliche IGFBP-2-
Immunreaktivitdt in den Fraktionen 21 bis 23 detektiert werden.

Da es sich bel den immunreaktiven Fraktionen 21-23 um eine zu grof3e Substanzmenge fir
einen gemeinsamen nachfolgenden Chromatographieschritt handelte, wurden Fraktion 22
sowie die Fraktionen 21 und 23 getrennt chromatographiert. Dabel wurde erneut eine
praparative RP-HPLC auf einem Bakerbond C18-Material durchgefuhrt. Im anschlief3enden
Western-Immunoblot zeigte sich, da sich die IGFBP-2-Immunreaktivitdt bei der
Rechromatographie der Faktionen 21 und 23 in mehrere immunreaktive Banden
unterschiedlicher Grofe aufgetrennt hatte. Insgesamt konnten immunreaktive Peptide mit
apparenten Molekulargewichten von 5, 9, 12, 15, 17 und 27 kDa in den Fraktionen 6 bis 12
detektiert werden.

Zur lIsolierung der dominierenden [IGFBP-2-Immunreaktivitdt mit einem apparenten
Molekulargewicht von 15 kDa erfolgte eine Rechromatographie der Fraktionen 8 und 9.
Dabei wurde eine analytische Kationenaustausch-Chromatographie unter Verwendung eines
Biotek Pepkat-Materials durchgefuhrt. Die Western-Immunoblot-Anayse der entstehenden
Fraktionen zeigte immunreaktive Peptide in den Fraktionen 57 bis 76. Fir den nachfolgenden
Chromatographieschritt wurden die Fraktionen 68-72 ausgewahlt. Diese enthielten neben der
dominierenden Immunreaktivitée mit einer GroRe von 15 kDa noch eine weitere
immunreaktive Bande im Bereich von 9 kDa.
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Abbildung 6:

Praparative RP-HPLC-chritte zur  Isolierung des Fragments IGFBP-2 (167-279). Nach der
chromatographischen Auftrennung der Peptidbankfraktionen 20 und 21 aus pH-Pool 5 (A) konnten im
anschlieffenden Western-Immunoblot deutliche Immunreaktivitéten in den Fraktionen 21 bis 24 detektiert
werden (B). Die Fraktionen 21 und 23 wurden daraufhin rechromatographiert (C). Der zugehérige Western-
Immunoblot zeigt eine Auftrennung der Immunreaktivitdt in immunreaktive Banden verschiedener
molekularer GrofRen (D). Die zur weiteren Chromatographie eingesetzten Fraktionen sind in den

Chromatogrammen jeweils durch grau unterlegte Bereiche gekennzeichnet.

K = Kontrolle, 100 ng rhiIGFBP-2; ST = Molekulargewichtsstandard

Die vierte chromatographische Auftrennung erfolgte mit Hilfe eines analytischen Vyday C18
Saulenmaterials. Im nachfolgenden Western-lmmunoblot konnten immunreaktive Banden in
den Fraktionen 38 his 45 detektiert werden. Die IGFBP-2-Immunreaktivitédt mit einer
apparenten Grof3e von 9 kDa wurde dabel in den Fraktionen 38 und 39, die Immunreaktivitat
mit einer apparenten Molekularmasse von 15kDa in den Fraktionen 40 bis 45 detektiert.
Beide immunreaktiven Peptide konnten in diesem chromatographischen Schritt somit

voneinander getrennt werden. Obwohl die Fraktionen 41 bis 43 die grofdte Immunreaktivitét
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besal3en, wurde Fraktion 44 fur den nachfolgenden Chromatographieschritt ausgewahlt. Den
Grund hierfir lieferte die parallel durchgefihrte MALDI-TOF-Massenspektrometrie der
immunreaktiven Fraktionen. Diese zeigte fUr Fraktion 44 nur noch eine molekulare Masse

von 12860 Daim gewtinschten Mol ekul argewichtsbereich.
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und (C) zu sehen. Die zur weiteren Aufreinigung
eingesetzten Fraktionen 68 bis 72 sind im

Chromatogramm grau unterlegt.

o= 7% - -

7_

K = Kontrolle, 100 ng rhiGFBP-2;
ST = Molekulargewichtsstandard

Im funften Aufreinigungsschritt konnte das immunreaktive Peptid mit einer apparenten
molekularen Masse von 15 kDa unter Verwendung einer analytischen Phenomenex Aqua RP-
C5-Saule schliefdlich als Reinsubstanz erhalten werden. Deutliche IGFBP-2-Immunreaktivitét
konnte in den Fraktionen 23 bis 25 detektiert werden. Fraktion 25 mit der hochsten
Immunreaktivitdt wurde nachfolgend weiter biochemisch charakterisiert.
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Abbildung 8:

Analytische RP-HPLC-Schritte zur Aufreinigung des Fragments IGFBP-2 (167-279) mit zugehériger
Wester n-lmmunoblot-Analyse. Nach der chromatographischen Auftrennung der immunreaktiven Fraktionen
68 bis 72 aus Abbildung 7 (A) konnten bei der darauffolgenden Western-Immunoblot-Analyse (B)
immunreaktive Peptide in den Fraktionen 38 bis 45 detektiert werden. Trotz einer relativ schwachen
Immunreaktivitat wurde Fraktion 44 zur weiteren Chromatographie (C) ausgewahlt, da mittels parallel
durchgefihrter MALDI-TOF-Massenspektrometrie in dieser Fraktion nur eine Substanz im erwarteten
Mol ekulargewichtsbereich detektiert wurde. Im anschliefRenden Western-lmmunoblot (D) konnte ein deutlich
immunreaktives Peptid in Fraktion 25 erhalten werden, welches nachfolgend als IGFBP-2 (167-279)

identifiziert wurde.

K = Kontrolle, 100 ng rhiGFBP-2; ST = Molekulargewichtsstandard

Zur Reinheitsiberprifung des isolierten immunreaktiven Peptids wurde zun&chst eine
Kapillarzonen-Elektrophorese durchgefihrt (Abbildung 9 A). Dabel konnte nur eine einzelne
Komponente ohne Verunreiniungen detektiert werden. Die anschlief3ende genaue
Massenbestimmung mittels ESI-MS ergab eine molekulare Masse des Peptids von 12858,6
Da (Abbildung 9 B).
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Abbildung 9:

Biochemische Charakterisierung des isolierten immunr eaktiven Peptids. (A) Die
Kapillarzonenelektrophorese zur  Reinheitsiiberpriifung des isolierten Fragments zeigte keine
Verunreinigungen. (B) Mit Hilfe von ES-MS konnte die molekulare Masse des immunreaktiven Peptids von

12858,6 Da bestimmt werden.

Mit Hilfe der N-terminalen Sequenzierung konnte das immunreaktive Peptid eindeutig als C-
terminales IGFBP-2-Fragment identifiziert werden. Durch Edman-Abbau wurde dabei die
Einzelsequenz GKGGKHHLGLEEPKK erhalten (Abbildung 10). Diese stimmte exakt mit
dem Sequenzabschnitt Gly167 bis Lysl81 des humanen IGFBP-2 (berein. Unter
Berlicksichtigung der bestimmten Molekularmasse von 12858,6 Da konnte das isolierte
Fragment eindeutig dem Bereich Gly167-Glu279 des humanen IGFBP-2-Molekiils mit einer
theoretischen Molekularmasse von 12857,74 Da zugeordnet werden.

167- GKGEKHHLGLEEPKK

KEL AVFREKVTEQHRQVIGKGGKHHL GL EEPKKL RPP

150 160 170 180

Abbildung 10:

Vergleich von einem Sequenzabschnitt des humanen IGFBP-2 mit der N-terminalen Sequenz des
immunreaktiven Peptids. Die ermittelte Sequenz zeigte eine 100%ige Ubereinstimmung mit dem Bereich

Gly167 bis Lys181 von humanem | GFBP-2.
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Um genigend Materia fur weiterfihrende Untersuchungen zu erhalten, wurden anschlief3end
grofRere Mengen des Fragments anhand seiner Molekularmasse isoliert. Zur Detektion wurde
dabei die MALDI-TOF-Massenspektrometrie verwendet.

3.2.2.2 Isolierung eines | GFBP-2-Fragments mit einer molekularen Masse von 12875 Da

Waéhrend der Isolierung des C-terminden Fragments IGFBP-2 (167-279) mit einer
molekularen Masse von 12858 Da konnte weiterhin mit Hilfe der MALDI-TOF-
Massenspektrometrie in enigen Fraktionen eine IGFBP-2-Immunreaktivitét mit einer
geringfugig differierenden Masse detektiert werden. Da die Abweichung dieser Masse nicht
im Rahmen der Mefdungenauigkeit der Methode lag, wurde das zugehdrige Peptid weiter
gereinigt und identifiziert. Dazu wurde eine Fraktion mittels MALDI-TOF-MS ausgewahilt,
die ein deutliches Signal der gewlinschten Masse enthielt. Diese Fraktion wurde anschlief3end

mit Hilfe einer analytischen RP-Chromatographie aufgetrennt (Abbildung 11).

g i 5o Abbildung 11:
=+ % B Analytischer RP-HPLC-Schritt, bei dem ein
% | 40 IGFBP-2-Fragment mit einer molekularen
= / Masse von 12875 Da als Reinsubstanz erhalten
% wurde. Die Fraktionen mit der gesuchten Masse
é . - 30 sind durch Balken markiert. Die grau unterlegte

___]/H Fraktion wurde zur weiterfihrenden Analytik

225 30 375 verwendet.
Zeit [min]

Daraufhin wurden die generierten Fraktionen erneut mittels MALDI-TOF-MS untersucht. Die
gesuchte Masse konnte im vorderen Bereich des Chromatogramms in nahezu sauberer Form
detektiert werden, so dal3 anschlief3end eine biochemische Charakterisierung des zugehoérigen
Peptids mittels Kapillarzonenelektrophorese, ESI-MS und N-terminaler Sequenzierung
durchgefiihrt wurde. Insgesamt waren zur Aufreinigung dieses Fragments funf
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chromatographische Trennschritte notwendig, die Ubersichtlich in Tabelle 5, Abschnitt 2.2.3.2
dargestellt sind.
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Abbildung 12:

Biochemische Charakterisierung des isolierten |IGFBP-2-Fragments. (A) Die Kapillarzonenel ektrophorese
zeigte leichte Verunreinigungen, wobei die Hauptkomponente eine Reinheit von 90 % besali. (B) Bei der

genauen Massenbestimmung mittels ESI-MSwurde eine Mol ekularmasse von 12875 Da erhalten.

Bel der Kapillarzonenelektrophorese wurden nur leichte Verunreinigungen detektiert
(Abbildung 12 A), wobel eine Reinheit des Peptids von 90 % bestimmt wurde. Die
Massenbestimmung mittels ESI-MS resultierte in einer molekularen Masse von 12875 Da

(Abbildung 12 B).

167- GKGEKHHLGLEEPK

KEL AVFREKVTEQHRQMEKGGKHHL GLEEPKKL RPP

150 160 170 180

Abbildung 13:

Sequenzvergleich der durch Edman-Abbau erhaltenen Aminosiure-Sequenz mit der Sequenz von humanem
IGFBP-2. Der sequenzierte Bereich zeigt eine exakte Ubereinstimmung mit dem Sequenzabschnitt |GFBP-2
(167-180).



Ergebnisse 50

Be der anschliefenden  N-terminalen  Sequenzierung wurde die  Sequenz
GKGGKHHLGLEEPK in Form elner Einzelsequenz erhalten (Abbildung 13). Diese Sequenz
stimmte exakt mit dem Sequenzabschnitt IGFBP-2 (167-180) Uberein.

Es konnte somit ein weiteres C-terminales IGFBP-2-Fragment aufgereingt werden, welches
N-terminal mit der Aminosdure Gly167 begann. Allerdings konnte das isolierte IGFBP-2-
Fragment aufgrund seiner molekularen Masse von 12875 Da keinem Bereich der humanen
| GFBP-2-Sequenz eindeutig zugeordnet werden.

Da nicht gentigend Material fur eine C-terminale Sequenzierung mittels Carboxypeptidase Y
oder fur weiterfuhrende Untersuchungen zur Verfigung stand, konnte die exakte molekulare
Form des Fragments — insbesondere sein C-terminales Ende sowie mogliche Modifikationen -

nicht aufgeklart werden.

3.2.2.3 Isolierung und biochemische Charakterisierung des Fragments |GFBP-2 (104-
289)

Schon wahrend des initialen Screening konnte eine IGFBP-2-Immunreaktivitdt mit einer
apparenten molekularen Masse von 27 kDa in pH-Pool 5 detektiert werden (vgl. Abschnitt
3.21). Dieses immunreaktive Peptid wurde aufgrund seines deutlich hoheren
Molekulargewichtsim Vergleich zu den anderen detektierbaren Fragmenten ebenfalls fir eine
weiterfihrende Analytik aufgereinigt. Zur Reindarstellung des Peptidfragments waren sechs
aufeinanderfolgende chromatographische Schritte der Peptidbank-Fraktionen notwendig
(Abbildung 14 und 15). Eine Ubersicht Uber die detaillierten chromatographischen
Bedingungen der einzelnen Aufreinigungsschritte liegt mit Tabelle 6, Abschnitt 2.2.3.3 vor.
Die Detektion des Peptids erfolgte dabei mittels Western-Immunoblot-Analyse. Parallel
wurden die Molekularmassen in den immunreaktiven Fraktionen mittels MALDI-TOF-MS
bestimmit.

Zur Isolierung des Peptids mit einer apparenten Molekularmasse von 27 kDa wurden zunéchst
die beiden Fraktionen 20 und 21 aus pH-Pool 5 auf einer préparativen Pharmacia Source
Fineline 15RPC-Sdule RP-chromatographisch aufgetrennt. Anschlieffend wurden die
entstehenden Fraktionen beziglich ihrer IGFBP-2-Immunreaktividt im Western-lmmunobl ot
untersucht. In den Fraktionen 21 bis 24 waren deutliche immunreaktive Banden zu erkennen.
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Abbildung 14:

Darstellung der ersten drei Aufreinigungsschritte bei der Isolierung des Fragments IGFBP-2 (104-289). Bei
der préaparativen RP-Chromatographie der Peptidbankfraktionen 20 und 21 von pH-Pool 5 (A) wurden
Fraktionen generiert, die anschlief3end im Western-Immunoblot (B) getestet wurden. Die immunreaktiven
Fraktionen 21 und 23 wurden daraufhin erneut chromatographiert (C). Der zugehdrige Wester n-lmmunobl ot
(D) zeigte mehrere immunreaktive Banden mit unterschiedlichen apparenten Molekulargewichten. Die
Fraktionen 10 bis 12, die ein immunreaktives Peptid mit einer apparenten molekularen Masse von 27 kDa
enthielten, wurden einem weiteren Aufreinigungsschritt mittels Kationenaustausch-Chromatographie
unterzogen (E). Im anschliefRenden Western-lmmunaoblot konnte das immunreaktive Peptid in den Fraktionen
58 bis 60 erneut detektiert werden. Die jeweils im nachsten Chromatographieschritt zur Rechromatographie

eingesetzten Fraktionen sind in den Chromatogrammen grau unterlegt.

K = Kontrolle, 100 ng rhiIGFBP-2; ST = Molekulargewichtsstandard
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Abbildung 15:

Darstellung der letzten drei Chromatographieschritte, die zur 1solierung des Fragments |GFBP-2 (104-289)

fuhrten. Die immunreaktiven Fraktionen 58-60 aus Abbildung 14 E und F wurden zundchst

rechromatographiert (A), woraufhin die generierten Fraktionen mittels Western-Immunoblot untersucht

wurden (B). Dabei konnte in Fraktion 44 eine deutliche Immunreaktivitat detektiert werden. Diese wurde

erneut chromatographiert (C). Der zugehdrige Wester n-lmmunoblot (D) zeigte deutliche Immunreaktiviaten

in den Fraktionen 29 bis 32. Die erneute chromatographische Auftrennung der Fraktionen 31 und 32 (E)
fuhrte schliefdlich zur Reindarstellung des Fragments IGFBP-2 (104-289). Der zugehdrige Western-
Immunoblot ist unter (F) gezeigt. Die zur nachfolgenden Chromatographie oder zur Analytik eingesetzten

Fraktionen sind in den entsprechenden Chromatogrammen jeweils grau gekennzeichnet.

K = Kontrolle, 100 ng rhiIGFBP-2; ST = Molekulargewichtsstandard
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Die Fraktionen 21 und 23 wurden anschliefend fir eine zweite préparative RP-
Chromatographie auf eine Bakerbond Kartusche mit C18-Saulenmaterial aufgetragen. Bei der
darauffolgenden Western-Immunoblot-Analyse der generierten Fraktionen konnten mehrere
immunreaktive Peptide unterschiedlicher apparenter Molekulargewichte detektiert werden.
Fraktionen 10 bis 12 enthielten dabei das gesuchte Peptid mit einer Grof3e von ungefahr 27
kDa und wurden deshalb fiir einen weiteren Chromatographieschritt ausgewahit.

Dieser erfolgte auf einer Kationenaustauscher-Saule mit einem Biotek-Pepkat-Saulenmaterial.
Das immunreaktive Peptid konnte anschlief3end in den Fraktionen 58 bis 60 mittels Western-
Immunoblot-Analyse erneut detektiert werden.

In der vierten Aufreinigungsstufe wurden die immunreaktiven Fraktionen des vorherigen
Aufreinigungsschrittes Uber RP-Chromatographie mit einem analytischen Vyday C18-
Saulenmaterial erneut aufgetrennt. Im anschlief3enden Western-Immunaoblot konnte in
Fraktion 44 eine deutliche immunreaktive Bande der gesuchten Grof3e detektiert werden.
Diese wurde daraufhin auf einer analytischen Phenomenex Jupiter RP-C5-Saule erneut RP-
chromatographisch aufgetrennt, wobei die erhaltenen Fraktionen ebenfalls bezlglich ihrer
|GFBP-2-Immunreaktivitét untersucht wurden. Deutlich immunreaktive Banden konnte dabei
in den Fraktionen 29 bis 32 erhalten werden.

Im letzten Chromatographieschritt wurde mit einer Phenomenex Jupiter RP-C4-Saule erneut
ein analytischer RP-HPLC-Lauf durchgefiihrt. Dabei wurden die Fraktionen 31 und 32 der
vorangegangenen Chromatographhie auf die Séule aufgetragen. Der Western-Immunoblot der
generierten Fraktionen zeigte eine deutliche Immunreaktivitét in den Fraktionen 31 und 32.
Fraktion 32 wurde dabe fir ene wetefihrende Anaytik mittels ESI-MS,
Kapillarzonenelektrophorese und N-terminaler Sequenzierung zur Identifizierung des

immunreaktiven Peptids eingesetzt.

Zunéchst wurde die genaue Masse des immunreaktiven Peptids mit Hilfe von ESI-MS
bestimmt (Abbildung 16). Dabei konnten zwei unterschiedliche Massen von 20688,3 + 2,4
Daund von 20428,0 + 5,6 Da detektiert werden (Abbildung 16 A und B).
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Abbildung 16:

ES -Massenspektrum der immunreaktiven Fraktion. In (A) und (B) sind jeweils die Sgnale markiert, die sich
einer der beiden unterschiedlichen Molekularmassen zuordnen lassen. Die markierten Sgnale in (A) gehdren
2u einem Peptid mit einer molekularen Masse von 20688,3 Da, wahrend die markierten Sgnale in (B) einem

Peptid mit einer Mol ekularmasse von 20428,0 Da entsprechen.

Die Reinheitsiberprifung mittels Kapillarzonenelektrophorese zeigte ebenfalls zwei
verschiedene Hauptkomponenten, die allerdings ein sehr dhnliches Migrationsverhalten
aufwiesen (Abbildung 17). Diese Beobachtung lief3 darauf schlief3en, dal3 es sich bei den zwel
unterschiedlichen Massen um zwei sehr dhnliche Formen oder Fragmente des gleichen
Peptids handelte. Zusammen betrachtet, zeigten beide Hauptpeaks eine Reinheit von >80%.

.
g - Abbildung 17:
=
S Die Kapillarzonenelektorophorese der immun-
§ reaktiven Fraktion zeigte einen zweigeteilten
§~ Hauptpeak. Weiterhin sind kleinere
)
8 _ Verunreinigungen detektierbar.
<

T T

10 15

Zeit [min]

Bel der anschliefenden N-terminalen Sequenzierung wurde die Einzelsequenz
GASPEQVADNGDDHSEGGLV erhalten. Diese stimmt exakt mit dem Sequenzabschnitt
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Gly104-Va 123 des humanen IGFBP-2 Uberein (Abbildung 18). Nebensequenzen konnten
nicht detektiert werden.

104- GASPEQVADNGDDHSEGGE.V

Abbildung 18:

Die N-terminale Sequenzierung mittels Edman-Abbau resultierte in einer Einfachsequenz, die eine 100%ige
Ubereinstimmung mit dem Sequenzabschnitt Gly104 — Val 123 des humanen | GFBP-2 zeigte.

Die Beobachtung, dal3 bel der N-terminalen Sequenzierung nur eine Einfachsequenz erhalten
wurde, liefd den Schlul? zu, dafld es sich bel der isolierten Immunreaktiviét um zwel |GFBP-2-
Fragmente handelte, die beide N-terminal mit der Aminosaure Gly104 begannen. Unter dieser
Annahme konnten beide ermittelten Molekularmassen |GFBP-2-Fragmenten zugeordnet
werden. Dabel entsprach die Masse von 20688,3 + 2,4 Da dem Fragment IGFBP-2 (104-289),
welches eine theoretische Masse von 20684,5 Da besitzt. Die Masse von 20428,0 + 4,6 Da
konnte dem C-terminal um zwel Aminosauren verkirztem Fragment IGFBP-2 (104-287) mit

einer theoretischen Masse von 20425,2 Da zugeordnet werden.

3.2.2.4 ldentifiziierung weiterer C-terminaler | GFBP-2-Fragmente

Neben den verschiedenen IGFBP-2-Fragmenten im Bereich von 12 bis 15 kDa konnten
wahrend der Aufreinigung auch einige kleinere immunreaktive Fragmente detektiert werden.
Allerdings war es nicht mdglich, diese durch verschiedene chromatographische Techniken
voneinander zu trennen. Da der Western-lmmunoblot aber immunreaktive Banden
unterschiedlicher Grof3e zeigte (Abbildung 20 B), schien eine gelelektrophoretische

Auftrennung zur Identifizierung der Fragmente erfol gversprechend.
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Abbildung 19 zeigt das MALDI-TOF-Massenspektrum einer Fraktion mit drel
unterschiedlichen  IGFBP-2-Immunreaktivitdten im  Western-Immunoblot, die sich
chromatographisch nicht voneinander trennen lief3en. Der zugehérige Western-Immunoblot ist
in Abbildung 20, Spur F (Abschnitt 3.2.2.5) dargestellt. Im Massenspektrum waren ebenfalls
nur noch drei verschiedene Molekulargewichts-Bereiche detektierbar, da die beiden Signale
mit einer Molekularmasse um 7 kDa den zweifach geladenen Signalen der Peptide mit einer
Molekularmasse um 14 kDa entsprachen. Die Massen von 4242 Da, 9533 Da und 9798 Da

sowie 13774 Da und 14036 Da konnten somit den immunreaktiven Banden zugeordnet

werden.

5 o Abbildung 19:

g 7 % o ® MALDI-TOF-Massenspektrum einer Fraktion mit

ﬁ g drei verschiedenen | GFBP-2-Immunreaktivitaten,

% 2 die sich chromatographisch nicht voneinander

& trennen lieRen. Der zugehdrige Western-
Immunoblot ist in Abbildung 20, Spur F
(Abschnitt 3.2.2.5) zu sehen.
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Zur |dentifizierung der immunreaktiven Peptide wurde daraufhin eine direkte N-terminale
Sequenzierung der gelelektrophoretisch aufgetrennten Fragmente durchgefiihrt. Dazu wurden
diese zunéchst mittels SDS-PA GE aufgetrennt und anschlief3end auf eine Membran geblottet.
Nach einer darauffolgenden Coomassie-Farbung zur Detektion der Peptide wurden die

entsprechenden Bereiche des Blots ausgeschnitten und direkt zur Sequenzierung eingesetzt.

Mit Hilfe der N-terminalen Sequenzierung konnten alle im MALDI-TOF-Massenspektrum
detektierten Peptide IGFBP-2-Fragmenten zugeordnet werden. Tabelle 12 zeigt eine
Ubersicht tiber die erhaltenen Sequenzen sowie ihre Zuordnung zu den Molekularmassen und
den zugehorigen Sequenzbereichen des |IGFBP-2-Molekllls.
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Molekularmasse theoretische . , zugehoriger
nach MALDI-MS | Molekularmasse | N-términae Sequenzierung Sequenzbereich
[Da] [Da
42442 42449 GKGGKHHLGLEEPKKLXPPPA | IGFBP-2 (167-204)
9532,9 9538,9 MRLPDERGPLEHLY SL IGFBP-2 (205-287)
9797,6 9798,2 MRLPDERGPLEHLY SL IGFBP-2 (205-289)
13773,9 13763,8 GKGGKHHLGLEEPKKLXPPPA | IGFBP-2 (167-287)
14035,8 14023,1 GKGGKHHLGLEEPKKLXPPPA | IGFBP-2 (167-289)
Tabelle 12  Ubersicht (iber die IGFBP-2-Fragmente, die durch direkte Sequenzierung aus dem Blot nach

gelelektrophoretischer Auftrennung identifiziert werden konnten.

3.2.25 Ubersicht tiber dieisolierten C-terminalen | GFBP-2-Fragmente

Neben den

bereits

genau

beschriebenen

Fragmenten

IGFBP-2

(167-279),

IGFBP-2 (12875 Da) sowie IGFBP-2 (104-279) und den kleineren IGFBP-2-Spaltstiicken
(Abschnitt 3.2.2.4) konnten noch weitere immunreaktive |GFBP-2-Fragmente aus humanem
Hamofiltrat identifiziert werden. Tabelle 13 zeigt eine Ubersicht Uber alle IGFBP-2-

Fragmente, die aus der Hamofiltrat-Peptidbank isoliert werden konnten.

Fur die in den vorangegangen Abschnitten 3.2.2.1, 3.2.2.2, 3.2.2.3 und 3.2.2.4 naher

beschrieben IGFBP-2-Fragmente sowie fur IGFBP-2-Fragmente, die in weiterfUhrenden

Analysen zur Bestimmung der |GF-Bindungsaffinitdten eingesetzt wurden, ist dartberhinaus

in Abbildung 20 eine Ubersicht in Form eines Western-immunoblots dargestellt. Die

zugehorige Beschreibung der eingesetzten Proben ist in Form von Tabelle 14 beigefiigt. Die

Fragmente wurden dabel anhand der hauptséchlich im Hamofiltrat vorkommenden
Spaltstellen innerhab der IGFBP-2-M ol ekiils ausgewahlt.
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Fragment

N-terminale
Sequenzierung

Bestimmte
Molekularmasse [Da]

Theoretische
Molekularmasse [Da]

Fragmente, die die mittlere und die C-ter minale Domane umfassen

|GFBP-2 (104-289) SQGSEESVADNGDDH 20688 20684,5
|GFBP-2 (104-287) SEAGSEIESVADNGDDH 20428 20425,2
Fragmente, die die C-terminale Domane umfassen
IGFBP-2 (153-289) é\ézziXHVTEQH RQM 15792 15764,1
IGFBP-2 (157-289) |EKVTEQHRQMGKGG 15296 15290,5
IGFBP-2 (157-287) | EKVTEQHRQMGKGG 15035 15031,2
|GFBP-2 (159-289) \H/TEQHRQM GKGGK 15035 15033,2
|IGFBP-2 (159-287) \ATEQHRQM GKGGK 14777 14773,9
IGFBP-2 (166-289) I\Kfl EEGXKHH LGLEEP 14158 14154,3
|GFBP-2 (166-287) I\K/l EEGXKHH LGLEEP 13899 13895,0
|GFBP-2 (167-289) CKBEéGKHHLGLEEPK 14028 14023,1
IGFBP-2 (167-288) SEéGKHHLGL EEPK 13899 13885,0
IGFBP-2 (167-287) SEéGKHHLGL EEPK 13770 13763,8
| GFBP-2 (167-279) (KBKGGKHHLGL EEPK 12859 12857,7
IGFBP-2 (12875 Da) | GKGGKHHLGLEEPK 12875 ?
|GFBP-2 (169-287) gggHHLGLEEF’KKL 13582 13584,5

Fragmente, die durch Spaltung innerhalb der C-terminalen Domane entstehen

IGFBP-2 (167-204) | GKGGKHHLGLEEPK 4244 4244.9
KLXPPPA

|GFBP-2 (205-289) [/I RLPDERGPLEHLYS 9798 9798,2

IGFBP-2 (205-287) | MRLPDERGPLEHLYS 9533 9538,9

L

Tabelle 13

Ubersicht tiber alle in der Hamofiltrat-Peptidbank identifizierten |GFBP-2-Fragmente. Gezeigt

sind sowohl die bei der N-terminalen Sequenzierung erhaltenen Aminosiuresequenzen als auch die gemessenen

und theoretischen Molekularmassen der einzelnen Fragmente. Die Massenbestimmung erfolgte entweder mittels
MALDI- oder mittels ESI-MS. Bei der Sequenzierung nicht detektierbare Aminosduren sind durch X
gekennzeichnet. Das im Hamofiltrat in der héchsten Konzentration vorliegende Fragment IGFBP-2 (167-279)

ist fett gedruckt.
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Ubersicht iiber die identifizierten 1GFBP-2-Immunreaktivitaten in der Hamofiltrat-Peptidbank, die die

hauptsachlichen Spaltstellen des IGFBP-2-Molekils in Hamofiltrat reprasentierten. Eine Beschreibung der
eingesetzten Proben ist in Tabelle 14 zu finden.

K = Kontrolle, 100 ng rhiIGFBP-2; ST = Molekulargewichtsstandard; A : Mischfraktion IGFBP-2 (104-289);
B: Mischfraktion IGFBP-2 (157-289); C:. Mischfraktion IGFBP-2 (167-289); D: IGFBP-2 (12875 Da);
E: IGFBP-2 (167-279); F: Mischfraktion der kleinen |GFBP-2-Fragmente aus Abschnitt 3.2.2.4.

Zugehoriger Theoretische

Sequenzabschnitt Molekular masse [Da]

A IGFBP-2 (104-289) 20684,5
IGFBP-2 (104-287) 20425,2

B IGFBP-2 (157-289) 15290,5
IGFBP-2 (159-289) 15033,2
IGFBP-2 (159-287) 147739

C IGFBP-2 (167-289) 14023,1
IGFBP-2 (167-287) 13763,8
IGFBP-2 (167-288) 13895,0

D IGFBP-2 (12875 Da) 12875 (ESI)

E IGFBP-2 (167-279) 12857,7

F IGFBP-2 (167-204) 42449
IGFBP-2 (205-287) 9538,9
IGFBP-2 (205-289) 9798,2
IGFBP-2 (167-287) 13763,8
IGFBP-2 (167-289) 14023,1

Tabelle 14  Beschreibung der im
Western-Immunoblot  (Abbildung
20) eingesetzten Proben A bis F.
Die Fragmente entsprechen dabei
den hauptsachlich im Hamofiltrat
vorliegenden  Fragmenten  von
|GFBP-2.
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3.2.3 Aufklarung der Disulfidverbrickung des isolierten C-terminalen Fragments
|GFBP-2 (167-279)

Um die Disulfidverbrickung des isolierten C-terminalen Fragments IGFBP-2 (167-279)
aufzuklaren, wurde das Fragment zunéachst enzymatisch verdaut. Anschlief3end wurden die
proteolytischen Spaltsprodukte durch massenspektrometrischen Methoden und N-terminale
Sequenzierung analysiert (vgl. Abschnitt 2.6). In Vorversuchen wurden zunéchst geringe
Mengen des Fragments mit Chymotrypsin und der Endopeptidase Arg-C proteolytisch
gespalten. Da der Verdau mit der Endopeptidase Arg-C hierbei keine vielversprechenden
Ergebnisse zeigte, erfolgte die Spaltung einer groferen Peptidmenge fur eine weiterfiihrende

Analytik nur mit Chymotrypsin.

|
167 - |GKGGKHHL GL EEPKKL RPPPARTPCQQEL DQVL} 199

Mw 5151
Mw 5153,0 (theor.)

219-[SLHI PNCDKHG Y} 231
I

232-[NLKQCKM 238

239-|SLNGQRGECWCVNPNTGKLI QGAPTI RGDPECHLFY} 274
1V

Mw 4670
Mw 4672,4 (theor.)

\% Vi

249-|CVNPNTGKLI QGAPTI RGDPECHLFY|- 274 Mw 2842 8
| | Mw 28424 (theor.)

Abbildung 21:

Identifizierte Cystein-haltige Fragmente nach dem chymotryptischen Verdau des Fragments |GFBP-2 (167-
279), die zur Aufklarung der Disulfidverbriickung fihrten. Die dargestellten Fragmente konnten Uber ihre
Molekularmassen mittels MALDI-TOF- und ESI-MS nachgewiesen und anschlief3end durch Sequenzierung

verifiziert werden.
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Zur chymotryptischen Spaltung wurden 300 pg des Fragments eingesetzt. Die resultierenden
Spaltprodukte wurden anschlief3end Uber RP-HPLC aufgetrennt und massenspektrometrisch
mittels MALDI-TOF-MS untersucht. Fragmente, die aufgrund ihrer Massen theoretisch
berechneten Fragmenten mit Cysteinresten zuzuordnen waren, wurden daraufhin
weitergehend anaysiert. Dazu zdhlten gegebenfals eine weitere chromatographische
Aufreinigung mittels RP-HPLC und die Bestimmung der Molekularmasse mittels ESI-MS
sowie eine Verifizierung der postulierten Fragmente durch N-terminale Sequenzierung.
Abbildung 21 zeigt die identifizierten Spaltprodukte, die zur Aufkldrung des
Verbrickungsmusters fuhrten.

Die Molekularmasse von 5151 Da konnte den Spaltprodukten Gly167-Leul99 und Ser219-
Try231 zugeordnet werden, die durch eine Disulfidbriicke zwischen Cys191 und Cys225
verbunden sind. Die gemessene Molekularmasse von 5151 Da stimmte dabei mit der
theoretischen Masse der verbriickten Fragmente von 5153,0 Da Uberein.

Eine Ubereinstimmung zeigte sich auch beim Vergleich der detektierten Molekularmasse von
4670 Da mit der theoretischen Masse von 4672,4 Da, die den beiden ebenfalls verbriickten
Fragmenten Asn232-Met238 sowie Ser239-Try274 zugeordnet werden konnte. Diese
Fragmente sind somit tiber eine Disulfidbriicke zwischen Cys236 und Cys247 verknupft.
Durch Chymotrypsin erfolgte keine Spaltung in dem Sequenzabschnitt zwischen den
Cysteinresten Cys249 und Cys270. Um eine Aussage Uber das Auftreten einer Disulfidbriicke
innerhalb des identifizierten Fragments Cys236-Trp274 treffen zu kénnen, wurde deshalb eine
genauere Massenbestimmung mittels ESI-MS  durchgefiinrt. Diese resultierte in einer
molekularen Masse von 2842,8 Da. Die erhaltene Masse stimmt nahezu exakt mit der
theoretischen Masse des Fragments von 28424 Da unter Berlcksichtigung einer
intrafragmentarischen Disulfidbricke Uberein. Die reduzierte Form des Fragments ohne
Disulfidbriicke mifte hingegen einen Massenunterschied von 2 Da aufweisen. Daraus kann
geschlossen werden, dal? eine Disulfidbriicke zwischen Cys249 und Cys270 besteht.

Das Disulfidbriickenmuster innerhalb der C-terminalen Doméne von IGFBP-2 konnte somit
vollstandig aufgeklart werden. Dabel wurden Verbrickungen zwischen Cysl191 und Cys225,
Cys236 und Cys247 sowie zwischen Cys249 und Cys270 nachgewiesen, woraus sich ein
Verbriickungsmuster von 1-2, 3-4 und 5-6 ergibt. Eine Ubersicht tber die identifizierten
Spaltprodukte sowie die daraus resultierende Disulfidverbrickung des C-terminalen
Fragments IGFBP-2 (167-279) ist in Abbildung 22 gezeigt.
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Abbildung 22:

Disulfidbrickenmuster des Fragments IGFBP-2 (167-279). Die nach dem chymotryptischen Verdau des
Peptids identifizierten Fragmente sind als blaue, schwarze bzw. rote Kastchen dargestellt. Anhand dieser

Fragmente lief3 sich eine Verbriickung nach dem Muster 1-2, 3-4 und 5-6 ermitteln.

3.24 Untersuchung der Bindungscharakteristika der isolierten | GFBP-2-Fragmente

Einige der identifizierten IGFBP-2-Fragmente wurden anschlief3end hinsichtlich ihrer 1GF-
Bindungsfahigkeit untersucht. Diese IGFBP-2-Fragmente sind in Tabelle 15 mit ihren

theoretischen Massen und den zugehdrigen Sequenzabschnitten zusammengestel|t.

Zum einen wurden die bis zur Reinsubstanz aufgereinigten Fragmente IGFBP-2 (12875 Da)
und IGFBP-2 (167-279) sowie die ndher beschriebene Mischfraktion IGFBP-2 (104-289)
eingesetzt. Von diesen wurde vor der Durchfihrung der Bindungsstudien eine genaue
Mengenbestimmung der Peptide mittels ASA durchgefihrt. Darliberhinaus wurden auch
weitere Fragmentgemische untersucht. In diesen Mischfraktionen lief3en sich die einzelnen
Komponenten ebenfalls aufgrund nur geringfigiger Unterschiede von 1-2 Aminosduren mit
den hier verwendeten chromatographischen Techniken nicht voneinander trennen. Allerdings
konnte der prozentuale Anteil der einzelnen Komponenten mit Hilfe analytischer Methoden
wie N-terminaler Sequenzierung und Kapillarzonenelektrophore bestimmt werden. Der
prozentuale Anteil jedes Fragments ist in Tabelle 15 angegeben. Ausgewéhlt wurden die
Fragmentgemische aufgrund der hauptsachlich im Hamofiltrat detektierten Spaltstellen im
IGFBP-2-Molekil zwischen Met166 und Gly167 bzw. Lys168 und Gly169 sowie zwischen
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Argl156 und Glul57 bzw. Lys158 und Val159. Die eingesetzten Fragmentgemische umfassten
die Bereiche von diesen Spaltstellen bis zum C-terminalen Ende des IGFBP-2-Molekils.

Probe Theoretische Prozentualer Zugehoriger

Molekularmasse [Da] Antell Sequenzabschnitt

A 20685,5 68 % IGFBP-2 (104-289)

20425,2 32 % IGFBP-2 (104-287)

B 15290,5 34 % IGFBP-2 (157-289)

15033,2 48 % IGFBP-2 (159-289)

147739 16 % IGFBP-2 (159-287)

C 14023,1 18 % IGFBP-2 (167-289)

13763,8 55 % IGFBP-2 (167-287)

13 895,0 18 % IGFBP-2 (167-288)

D 12875,0+ 1,3 100 % IGFBP-2 (167-7??)
(ESI-MYS)

E 12857,7 100 % IGFBP-2 (167-279)

Tabelle 15  Zusammenstellung der |GFBP-2-Fragmente, die hinsichtlich ihrer IGF-1- und IGF-I1-Bindung
untersucht wurden. Es sind jeweils die unterschiedlichen Komponenten der einzelnen Proben A bis E mit ihren

theoretischen Molekularmassen und zugehdrigen Sequenzabschnitten angegeben.

3.24.1 Liganden-Blot-Analyse der isolierten | GFBP-2-Fragmente

Mit Hilfe von Liganden-Blots wurde die IGF-Bindungsfahigkeit der verschiedenen isolierten
IGFBP-2-Fragmente  untersucht. Dabei wurden die |IGFBP-2-Fragmente zuné&chst
gelelektrophoretisch aufgetrennt und anschlief?end auf eine Membran transferiert. Durch
Inkubation der Membran mit IGF-1 oder —II und anschlieffender Detektion der gebundenen
IGFs konnte so eine Aussage Uber die IGF-Bindungsféhigkeit der einzelnen Fragmente

getroffen werden.

Im Liganden-Blot wurden sowohl die Reinpeptide IGFBP-2 (167-279) und IGFBP-2
(12875 Da) as auch die Mischfraktionen IGFBP-2 (104-289), IGFBP-2 (157-289) und
IGFBP-2 (167-289) bezuglich ihrer Bindung von IGF-I und -1 untersucht (Tabelle 15).

Dabei wurden von jedem Peptid jeweils ca. 5 x 10™ mol pro Spur im Gel aufgetragen. Bei
den Mischfraktionen IGFBP-2 (157-289) und IGFBP-2 (167-289) wurde die entsprechende
Menge beziglich der Hauptkomponente berechnet. Bei der Mischfraktion IGFBP-2 (104-289)
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wurden beide Fragmente gemeinsam betrachtet. Als Kontrolle dienten 50 ng rhiIGFBP-2. Die
resultierende IGF-1- und -11-Bindung ist in Abbildung 23 dargestellt.

kDa | 1 | I

20
14 4

A ;
Abbildung 23:

Liganden-Blot zur Bestimmung der IGF-Bindungsfahigkeit der isolierten IGFBP-2-Fragmente. (A) IGF-I-
Bindung der einzelnen Fragmente. Nur das Fragment mit einer molekularen Masse von 12875 Da zeigte eine
signifikante |GF-I-Bindung (Spur E). (B) Bindung von IGF-11. Das Fragment |GFBP-2 (167-279) sowie die
Mischfraktionen IGFBP-2 (104-289) und IGFBP-2 (157-289) zeigten eine schwache |GF-I1-Bindung (Spur
A, B und D). Bei dem Fragment mit einer molekularen Masse von 12875 Da war ebenfalls eine sehr
schwache IGF-11-Bindung detektierbar (Spur E), wohingegen die Mischfraktion IGFBP-2 (167-289) keine
Bindung von IGF-I11 zeigte (Spur C).

K = Kontrolle, rhiIGFBP-2; A = Mischfraktion IGFBP-2 (104-289), B = Mischfraktion IGFBP-2 (157-289),
C = Mischraktion IGFBP-2 (167-289), D = IGFBP-2 (167-279), E = IGFBP-2 (12875 Da).

In den Liganden-Blots zeigte das Kontrollpeptid rhiGFBP-2 sowohl in Bezug auf IGF-1 als
auch in Bezug auf IGF-11 eine deutliche Bindung.

Auch konnte bei fast allen eingesetzten Fragmeten eine schwache IGF-I1-Bindung detektiert
werden. Es zeigten sowohl die Reinsubstanzen IGFBP-2 (167-279) und IGFBP-2 (12875 Da)
as auch die Mischfraktionen IGFBP-2 (104-289) und IGFBP-2 (157-289) eine detektierbare
IGF-11-Bindung. Dabel besal? das Fragment mit einer molekularen Masse von 12875 Da die
geringste IGF-11-Bindungsféhigkeit. Erstaunlicherweise traten bei der Mischfraktion IGFBP-2
(104-289) (Abbildung 23 B, Spur A) Banden unterschiedlicher Groéf3e auf. Ebenso unerwartet
zeigte die Mischfraktion IGFBP-2 (167-289) in der eingesetzten Menge keine detektierbare
|GF-11-Bindung.
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Beziglich der IGF-1-Bindung zeigte sich ein interessantes Bild. Wahrend das |GFBP-2-
Fragment mit einer molekularen Masse von 12875 Da eine deutliche Bindung von IGF-I
aufwies (Abbildung 23, Spur E), konnte bei keinem der anderen Fragmente in der

eingesetzten Menge ene signifikante |GF-1-Bindung beobachtet werden.

3.2.4.2 Bestimmung der Bindungsaffinitat der isolierten | GFBP-2-Fragmente fur | GF-I

Da das IGFBP-2-Fragment mit einer molekularen Masse von 12875 Da eine deutliche IGF-I-
Bindung im Liganden-Blot zeigte, sollte die IGF-I-Bindungsaffinitdt des Fragments
anschlief?end mit Hilfe von Sattigungsexperimenten bestimmt werden. Dazu wurden
ansteigende Mengen des Peptids mit radioaktiv markiertem '?I-IGF-1 inkubiert. Zur
Detektion der unspezifischen Bindung wurden parallel Ansitze mit einem Uberschul3 an
nicht-radioiodiertem IGF-I betrachtet. Anschlief3end erfolgte mit Hilfe der PEG-Falung die

Trennung von gebundenem und nicht gebundenem IGF-I.

Vor jedem Versuch wurde die Qualitét des radioaktiv markierten *#I-IGF-I mittles RP-HPLC
Uberpruft. Dabei konnte sowohl freies Jod als auch eine Zersetzung der iodierten Substanz
detektiert werden. Als Kontrolle diente das Gesamtmolekil rhiGFBP-2. Weiterhin wurde zum
Vergleich das hauptsachlich vorkommende Fragment IGFBP-2 (167-279) im Versuch
mitgefuhrt, welches im Liganden-Blot keine deutliche IGF-1-Bindung zeigte.

In Abbildung 24 sind die erhaltenen Séttigungskurven gezeigt, wobei die prozentuae
spezifische Bindung in Abhéngigkeit von der eingesetzten Peptidkonzentration dargestellt
wurde. Die prozentual e spezifische Bindung wurde berechnet, indem die spezifische Bindung
B der einzelnen Proben auf die maximae spezifische Bindung By bezogen wurde. Die
entsprechenden Bindungskonstanten fur IGF-1 wurden anschlief?end mit Hilfe von nicht-
linearer Regression berechnet. Die ermittelten Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten sind
in Tabelle 16 aufgefuhrt.
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Abbildung 24:

Sttigungskurven zur Bestimmung der |GF-1-Bindungsaffinitaten der isolierten Fragmente IGFBP-2 (167-
279) und IGFBP-2 (12875 Da). Als Kontrolle wurde rhiGFBP-2 verwendet. Beide Fragmente zeigten
verglichen mit rhIGFBP-2 eine deutlich verringerte 1GF-I-Bindungsaffinitat. In der Abbildung sind die
Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen in Zweifachwerten gezeigt, wobei die Standardabweichung
der jeweiligen Mef3punkte durch Fehlerbalken dargestellt ist. Die zugehérigen Gleichgewichts

Dissozationskonstanten Ky wurden durch nicht-lineare Regression berechnet (Tabelle 16).

Ka [NM]
rhiIGFBP-2 34+05
IGFBP-2 (167-279) 495 + 39
IGFBP-2 (12875 Da) 120+ 18

Tabelle 16  Durch nicht-lineare Regression bestimmte Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten Ky sowie die
zugehdrigen Standardabweichungen. fiir die IGF-1-Bindung von IGFBP-2 (167-279), IGFBP-2 (12875 Da) und
rhiGFBP-2. Die zugehdrigen Sattiungskurven sind in Abbildung 24 dargestellt.

Es zeigte sich, dal’ beide Fragmente im Vergleich zu dem Gesamtmolekil rhiIGFBP-2 eine
deutlich verringerte Bindungsaffinitdt zu IGF-1 besaf3en. Wahrend das Fragment IGFBP-2
(12875 Da) mit einer Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten von Ky = 120 nM eine 35fach
verringerte 1GF-1-Bindungsaffinitét zeigte, war die Affinitdt des Fragments IGFBP-2 (167-
279) zu IGF-I mit einer Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten von Ky = 495 nM sogar

150fach verringert.
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Das erhaltene Ergebnis stimmt dabel sehr gut mit dem Ergebnis des Ligandenblots Uberein, in
dem nur das Fragment IGFBP-2 (12875 Da) eine deutlich detektierbare IGF-1-Bindung zeigte
(Abschnitt 3.2.4.1).

3.24.3 Bestimmung der Bindungsaffinitat der isolierten | GFBP-2-Fragmente fur | GF-I |

Daim Liganden-Blot nahezu alle eingesetzten | GFBP-2-Fragmente elne detektierbare IGF-11-
Bindung zeigten, wurden anschlief3end ihre Bindungsaffinitaten fir IGF-II mit Hilfe von
BIACore-Messungen bestimmt.

Neben den isolierten Reinpeptiden IGFBP-2 (167-279) und IGFBP-2 (12875 Da) wurden
auch die Mischfraktionen IGFBP-2 (104-289), IGFBP-2 (157-289) und IGFBP-2 (167-289)
untersucht (Tabelle 15). Allerdings konnten die Bindungskonstanten der Mischfrakionen
IGFBP-2 (157-289) und IGFBP-2 (167-289) nur abgeschétzt werden, da keine genaue
Mengenbestimmung mittels ASA durchgefiihrt wurde. Als Kontrolle diente das
Gesamtmol ekl rhiGFBP-2.

Zur Bestimmung der Bindungskonstanten wurden mindestens sechs Zyklen bestehend aus
Assoziation und anschlief3ender Dissoziation durchgefihrt. Die daraus berechneten
Bindungskonstanten sind in Tabelle 17 aufgefthrt.

Tabelle 17 Mit Hilfe von BlACore-
Ky [nM] . . .
Messungen bestimmte Gleichgewichts-
rhIGFBP-2 4,1 Dissoziationskonstanten Ky der
IGFBP-2 (167-279) 43 isolierten  IGFBP-2-Fragmente  fir
IGFBP-2 (12875 Da) 141 IGF-1L.
Mischfraktion IGFBP-2 (104-289) 133
Mischfraktion IGFBP-2 (157-289) 150
Mischfraktion IGFBP-2 (167-289) 197

Es konnte gezeigt werden, dald wiederum ale Fragmente eine deutlich verringerte
Bindungsaffinitat fur IGF-11 aufwiesen als das Gesamtmolekil rhiGFBP-2.
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Dabel zeigte das Fragment IGFBP-2 (167-279) mit einer Glechgewichts-Dissoziations-
konstanten von K4 = 43 nM noch eine signifikante IGF-11-Bindung, die verglichen mit
rhiIGFBP-2 ca. 10fach verringert war. Im Gegensatz dazu besal? die Mischfraktion IGFBP-2
(167-289) nur eine Gleichgewichts-Dissoziationskonstante von Ky =197 nM. Die in dieser
Fraktion enthaltenen Fragmente zeigten somit wie auch schon im Liganden-Blot die
schwéchste IGF-11-Bindung (vgl. Abbildung 23, Abschnitt 3.2.4.1).

Alle weiteren untersuchten |GFBP-2-Fragmente waren ebenfalls nur zu einer niedrigaffinen
IGF-I1-Bindung mit Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten im Bereich von Ky = 130 — 150
nM fahig.

3.2.4.4 Ubersicht tiber die bestimmten Gleichgewichts-Dissozationskonstanten Kg

Die in Abschnitt 3.2.4.2 und 3.2.4.3 ermittelten Bindungskonstanten der einzelnen IGFBP-2-
Fragmente fur IGF-I und -1 sind in Tabelle 18 zusammengestellt. Insgesamt zeigten alle
untersuchten Fragmente verglichen mit dem Gesamtmolekil rhiIGFBP-2 sowohl zu IGF-1 als
auch zu IGF-I1 eine deutlich verringerte Bindungsaffinitét.

Fur das Fragment IGFBP-2 (167-279) konnte noch eine signifikante IGF-11-Bindung gezeigt
werden, wohingegen es nur eine niedrigaffine Bindung zu IGF-1 aufwies. In Bezug auf IGF-I
besal’ das Fragment IGFBP-2 (12875 Da) die hochtste Bindungaffinitét.

Kq [nM] fir IGF-I Kq [nM] fir I GF-I1
rhIGFBP-2 34 4,1
|IGFBP-2 (167-279) 495 43
IGFBP-2 (12875 Da) 120 141
Mischfraktion IGFBP-2 (104-289) n.b. 133
Mischfraktion IGFBP-2 (157-289) n.b. 150
Mischfraktion IGFBP-2 (167-289) n.b. 197

Tabelle 18 Ubersicht tber die Bindungsaffinitéten der isolierten IGFBP-2-Fragmente zu IGF-I und IGF-I1..
Die aufgefiihrten Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten Ky wurden fir IGF-1 mittels Sattigungsstudien im
chemischen Gleichgewicht und fir IGF-I1' mit Hilfe von Echtzeit-Messungen im BIACore ermittelt.

n.b. = nicht bestimmt
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3.3 Isolierung und Charakteriserung von |GFBP-4-Fragmenten aus humanem

Hamofiltrat

3.3.1 Screening der Hamofiltrat-Peptidbank nach | GFBP-4-1mmunreaktivitaten

Zunéchst wurde ein priméres Screening nach |GFBP-4-Immunreaktivitéten in den einzelnen
Fraktionen der Hamofiltrat-Peptidbank durchgefihrt (Mark et al., 1999). Dazu wurden im
Western-lmmunoblot von jeder Fraktionen Aquivalentmengen untersucht, die jeweils 100 ml
HF entsprachen. Um moglichst alle vorhandenen |GFBP-4-Fragmente detektieren zu kdnnen,
wurde ein ein spezifischer, polyklonaler Antikdrper gegen das IGFBP-4-Gesamtmolekill
verwendet. Neben der bereits identifizierten Immunreaktivitdt mit einer molekularen Masse
von 13,2 kDa aus pH-Pool 3 (Stéandker et al., 2000) konnte in den Fraktionen 21-23 aus pH-
Pool 4 eine bislang nicht identifizierte IGFBP-4-Immunreaktivitdt mit einer apparenten
molekularen Masse von ca. 12 kDa detektiert werden (Abbildung 25).

Diese Fraktionen zeichneten sich darlberhinaus auch durch eine signifikante 1GF-I-
Bindungsfahigkeit aus (vgl. Abschnitt 3.1).
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Abbildung 25:

Primares Screening nach |GFBP-4-Immunreaktivitéaten in der Hamofiltrat-Peptidbank. In den Fraktionen
21-23 von pH-Pool 4 konnte eine deutliche IGFBP-4-Immunreaktivitdt mit einer appareneten molekularen
Masse von ungefahr 12 kDa detektiert werden. (A) RP-Fraktionierung von pH-Pool 4. Die immunreaktiven
Fraktionen sind durch Balken markiert. (B) Western-lmmunoblot einzelner Fraktionen von pH-Pool 4. Die

Fraktionen 21-23 zeigten deutliche | GFBP-4-Immunreaktivitat.
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3.3.2 Isolierung und Charakterisierung von | GFBP-4-Fragmenten

3.3.21 Isolierung und biochemische Charakteriserung des C-terminalen Fragments
| GFBP-4 (136-237)

Die im Rahmen des primaren Screenings detektierte IGFBP-4-Immunreaktivitdt in den
Fraktionen 21-23 von pH-Pool 4 (Abschnitt 3.2.1) wurde anschlief3end mit Hilfe RP-
chromatographischer Techniken aufgereinigt. Die Isolierung erfolgte hierbel Uberwiegend
anhand der molekularen Masse, da dem immunreaktiven Peptid durch den Vergleich von
Western-Blot und MALDI-TOF-Massenspektrum eine molekulare Masse von 11,4 kDa
zugeordnet werden konnte.

Im Western-Blot zeigte die immunreaktive Bande eine molekulare Masse von ungefahr
12 kDa. Die nachfolgende Untersuchung der immunreaktiven Fraktionen mittels MALDI-
TOF-Massenspektrometrie ergab, dald in diesem Bereich nur eine molekulare Masse von ca.
11,4 kDa zu finden war. Das MALDI-TOF-Massenspektrum von Fraktion 21 aus pH-Pool 4
ist stellvertretend fir alle immunreaktiven Fraktionen in Abbildung 26 dargestellt. Um die
Isolierung eines |GFBP-4-Fragments sicherzustellen, wurde alerdings parallel eine Western-
Immunoblot-Analyse der Fraktionen durchgefiihrt, die die zugeodnete Molekularmasse von
11,4 kDa enthielten.

= o Abbildung 26:
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Bis zur Reindarstellung des immunreaktiven IGFBP-4-Fragments waren vier weitere
chromatographische Schritte der Peptidbankfraktionen notwendig (Abbildung 27).
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Abbildung 27:

Isolierung des C-terminalen Fragments IGFBP-4 (136-237) in vier chromatographischen Aufreinigungs-
schritten anhand seiner molekularen Masse. In A, C, E und G sind die einzelnen Chromatographieschritte
dargestellt. Fraktionen, die die gesuchte molekulare Masse von 11,4 kDa enthielten, sind in den
Chromatogrammen durch Balken markiert. In B, D, F und G ist jeweils das zugehérige MALDI-TOF-

Massenspektrum einer reprasentativen Fraktion abgebildet.
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Die genauen Chromatographiebedingungen der einzelnen Aufreinigungsschritte sind in
Tabelle 7, Abschnitt 2.2.3.4 aufgefihrt.

Zunéchst wurden die Fraktionen 21-23 aus pH-Pool 4 mittels préparativer RP-HPLC
chromatographisch aufgetrennt (Abbildung 27 A). Dabel wurde eine Pharmacia Source
Fineline 15RPC-Saule verwendet. Bei der nachfolgenden Untersuchung der einzelnen
Fraktionen mittels MALDI-TOF-MS konnte die gesuchte molekulare Masse von 11,4 kDa in
den Fraktionen 15-17 detektiert werden (Abbildung 27 B). Diese Fraktionen zeigten ebenfalls
eine IGFBP-4-Immunreaktivitdt im gewunschten Molekulargewichtsbereich. Der zweite
Aufreinigungsschritt erfolgte ebenfals durch préparative RP-HPLC auf einer Bakerbond-
Kartusche mit einem C18-Sdulenmaterial (Abbildung 27 C). Durch Bestimmung der
molekularen Massen in den einzelnen Fraktionen mittels MALDI-TOF-MS konnte gezeigt
werden, dal3 die Fraktionen 15-18 die gesuchte Molekularmasse enthielten (Abbildung 27 D).
Da die Fraktionen 16 und 17 die geringsten Verunreinigungen durch Peptide mit anderen
molekularen Massen zeigten, wurde diese einem weiteren Chromatographieschritt unterzogen
(Abbildung 27 E). Dabel wurde eine Biotek Silica C4-Saule verwendet. Die anschlief3ende
Analyse der generierten Fraktionen hinsichtlich der enthaltenen Massen ergab, dal3 die
gesuchte molekulare Masse von 11,4 kDa in den Fraktionen 35 und 36 in relativ sauberer
Form vorlag (Abbildung 27 F). Diese Fraktionen wurden daraufhin auf eine Vydac C18-Saule
aufgetragen und erneut chromatographisch aufgetrennt (Abbildung 27 G). Be der
anschlieffenden Untersuchung der Fraktionen mittels MALDI-MS konnte in den Fraktionen
18-22 nur noch eine molekulare Masse von 11353 Da detektiert werden (Abbildung 27 H).

Diese Fraktionen wurden daraufhin vereinigt und biochemisch charakterisiert.

Zunéchst wurde eine Reinheitsiberprifung des isolierten Peptids mittels Kapillarzonen-
elektrophorese durchgeftihrt (Abbildung 28 A). Dabei wurden nur geringe Verunreinigungen
detektiert, so dal3 eine Reinheit des Peptids von >90% bestimmt werden konnte. Die
darauffolgende Messung der genauen molekularen Masse des Fragments mittels ESI-MS
resultierte in einer Molekularmasse von 11344,9 + 1,2 Da (Abbildung 28 B).
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Abbildung 28:

Kapillarzonenel ektrophorese zur Reinheitsiiberpriifung des isolierten Peptids (A) sowie Bestimmung seiner
molekularen Masse mittels ES-MS (B). Bei der Kapillarzonenelektrophorese wurden nur geringe
Verunreinigungen detektiert. Bei der Bestimmung der molekularen Masse mittels ES-MS wurde eine

Molekularmasse von 11344,9 Da erhalten.

Bel der nachfolgenden N-terminalen Sequenzierung des Peptids mittels Edman-Abbau wurde
die Hauptsequenz KVNGAPREDARP ermittelt. Der anschlief3ende Sequenzvergleich zeigte
eine 100%ige Ubereinstimmung der erhaltenen Sequenz mit dem Bereich Lys136-Pro147 von
humanem IGFBP-4 (Abbildung 29).

Das isolierte Peptid konnte daraufhin eindeutig dem Fragment IGFBP-4 (136-237) zugeodnet
werden, welches eine theoretische molekulare Masse von 11346,8 Da besitzt. Diese stimmt
sehr gut mit der mittels ESI-M S bestimmten Molekularmasse von 11344,9 Da Uberein.

136- KVNGAPREDARP

KHFAKI RDRSTSGGKVKVNGAPREDARPVPQ

120 130 140 150

Abbildung 29:

Der Sequenzvergleich der ermittelten Sequenz des isolierten Peptids mit einem Sequenzbereich des humanen

| GFBP-4-Molekills zeigte eindeutig die Isolierung eines C-terminalen | GFBP-4-Fragments.
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3.3.2.2 Isolierung und Charakteriserung des verkirzten N-terminalen Fragments
| GFBP-4 (4-122)

Neben der Aufreinigung peptidischer Faktoren anhand verschiedener Assaysysteme wird bei
der IPF PharmaCeuticals GmbH auch eine systematische Proteomanalyse von humanem
Blutfiltrat durchgefiihrt (Schulz-Knappe et al., 1996). Dabel wird angestrebt, ale in der
Hamofiltrat-Peptidbank vorkommenden Peptide in Form einer Peptiddatenbank mit ihrer
Molekularmasse sowie ihrem chromatographischen Elutionsverhaten und ihrer Sequenz

zusammenzustellen.

Wahrend dieser Promotion wurde die bislang unbekannte Molekularmasse von 12914 Da in
nahezu sauberer Form mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie detektiert und im Rahmen
der systematischen Proteomanayse identifiziert. Es handelte sich dabei um ein bislang

unbekanntes N-terminal es Fragment von | GFBP-4 aus pH-Pool 5.

Bis zur Detektion und der damit verbundenen Identifizierung des Peptids wurden funf
aufeinanderfol gende chromatographische Schritte von Fraktionen der Hamofiltrat-Peptidbank
durchgefuihrt. Die detailierten Bedingungen der einzelnen Chromatographieschritte sind in
Tabelle 8, Abschnitt 2.2.3.5 aufgeftihrt. In Abbildung 30 A ist der letzte chromatographische
Aufreinigungsschritt gezeigt, der zur Isolierung des Fragmentes fuhrte. Fraktionen, welche
das Peptid mit einer molekularen Masse von 12914 Da enthielten, sind im Chromatogramm
durch Balken markiert. Das MALDI-TOF-Massenspektrum der grau unterlegten Fraktion 19
ist in Abbildung 30 B zu sehen. Diese Fraktion wurde auch zur weiteren biochemischen
Charakteriserung und der damit verbundenen Identifizierung des |IGFBP-4-Fragments
eingesetzt.
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Abbildung 30:

Identifizierung eines N-terminal verkirzten IGFBP-4-Fragments im Rahmen der systematischen
Proteomanalyse menschlichen Blutfiltrats. (A) Der markierte Bereich des Chromatogramms enthielt die
bisang unbekannte Molekularmasse von 12914 Da. (B) Das MALDI-TOF-Massenspekirum der grau
markierten Fraktion 19 zeigte, dald in der Fraktion kaum Verunreinigungen durch Peptide mit anderen

Mol ekularmasse vorlagen.

Zunéchst wurde eine Sequenzanalyse mittels Edman-Abbau durchgefiihrt. Diese resulierte in
der Einzelsequenz IHXPPXSEEKLARXRPP, wobel durch X eine nicht detektierbare
Aminosaure gekennzeichnet wird. Unter Bertcksichtigung, da3 eine Detektion der
Aminosaure Cystein mit der verwendeten Methode nicht moglich ist, zeigte der
Sequenzvergleich der erhaltenen Sequenz eine 100%ige Ubereinstimmung mit dem

Sequenzabschnitt 1le4 — Pro20 der humanen Form von IGFBP-4 (Abbildung 31).

DEAlI HCPPCSEEKL ARCRPPVGCEEL VRREP

30

Abbildung 31:

Sequenzvergleich des im Rahmen der Proteomanalyse sequenzierten Peptids mit der Sequenz von humanem
IGFBP-4. Der Sequenzvergleich zeigte deutlich, dal es sich bei dem Peptid um ein verkirztes N-terrmiales
IGFBP-4-Fragment handelte. Aminosduren, die wahrend des Edman-Abbaus nicht detektiert werden

konnten, sind mit X gekennzeichnet.
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Die anschlief}ende Bestimmung der exakten Molekularmasse mittels ESI-MS ergab eine
molekulare Masse von 12924,4 + 3,2 Da (Abbildung 32 A). Unter Berlicksichtigung der
genauen Molekularmasse und dem N-terminalen Beginn des Molekils, konnte das isolierte
Peptid eindeutig der dem Sequenzabschnitt Ile4 — Phel22 des humanen IGFBP-4-Molekils
zugeordnet werden. Das entsprechende Fragment IGFBP-4 (4-122) besitzt dabei eine
theoretische Masse von 12922,0 Da, welche sehr gut mit der bestimmten Molekularmasse
Ubereinstimmt.
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Abbildung 32:

Biochemische Charakterisierung des |IGFBP-4-Fragments mittels ES-Massenspektrometrie (A) und
Kapillarzonenel ektrophorese (B). Die Bestimmung der Molekularmasse des isolierten Peptids resultierte in
einer molekularen Masse von 12923 Da. Bei der Kapillarzonenelektrophorese wurden nur geringflgige

Verunreinigungen detektiert, wobel eine Reinheit des Fragments von >80% bestimmt werden konnte.

Abschlieffend wurde die Reinheit des identifizierten Peptids mittels Kapillarzonen-
elektrophorese bestimmt (Abbildung 32 B). Dabel konnte gezeigt werden, dal3 das verklrzte
N-terminale Fragment eine Reinheit von >80% besal3.

Um ausreichende Mengen des Fragments IGFBP-4 (4-122) fir waelterfihrende
Untersuchungen zu erhalten, wurde eine grol3ere Menge des Fragments anhand seiner
molekularen Masse im MALDI-TOF-M assenspektrum aufgereinigt.
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3.3.3 Aufklarung der Disulfidverbrickung des isolierten C-terminalen Fragments
| GFBP-4 (136-237)

Die Aufklarung der Cysteinbrickenstruktur des C-terminalen Fragments IGFBP-4 (136-237)
erfolgte durch proteolytischen Verdau des Peptids und nachfolgender Analyse der
entstandenen Spaltprodukte mittels Massenspektrometrie und N-terminaler Sequenzierung
(vgl. Abschnitt 2.6). Als geeignete Proteasen fur den Verdau wurden Chymotrypsin sowie die
Endoproteinase Arg-C ausgewahit. Eine Ubersicht tiber die proteolytischen Fragmente, mit

deren Hilfe das Verbriickungsmuster bestimmt werden konnte, ist in Abbildung 33 gezeigt.

147-[PVPQGSCQSELHR} 159 Mw 3236
Mw 3216,6 (theor.)

171-[THEDLY! | PI PNCDR 185
Il

111 IV
190-[HPKQCHPAL DGQRGKCVWY 206 Mw 1960
| Mw 1959,2 (theor.)
\Y VI
207-|CVDRKTGVKL PGGL EPKGEL DCHQL ADSF} 228 Mw 3112

| | Mw 3111,6 (theor.)

Abbildung 33:

Schematische Darstellung der  identifizierten, proteolytischen Spaltprodukte, von denen die
Disulfidverbriickung der C-terminalen Domane von |GFBP-4 abgeleitet werden konnte. Nach Detektion der
proteolytische Fragmente mittels MALDI-TOF-MS wurde der zugehdrige Sequenzabschnitt durch N-

terminale Sequenzierung ermittelt.

Beim Verdau des nativen Peptids mit der Endoproteinase Arg-C konnte ein Fragment mit
einer molekularen Masse von 3236 Da identifiziert werden. Die anschlief3enden Bestimmung
der N-terminalen Aminosaure-Sequenz ergab eine Doppelsequenz mit je zwel Aminosauren
pro Abbauschritt. Diese umfaldten die Sequenzbereiche Prol47-Argl59 sowie Thrl71-
Argl85. Die Spaltprodukte waren somit Uber Cys153 und Cys183 miteinander verknipft.
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Nach Verdau des C-terminalen Fragments IGFBP-4 (136-237) mit Chymotrypsin wurden
zwei verschiedene proteol ytische Fragmente mit Molekularmassen von 1960 Da und 3112 Da
weitergehend analysiert. Das Spaltprodukt mit einer molekularen Masse von 1960 Da konnte
dabei der Aminosduresequenz His190-Trp206 zugeordnet werden, wodurch sich eine
Verbrickung zwischen Cys194 und Cys205 ergab. Bei der Sequenzanalyse des Spaltprodukts
mit einer Molekularmasse von 3112 Da wurde wiederum eine Einzelsequenz erhaten, die die
Aminosduren Cys207-Phe235 al's zugehorigen Sequenzabschnitt identifizierte. Dieses deutete
auf elne Verbrickung zwischen Cys207 und Cys228 hin.

Es konnten somit Disulfidbriicken zwischen den Cystein-Resten Cys153 und Cys183, Cys194
und Cys205 sowie Cys207 und Cys228 nachgewiesen werden. Dies entsprach dem
Verbrickungsmuster 1-2, 3-4 und 5-6. Ein Schema der ermittelten Disulfidverbriickung sowie
der proteol ytischen Spaltprodukte ist in Abbildung 34 gezeigt.

| |
136- KVNGAPREDARPVPQGSCQSEL HRAL ERLAASQSRTHEDLYI | PI PNCDRN

11 IV V Vi
GNFHPKQCHPAL DEQRGKCOWCVDRKT GVKL PGGL EPKGEL DCHQLADSFRE- 237
| | |

Abbildung 34:

Darstellung der Disulfidverbrickung des C-terminalen Fragments IGFBP-4 (163-236). Die
unter schiedlichen Spaltprodukte des proteolytischen Verdaus, die zur Bestimmung der Disulfidbriicken in der
C-terminalen Doméne fuhrten, sind blau, schwarz oder rot gekennzeichnet. Als Verbrickungsmuster wurde
1-2, 3-4 und 5-6 erhalten.
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3.34 Untersuchung der Bindungcharakteristika der isolierten | GFBP-4-Fragmente

Um eine Aussage uber die IGF-Bindungsfahigkeit der isolierten Fragmente IGFBP-4 (4-122)
und IGFBP-4 (136-237) machen zu kénnen, wurden Bindungsstudien mit IGF-1 und IGF-II
durchgefihrt. IGF-I wurde dabei mittels
Séttigungsstudien im chemischen Gleichgewicht bestimmt. Die Messung der 1GF-II-

Die Bindungsaffinitdt der Fragmente zu

Bindungsaffinitét erfolgte durch Echtzeit-Messungen im BIACore.

3.34.1 Bestimmung der Bindungsaffinitat der isolierten | GFBP-4-Fragmente fur | GF-I

Die Bestimmung der Bindungsaffinitdten der isolierten Fragmente IGFBP-4 (4-122) und
IGFBP-4 (136-237) zu IGF-I erfolgte mit Hilfe von Sattigungsstudien. Dabei wurden
ansteigende Konzentrationen der zu untersuchenden |IGFBP-4-Fragmente mit radioaktiv
markiertem '*I-IGF-I inkubiert. Nach Einstellung des chemischen Gleichgewichts wurden
gebundenes und freies |GF durch PEG-Fallung voneinander getrennt und die spezifische IGF-
[-Bindung ermittelt. Als Positivkontrolle diente das Gesamtmolekil rhiIGFBP-4. Die
erhaltenen Sattigungskurven sind in Abbildung 35 dargestelit.

100 AN * IGFBP-4 (136-237)
= ! + IGFBP-4 (4-122)
a . . v rh IGFBP-4
0 Fry 1tig
-1|1 -lIO 9I -(l) —I5
Log (¢) [M]
Abbildung 35:

Shttigungskurven zur Bestimmung der 1GF-1-Bindungsaffinitaten der isolierten Fragmente |GFBP-4 (4-122)
und IGFBP-4 (136-237) sowie von rhIGFBP-4. Beide Fragmente zeigen verglichen mit dem Gesamtmol ekl
rhiGFBP-4 eine deutlich verringerte Bindungsaffinitat zu IGF-1. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei
unabhéangigen Versuchen in Zweifachwerten mit der zugehérigen Standardabweichung. Die aus den Kurven

berechneten Gleichgewichts-Disozationskonstanten K sind in Tabelle 19 aufgefiihrt.
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Die Affinitdt der beiden isolierten Fragmente zu IGF-1 war verglichen mit der hochaffinen
IGF-I1-Bindung von rhiIGFBP-4 deutlich verringert. Allerdings besald das N-terminae
Fragment IGFBP-4 (4-122) noch eine deutlich héhere Bindungsaffinitéat zu IGF-I as das C-
terminale Fragment IGFBP-4 (136-237). Die genauen Bindungskonstanten wurden durch
nicht-lineare Regression bestimmt und sind in Tabelle 19 dargestelllt.

Kq [NM]
rhiIGFBP-4 50+05
IGFBP-4 (4-122) 243+ 14
|GFBP-4 (136-237) 164 + 12

Tabelle 19 Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten Ky der isolierten IGFBP-4-Fragmente sowie von
rhiIGFBP-4 fir IGF-I mit den zugehdrigen Standardabweichungen. Beide Fragmente zeigten bezogen auf das
| GFBP-4-Gesamtmolekill eine verringerte IGF-1-Bindung. Die Bindungsaffinitéat des verkirzten N-terminalen
Fragments IGFBP-4 (4-122) war dabei ca. Sfach, die des C-terminalen Fragments IGFBP-4 (136-237) ca.

35fach verringert.

Die Betrachtung der berechneten Bindungskonstanten zeigte deutlich, dal3 das N-terminae
Fragment IGFBP-4 (4-122) mit einer Glechgewichts-Dissoziationskonstanten von
K4 =24 nM noch eine deutliche Bindungsaffinitat zu IGF-I besal3. Diese war jedoch ungeféhr
5fach geringer as die IGF-I-Bindungsaffinitét von intaktem rhiGFBP-4. Fir das C-terminale
Fragment IGFBP-4 (136-237) wurde hingegen nur eine niedrigaffine IGF-I-Bindung von
Kq=164 nM erhaten, was einer 35fachen Abnahme der Bindungsaffinitdt verglichen mit
dem IGFBP-4-Gesamtmol ekil entsprach.

3.3.4.2 Bestimmung der Bindungsaffinitat der isolirerten | GFBP-4-Fragmente fur | GF-I |

Die Affinitéten zu IGF-I1 wurden mit Hilfe von Echtzeit-Messungen im BIACore bestimmt.
Dazu wurden zunéchst die Assoziations- und Dissoziationszeitkonstanten k, und kg gemessen,

woraus anschlieffend die Glei chgewichts-Dissoziationskonstante K 4 berechnet werden konnte.
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Zur Berechnung der Bindungskonstanten wurden dabel fir jedes Fragment mindestens sechs
Zyklen bestehend aus A ssoziation und Dissoziation durchgefihrt.

Bel den Untersuchungen wurden nicht nur die beiden hier beschriebenen Fragmente IGFBP-4
(4-122) und IGFBP-4 (136-237), sondern auch das bereits bekannte, nicht verkirzte N-
terminale Fragment IGFBP-4 (1-122) (Standker et al., 2000) eingesetzt. Weiterhin wurde
zum Vergleich die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Ky des Gesamt-Molekils
rhiGFBP-4 bestimmt. Die berechneten Bindungsaffinitdten sind in Tabelle 20 aufgefuhrt.

Kq [NM]
rhiIGFBP-4 2,1
|GFBP-4 (1-122) 15
|GFBP-4 (4-122) 26
|GFBP-4 (136-237) 184

Tabelle 20  Ubersicht tiber die IGF-II-Bindungsaffinititen der isolierten Fragmente |GFBP-4 (4-122) und
IGFBP-4 (136-237) sowie von rhiIGFBP-4 und dem bereits beschriebenen Fragment IGFBP-4 (1-122). Die

Gleichgewi chts-Dissoz ationskonstanten wurden durch Messungen im Bl ACore erhalten.

Das intakte Molekil rhiIGFBP-4 zeigte erwartungsgemal’ eine hochaffine Bindung von IGF-
I1. Die IGFBP-4-Fragmente besal3en hingegen verglichen mit dem Gesamtmolekil rhiGFBP-
4 dle ene veringerte IGF-I1-Bindungsaffinitdt. Wahrend das C-terminale Fragment
IGFBP-4 (136-237) mit einer Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten von Kq = 184 nM
keine hochaffine 1GF-11-Bindung mehr aufweisen konnte, zeigten beide N-terminalen
Fragmente noch eine deutliche Bindungsaffinitat zu IGF-11. Dabei wurden Gleichgewichts-
Dissoziationskonstanten von Kyg = 15 nM fur das Fragment IGFBP-4 (1-122) bzw. von
Kgq =26 nM fur das Fragment IGFBP-4 (4-122) erhalten.



Ergebnisse 82

3.3.4.3 Ubersicht tiber die bestimmten Gleichgewichts-Dissozationskonstanten Kg

In Tabelle 21 sind ale Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten zusammengestellt, die fur
rhiIGFBP-4 sowie fur die verschiedenen |GFBP-4-Fragmente mit Hilfe von Séttigungsstudien
(Abschnitt 3.3.4.1) und BIACore-Messungen (Abschnitt 3.3.4.2) bestimmt wurden.

Kg [NM] fur IGE-I | K [nM] fur |GF-11
rhIGFBP-4 5,0 2.1
IGFBP-4 (1-122) n.b. 15
IGFBP-4 (4-122) 24 26
|GFBP-4 (136-237) 164 184

Tabelle 21 Zusammenstellung der ermittelten Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten fir die Bindung
2wischen IGF-1 bzw.IGF-lI und IGFBP-4 sowie den Fragmenten IGFBP-4 (4-122), IGFBP-4 (136-237) und
IGFBP-4 (1-122).

n.b. = nicht bestimmt

Die Zusammenstellung der Bindungskonstanten zeigt, daf3 alle untersuchten IGFBP-4-
Fragmente verglichen mit rhiIGFBP-4 sowohl zu IGF-I as auch zu IGF-Il eine veringerte
Bindunsaffinitét besal3en. Dabei konnten fur das verkirzte N-terminale Fragment IGFBP-4
(4-122) mit Dissoziationskonstanten von Kq = 24 nM fir IGF-1 und Kq = 26 nM fir IGF-11
sowie fur das nicht verkirzte N-terminale Fragment IGFBP-4 (1-122) noch hochaffine
Bindungen zu beiden IGFs gezeigt werden. Das C-terminale Fragment IGFBP-4 (136-237)

war hingegen nur noch zu einer niedrigaffinen Bindung beider IGFs fahig.
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4 Diskussion

4.1 Isolierung von | GFBP-Fragmenten aus humanem Hamofiltrat

Ziel dieser Promotion war die Isolierung und Charakterisierung natirlich vorkommender
Fragmente der Bindeproteine der Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren IGFBP-2 und -4. Im
Rahmen der Arbeit konnten mehrere Fragmente von IGFBP-2 und —4 aus humanem
Hamofiltrat isoliert und identifiziert werden. Dabel wurden sowohl ein N- als auch ein C-
terminales Fragment von |GFBP-4 sowie mehrer C-terminale Fragmente von IGFBP-2 bis zur

Reinsubstanz aufgereinigt.

Als Quelle fur die Peptidisolierung diente die bei der IPF PharmaCeuticals GmbH etablierte
Peptidbibliothek aus humanem Hamofiltrat (Schulz-Knappe et al., 1997). Die Isolierung der
Fragmente erfolgte durch aufeinanderfolgende, chromatographische Schritte in Kombination
mit verschiedenen biochemischen und immunologischen Methoden. Dazu wurde zunéchst die
|GF-I-Bindungsfahigkeit der einzelnen Peptidbankfraktionen untersucht. Parallel wurde ein
immunologisches Screening mittels Western-Immunoblotting oder ELISA durchgefihrt.
Fraktionen mit deutlicher IGF-I-Bindung und IGFBP-Immunreaktivitét wurden anschlief3end
hinsichtlich der enthaltenen Molekularmassen mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie
untersucht. Daraufhin erfolgte die Isolierung ausgewéhlter Peptide anhand ihrer
Molekularmasse und ihrer Immunreaktivitét.

Als besonders guinstig erwies sich dabei, wahrend der einzelnen Chromatographieschritte die
in den Fraktionen enthaltenen Mol ekularmassen mittels MALDI-TOF-MS zu analysieren.
Durch die Verwendung dieser Methode konnte beispielsweise das |GFBP-2-Fagment mit
einer molekularen Masse von 12875 Da von dem Fragment IGFBP-2 (167-279) mit einer
molekularen Masse von 12858 Da unterschieden und daraufhin isoliert werden. Dieses
Fragment zeigte trotz einem identischen N-terminalen Beginn und einem Massenunterschied
von nur 17 Da ein deutlich veréndertes | GF-Bindungsverhal ten.

Weiterhin konnte durch Kenntnis der Molekularmassen in den einzelnen Fraktionen eine
erneute Aufreinigung bereits bekannter Fragmente verhindert werden. DarUberhinaus bestand
ebenso die Mdglichkeit, grofere Mengen bereits bekannter Peptide anhand ihrer
Molekularmassen effizient zu isolieren.
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Im Western-Immunoblot konnten mehrere Fragmente von IGFBP-2 und -4 detektiert werden.
Die verwendeten Antikorper besal’en dabel eine hohe Spezifitét und vernachléssigbare
Kreuzreaktivitdten, so dald nur Fragmente von IGFBP-2 und -4 isoliert wurden.
Interessanterweise konnten neben den IGFBP-Fragmenten auch die entsprechenden Gesamt-
IGFBPs detektiert werden, obwohl das Auftreten grofRerer Mengen der intakten IGFBP-
Moleklle unter Verwendung von Hamofiltrat als Ausgangsquelle fur die Isolierung nicht zu
erwarten war. Die intakten IGFBP-Molekile besitzen im unkomplexierten und nicht
modifiziertem Zustand Molekularmassen zwischen 22,8 kDa und 31,4 kDa (Hwa et al.,
1999). Allerdings liegen sie gewohnlich sowohl durch Komplexierung mit den IGFs als auch
durch umfangreiche Modifikationen wie Glykosylierung in bedeutend héher molekularer
Form vor. Da bel der Hamofiltration Filter mit einer Ausschluf3grofie von 20 bis 30 kDa
verwendet werden, werden Proteine dieser Grof3enordnung zum gréften Teil nicht filtriert
(Schepky et al., 1994).

Weliterhin zeigte sich, dal3 in alen pH-Pools der Hamofiltrat-Peptidbank Peptide mit 1GF-I1-
Bindungsfahigkeit vorkamen. Diese Beobachtung &3t sich zum einen dadurch erkléren, dal3
jedes der sechs Bindeproteine IGFBP-1 bis 6 bereits im Serum detektiert werden konnte
(Rajaram et al., 1997; Zapf, 1995). Unter der Annahme, dal? alle IGFBPs weiterhin in ihrer
proteolytisch prozessierten Form vorliegen, sind im Blutstrom eine Vielzahl von IGFBP-
Fragmenten zu erwarten. Obwohl diese Fragmente verglichen mit den Gesamt-IGFBP-
Molekulen eine verringerte Bindungsaffinitét fur die IGFs besitzen (Zapf, 1995), sind sie
gewohnlich noch zu einer IGF-Bindung befahigt und kdnnen somit detektiert werden.
Darlberhinaus ist zu erwarten, dal3 die Gesamt-IGFBPs sowie Fragmente mit hoher 1GF-
Bindungsaffinitdt in der Hamofiltrat-Peptidbank sowohl in Form von IGF/IGFBP-Komplexen
as auch in freler Form vorliegen. Diese verschiedenen Formen konnen durchaus en
unterschiedliches Elutionsprofil aufweisen. In bezug auf IGF-1 und —II konnte bereits ein
ungewohnliches Elutionsverhalten gezeigt werden (Mark, 1998). In der Regel eluieren
Peptide in zwel bis drei benachbarten Fraktionen der Hamofiltrat-Peptidbank. IGF-1 hingegen
konnte bereits aus verschiedenen Fraktionen eines pH-Pools sowie aus verschiedenen pH-
Pools aufgereinigt werden.

Das Auftreten von IGF-bindenden Proteinen in alen pH-Pools der Hamofiltrat-
Peptidbibliothek &3t weiterhin den Schlul? zu, dal3 neben den im Rahmen dieser Promotion

isolierten Fragmenten von IGFBP-2 und —4 und den bereits bekannten Fragmenten von
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IGFBP-3, -4 und -5 (Standker et al., 1998; Sténdker et al., 2000; sowie unverdffentlichte
Ergebnisse) noch weitere IGFBP-Fragmente in der Hamofiltrat-Peptidbank vorliegen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dafi3 durch die Isolierung mehrerer IGFBP-Fragmente
im Rahmen dieser Promotion gezeigt werden konnte, das die verfolgte Strategie zur
| dentifizierung natirlich vorkommender Fragmente der IGFBPs geeignet ist.

Allerdings mufl3 kritisch betrachtet werden, dal3 die verwendete Peptidbibliothek aus dem
Hamofiltrat chronisch nierenkranker Personen hergestellt wurde. Da sowohl die Expression
as auch die Proteolyse der IGFBPs von verschiedenen Krankheitsbildern oder (patho-)
physiologischen Zustanden abhéngen (Rajaram et al., 1997), bleibt zu kldren, ob die hier
isolierten Fragmente auch im gesunden Organismus auftreten. So sind bereits erhthte
Serumspiegel sowohl der Gesamt-IGFBPs als auch der |IGFBP-Fragmente bel
Nierensuffizienz beschrieben worden (Powell et al., 1997; Durham et al., 1997). Dabel
kénnten sich die Fragmente beispielsweise durch die verringerte Nierenfunktion und einer
damit erniedrigten renalen Elimination im Serum anreichern.

Wahrend bereits mehrere IGFBP-Fragmente aus Hamofiltrat nierenkranker Patienten
beschrieben wurden (Standker et al., 1998; Standker et al., 2000; Durham et al., 1997), ist
bislang nur wenig Uber IGFBP-Fragmente bel gesunden und nicht schwangeren Frauen
bekannt. Dies durfte mit der schlechteren Verfligbarkeit von grofRen Ausgangsmengen fur die

Peptidisolierung zusammenhangen.

4.1.1 Proteolyse der IGFBPs

Es wird angenommen, dal3 es sich bei der Proteolyse der IGFBPs durch spezifische IGFBP-
Proteasen um einen wichtigen Regulationsmechanismus der |GF-Bioverfligbarkeit handelt.
Da die entstehenden IGFBP-Fragmente eine verringerte Affinitét zu den IGFs besitzen,
werden diese anschlief3end aus den IGF/1GFBP-Komplexen freigesetzt und kdnnen somit mit
ihren Rezeptoren in Wechselwirkung treten (Clemmons, 1998).

Diese Theorie wird dadurch bestétigt, dal3 eine Korrelation zwischen der Inhibition der 1GF-
vermittelten Wirkung und der IGF-Bindungsaffinitdt der entsprechenden IGFBPs besteht.
Zum einen konnte gezeigt werden, da3 IGFBP-4-Fragmente mit verringerter |IGF-
Bindungsaffinitdt im Gegensatz zu den hochaffinen IGFBP-4-Gesamtmolekilen keine
Inhibition des IGF-I-stimulierten *H-Thymidin-Einbaus mehr besitzen (Chernausek et al.,
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1995). Zum anderen wurden Untersuchungen mit Proteolyse-resistenten |GFBP-Mutanten
durchgefuhrt. Dabei wurde die IGF-vermittelte Wirkung sowohl durch Proteolyse-resistente
Mutanten von IGFBP-4 (Conover et al., 1995) als auch von IGFBP-5 (Ima et al., 1997)
inhibiert. Aufgrund dieser Beobachtungen wird auf wichtige funktionelle Konsequenzen der
proteol ytischen Prozessierung in vivo geschlossen (Chernausek et al., 1995).

Welterhin ist die Verstérkung der IGF-vermittelten Effekte durch die IGFBPs generell mit
einer Verringerung der Bindungsaffinitat der entsprechenden IGFBPs verbunden (Zapf, 1995;
Baxter 2000). Neben der Assoziation mit der Zelloberflache oder der Extrazelluarmatrix
spielen dabel posttransationale Modifikationen wie Phosphorylierung oder proteolytische
Prozessierung eine entscheidende Rolle.

Es wird angenommen, dal3 sich die Spaltstellen der IGFBPs in der mittleren, nicht homologen
Verbindungsregion befinden (Chernausek et al., 1995; Baxter, 2000). Die im Rahmen dieser
Promotion erhaltenen Ergebnisse bestétigen dieses Konzept, da die isolierten Fragmente von
IGFBP-2 und —4 durch proteol ytische Prozessierung im zentralen, nicht konservierten Bereich
gebildet wurden.

Dieser Spaltung der IGFBPs in der variablen Verbindungsregion wird eine entscheidende
Rolle in der Spezifitét der IGFBP-Proteasen zugeschrieben. Beispielsweise wird von der
neuronalen Zelllinie B104 eine spezifische IGFBP-4-Protease sezerniert, die IGFBP-4 in
einem Bereich der mittleren Domane spaltet, der keinerlel Homologie zu den anderen IGFBPs
besitzt (Chernausek et al., 1995). Wahrend die Glykosylierung der |GFBPs keinen Einfluf auf
ihre Bindungseigenschaften zu haben scheint, wird vermutet, dal3 der unterschiedliche Grad
der Glykosylierung in der mittleren Domane von IGFBP-3 das Ausmald der IGFBP-3-
Proteolyse beeinflussen kann (Firth & Baxter, 1995).

Bei beiden Bindeproteinen konnten die isolierten proteolytischen Fragmente den drel
verschiedenen Domanen der IGFBPs zugeordnet werden. Bei der Isolierung von IGFBP-4-
Fragmenten wurde mit IGFBP-4 (4-122) zum einen ein Fragment aufgereinigt, welches die
konservierte N-terminae Doméne repédsentiert. Zum anderen konnte das C-terminae
Fragment IGFBP-4 (136-237) identifiziert werden. Im Rahmen der Aufreiniung von IGFBP-
2-Immunreaktivitdten konnten mehrere Fragmente isoliert werden, die die C-terminade
Domane enthielten. Weiterhin konnte mit dem Fragment IGFBP-2 (104-289) ein Fragment

isoliert werden, welches sowohl die mittlere al's auch die C-terminale Domane umfalit. Diese
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Beobachtung &3t den Schlul® zu, dal3 zumindest die konservierten C- und N-terminalen
Doménen eine hohe strukturelle Stabilitét in der Zirkulation besitzen.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dal3 IGFBP-2 und —4 unterschiedlich prozessiert werden.
Zwar erfolgt bel beiden Bindeproteinen die proteolytische Spaltung in der variablen mittleren
Domane, jedoch werden bei IGFBP-4 nur diskrete Fragmente gebildet. Diese lassen sich den
drei Doménen von IGFBP-4 zuordnen. Die C—terminalen Fragmente von IGFBP-2 weisen
hingegen eine hohe Diversitdt auf. Neben dem hauptsachlich vorkommenden Fragment
IGFBP-2 (167-279) konnten zahlreiche weitere |IGFBP-2-Fragmente aus dem C-terminaen
Bereich detektiert werden. Diese Beobachtung 183t auf eine unterschiedliche Funktion von
IGFBP-2 und —4 im Organismus schlief3en.

4.1.2 Bedeutung der Bindungsaffinitat der | GFBP-Fragmente

Grundsétzlich scheinen durch limitierte Proteolyse der IGFBPs Fragmente zu entstehen, die
verglichen mit den Gesamt-1GFBP-Molekiilen eine verringerte Affinitét zu den IGFs besitzen.
Als Grund dafir wird vermutet, dal3 nicht nur die konservierten N- sondern auch die
konservierten C-terminalen Domanen der IGFBPs sowie letztendlich auch ihre komplette
Gesamtstruktur zur hochaffinen Bindung der IGFs beitragen. Es konnte bereits gezeigt
werden, dal3 sowohl die N-terminalen Fragmente von IGFBP-4 und -5 (Qin et al., 1998;
Kaluset al., 1998) als auch das C-terminale Fragment von IGFBP-2 (Ho & Baxter, 1997) eine
deutliche IGF-Bindung besitzen. Weiterhin konnte fir IGFBP-3 eine IGF-Bindung der C- und
N-terminalen Fragmente beschrieben werden (Spencer & Chan, 1995). Allerdings zeigten alle
Fragmente eine geringere |GF-Bindungsaffinitét als die entsprechenden Gesamt-IGFBPs.

Die hier beschriebenen Fragmente von IGFBP-2 und —4 zeigten ebenfalls alle eine verringerte
Bindungsaffinitét fur die IGFs. Dabel besal} das N-terminale Fragment IGFBP-4 (4-122) mit
einer Gleichgewichtsdissoziationskonstanten von Kq = 24 nM fir IGF-I sowie Ky = 26 nM fir
IGF-Il noch eine hochaffine Bindung der IGFs. Auch das C-terminale Fragment
IGFBP-2 (167-279) zeigte mit Kg = 43 nM noch eine deutliche IGF-I1-Bindung. Allerdings
war dieses Fragment nur zu einer niedrigaffinen Bindung von IGF-1 in der Lage. Ebenso
konnten fir alle welteren isolierten IGFBP-Fragmente nur deutlich verringerte
Bindungsaffinitdten verglichen mit den | GFBP-Gesamtmol ekuilen beobachtet werden.
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Generdll wird ene unterschiedliche Struktur, Lokalisation und Anzahl der IGF-
Bindungsstellen bel den einzelnen IGFBPs angenommen (Qin et al., 1998).

Interessant erscheint dabel die Beobachtung, dal3 die isolierten |GFBP-4-Fragmente keine
unterschiedliche Bindungsaffinitét fur IGF-1 und IGF-11 aufwiesen. Sowohl das N-terminale
Fragment IGFBP-4 (4-122) als auch das C-terminale Fragment IGFBP-4 (136-237) besal3en
jedes fur sich genommen annéhernd die gleiche Bindungsaffinitét fur IGF-1 und —lI. Da eine
dhnliche Beobachtung sowohl fur das IGFBP-4-Gesamtmolekll als auch fir verschiedene
IGFBP-4-Mutanten gemacht werden konnte, wurde eine gemeinsame Bindungsstelle beider
IGFsim IGFBP-4-Molekll postuliert (Qin et al., 1998).

IGFBP-2 hingegen zeigt ein unterschiedliches Bindungsverhalten beziglich der beiden IGFs,
wobei das IGFBP-2-Gesamtmolekiil eine hohere Bindungsaffinitéat zu IGF-11 als zu IGF-I
besitzt (Roghani et al., 1991). Deshalb wurden bereits verschiedene Bindungsstellen fir die
beiden IGFsim IGFBP-2-Molekll postuliert. Die hier erhaltenen Bindungsdaten stimmen mit
diesem Konzept Uberein. So zeigt das C-terminale Fragment IGFBP-2 (167-279) mit
K4 =43 nM noch eine signifikante Bindungsaffinitét fur IGF-11, wahrend die IGF-I-Bindung
mit Kq=495 nM bedeutend niedriger affin ist. Ein umgekehrtes Bild erhdlt man fur das
IGFBP-2-Fragment mit einer molekularen Masse von 12875 Da, welches N-terminal
ebenfalls mit Gly167 beginnt. Wahrend im Liganden-Blot kaum eine Bindung von IGF-II
detektiert werden konnte, war dieses Fragment als einziges IGFBP-2-Fragment zu einer
deutlich detektierbaren IGF-1-Bindung in der Lage (vgl. Abbildung 23, Abschnitt 3.2.4.1).
Diese Ergebnisse lassen eine unterschiedliche Lokalisation der Bindungsstellen von IGF-I
und -1 im IGFBP-2-Molekil vermuten. In bezug auf IGFBP-4 kbnnte es sich hingegen um

eine gemeinsame Bindungsstelle fur beide |GFs handeln.

4.2 |solierte Fragmente von | GFBP-2

Die Isolierung des Bindeproteins-2 der Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren erfolgte zuerst
aus BRL-3A-Z€llen, einer Zelllinie aus Rattenleber (Mottola et al., 1986).

Es handelt sich bei IGFBP-2 um ein nicht glykosyliertes Protein mit einem Mol ekulargewicht
von 31,8 kDa. Zu den strukturellen Besonderheiten von IGFBP-2 zahlt ein RGD-Epitop in der
C-terminalen Doméne, welches in der Regel ein Bindungsmotiv flr Integrinrezeptoren
darstellt.
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IGFBP-2 konnte bereits in vielen Korperfllssigkeiten nachgewiesen werden und kommt
sowohl im Serum a's auch in Zerebrospinal-Flissigkeit in signifikanten Mengen vor (Ocrant
et al., 1990; Roghani et al., 1991). Weiterhin konnte IGFBP-2 in Milch, Urin, synovialer
Flissigkeit, interstitieller FlUssigkeit, follikuldrer LymphflUssigkeit, Seminalflissigkeit und

Fruchtwasser detektiert werden (Rajaram et al., 1997).

4.2.1 Proteolytische Prozessi

Im Rahmen dieser Arbeit konnten verschiedene Fragmente von IGFBP-2 identifiziert werden.

Die unterschiedlichen Fragmente sind in Tabelle 22 mit ihren jeweiligen N- und C-terminalen

Spaltstellen zusammengefalt.

erung von | GFBP-2

Fragment

N-terminale Spaltstelle

C-terminale Spaltstelle

Fragmente, died

iemittlere und die C-terminale Doméane umfassen

|GFBP-2 (104-289) Tyr103 - Gly104 C-Terminus
IGFBP-2 (104-287) Tyrl103 - Gly104 Arg287 - Met288
Fragmente, die die C-terminale Doméane umfassen
IGFBP-2 (153-289) Leul52 — Alal53 C-Terminus
IGFBP-2 (157-289) Argl56 - Gluls7 C-Terminus
IGFBP-2 (157-287) Argl56 - Glul57 Arg287 - Met288
IGFBP-2 (159-289) Lys158 - Val159 C-Terminus
IGFBP-2 (159-287) Lys158 - Val159 Arg287 - Met288
IGFBP-2 (166-289) GIn165 - Met166 C-Terminus
IGFBP-2 (166-287) GIn165 - Met166 Arg287 - Met288
IGFBP-2 (167-289) Met166 - Gly167 C-Terminus

|GFBP-2 (167-288)

Met166 - Gly167

Met288 - GIn289

|GFBP-2 (167-287) Met166 - Gly167 Arg287 - Met288
|GFBP-2 (167-279) Met166 - Gly167 Glu279 - Ala280
|GFBP-2 (169-287) Lys168 - Gly169 Arg287 - Met288

Fragmente, die durch Spaltung innerhalb der C-terminalen Domane entstehen

|GFBP-2 (167-204)

Met166 - Gly167

Tyr204 —Met205

|GFBP-2 (205-289)

Thr204 — Met205

C-Terminus

|GFBP-2 (205-287)

Thr204 — Met205

Arg287 - Met288

Tabelle 22 Ubersicht tiber die im Hamofiltrat identifizierten |GFBP-2-Fragmente mit ihren zugehdrigen C-
sowie N-terminalen Spaltstellen. Das am haufigsten vorkommende Fragment IGFBP-2 (167-279) ist fett

gedruckt.
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Zum einen wurden die Fragmente IGFBP-2 (104-289) und IGFBP-2 (104-287) isoliert,
welche sowohl die variable mittlere Region als auch die C-terminale Doméane von IGFBP-2
umfaldten. Zum anderen konnten zahlreiche Fragmente aufgereinigt werden, die einen Teil der
mittleren Region sowie die konservierte C-terminale Domane enthielten. Die
unterschiedlichen Fragmente zeigten dabel sowohl C- as auch N-terminal meist nur einen
Unterschied von wenigen Aminosauren. Das dominierende C-terminale Fragment war
IGFBP-2 (167-279). Dartiberhinaus konnten drei kleinere Fragmente identifiziert werden, die
durch Spaltung der C-terminalen Fragmente IGFBP-2 (167-289) bzw. IGFBP-2 (167-287)
innerhalb der konservierten C-terminalen Doméne gebildet wurden. Eine schematische
Darstellung der verschiedenen Spaltstellen ist in Abbildung 34 zu sehen.

N-terminale C-terminale
Cys-reiche Region Cys-reiche Region
I EVL......cc..... GTC 92 191 CQQ......... RMQ 289
| mittlere Region [
NH, | \ - - COOH
< o ~ o o o 00 O
= n =& ce © \ 3 g
1 EVLFR...RDAEY GASPE....AVFREKVTEQHRQMGKGGKL....EARGVHTQRMQ 289

Abbildung 36:

Schematische Darstellung der Sruktur und der Proteolyse von IGFBP-2 in humanem Hamofiltrat. In der
mittleren, nicht konservierten Region des IGFBP-2-Molekiils befinden sich zahlreiche Spaltstellen. Ebenso
tritt eine proteolytische Prozessierung am C-terminalen Ende des Molekils auf. Die Spaltung erfolgt dabei
jeweils N-terminal der mit einem Pfeil markierten Aminosiure. Die Spaltstelle innerhalb der C-terminalen
Doméne zwischen Thr204 und Met205 ist nicht markiert. Bereiche im |GFBP-2-Molekil, die den hier
isolierten |GFBP-2-Fragmenten entsprechen, sind fett gedruckt. Weiterhin sind die konservierten C- und N-
terminalen Doméanen als Kastchen sowie die Cysteinverbriickung innerhalb der C-terminalen Doméane (vgl.
Abschnitt 3.2.3) dargestellt.
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Wahrend dle anderen identifizierten Fragmente durch proteolytische Spaltung in der
variablen Verbindungsregion entstanden, konnten mit den Fragmenten IGFBP-2 (167-204)
und IGFBP-2 (205-289) bzw. IGFBP-2 (205-287) drei Fragmente identifiziert werden, die
durch Proteolyse innerhalb der konservierten C-terminalen Region zwischen Thr204 und
Met205 gebildet wurden. Im algemeinen wird angenommen, dal3 die Spaltung der IGFBPs in
der mittleren variablen Doméane erfolgt (Chernausek et al., 1995; Baxter, 2000). Bislang
konnten noch keine Fragmente beschrieben werden, die durch Spaltung innerhalb der
konservierten C- oder N-terminalen Doménen gebildet wurden. Ob es sich bel den hier
isolierten Fragmenten um Fragmente mit physiologischer Relevanz handelt, ist allerdings
fraglich. Eher kann vermutet werden, dal3 es sich um reine Abbauprodukte handelt. Allerdings
kénnen aus der Identifizierung dieser Fragmente Rickschlisse auf die Tertiarstruktur der C-
terminalen Domane von IGFBP-2 gezogen werden. Die Spaltstelle sollte sich dabei in einem

aul3eren Bereich befinden, der fir Proteolyse leicht zuganglich ist.

Da bei der proteolytischen Prozessierung von IGFBP-2 eine grof3e Anzahl unterschiedlicher
Fragmente zu detektieren war, gestaltet sich die Zuordnung einzelner Proteasen als schwierig.
Aufgrund der grofden Anzahl an Spaltstellen ist zu vermuten, dal3 bel der proteolytischen
Prozessierung von IGFBP-2 mehrere Proteasen beteiligt sind.

Generell falt auf, dal3 die Spaltung oft C-terminal der basischen Aminosduren Lysin und
Arginin erfolgt. Dieses ist sowohl in der mittleren Verbindungsregion bei den Aminosaure-
Resten Arg156, Lys158 und Lys168 als auch zwischen Arg287 and Met288 am C-terminaen
Ende des Moleklls zu beobachten. Da Trypsin C-terminal von Lysin und Arginin spaltet,
kénnte es sich bei der involvierten Protease um eine Trypsin-ghnliche Proteaseaktivitét
handeln. Ebenso ware eine Hydrolyse der Peptidbindung durch Plasmin denkbar, welches
ebenfalls zur Spaltung C-terminal von Arginin- und Lysin-Resten befahigt ist. Eine limitierte
Proteolyse von IGFBP-2 durch Plasmin konnte dabei bereits im Zellkulturiberstand der
Neuroblastoma-Zelllinie SK-N-SH gezeigt werden (Menouny et al., 1997). Bei der Spaltung
zwischen Argl56 und Glul57 sowie zwischen Arg287 und Met288 besteht weiterhin die
Moglichkeit, da’3 die proteolytische Prozessierung durch Kallikrein erfolgt. Auch fir
Kallikrein ist bekannt, dal3 eine Proteolyse C-terminal von Arginin stattfinden kann.

Bel der Bildung der Fragmente IGFBP-2 (104-289) bzw. IGFBP-2 (104-287) tritt ferner eine
Spaltung zwischen Tyrl03 und Gly104 auf. In der mittleren Verbindungsregion scheint
weiterhin eine wichtige proteol ytische Spaltung zwischen Met 166 und Gly167 zu erfolgen.
Sowohl bel der Spaltung C-terminal von Tyrosin als auch bel der Spaltung C-terminal von
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Methionin konnte dabei eine Chymotrypsin-ahnliche Proteaseaktivitét involviert sein. Fr
Chymotrypsin ist bekannt, dal3 die hauptsachlichen Spaltstellen C-terminal der aromatischen
Aminosduren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin zu finden sind. Weiterhin tritt eine
Hydrolyse der Peptidbindung C-terminal der Aminosauren Leucin, Methionin und Alanin auf.
Somit konnte eine Chymotrypsin-dhnliche Protease weiterhin fir die Spaltung zwischen
Leul52 und Alal53 verantwortlich sein.

Eine weitere Hauptspaltstelle ist am C-terminaden Ende der konservierten C-terminalen
Domaéne zwischen Glu279 und Ala280 zu beobachten. Die Zuordnung einer bekannten
Protease ist dabei nach heutigem Kenntnisstand nicht moglich. Ebenso ist bisang keine
Protease bekannt, die spezifisch zwischen den Aminosdure-Resten Threonin und Methionin
gpaltet. Durch die Spaltung zwischen Thr204 und Met205 innerhalb der C-terminalen
Doméne werden dabei die Fragmente IGFBP-2 (167-204) sowie IGFBP-2 (205-289) und
|GFBP-2 (205-287) gebildet.

Da sehr oft Fragmente auftreten, die sich entweder C- oder N-termina nur um wenige
Aminosauren unterscheiden, wére bei der proteolytischen Prozessierung von IGFBP-2 auch

ein sequentieller Verdau unter Beteiligung verschiedener Endo- und Exoproteasen denkbar.

Interessant erscheint, dal3 bereits dhnliche C-terminale Fragmente sowohl von humanem als
auch von IGFBP-2 aus Ratte beschrieben wurden.

So wurde schon 1988 von Wang et al. ein IGFBP-2-Fragment publiziert, welches aus dem
Zellkulturtberstand der Zelllinie BRL-3A aus Ratte isoliert wurde. Dieses wurde durch
Proteolyse zwischen Glul47 und Metl48 gebildet, wobel diese Spaltstelle derjenigen
zwischen GIn165 und Metl66 der humanen Form von IGFBP-2 entspricht. Mit dem
Fragment IGFBP-2 (166-289) konnte wahrend dieser Promotion ein Fragment identifiziert
werden, welches durch proteolytische Spaltung an exakt dieser Stelle gebildet wurde. Im
Rahmen der Proteomanayse humanen Blutfiltrats konnte welterhin das Fragment
IGFBP-2 (153-165) aus der variablen Verbindungsregion identifiziert werden (L.Sténdker,
unverdffentliche Ergebnisse). Es scheint sich somit hierbel um die spezifische Spaltstelle
einer Endoprotease zu handeln. Die Zuordnung einer Protease mit einer spezifischen
Spaltstelle zwischen Glutaminsdure und Methionin bzw. Glutamin and Methionin ist nach
heutigem Kenntnisstand allerdings nicht moglich.

Weiterhin wurden C-terminale |GFBP-2-Fragmente aus humaner Milch beschrieben, die N-
terminal mit den Aminosduren Gly169 bzw. Lys181 begannen (Ho & Baxter, 1997). Dabei
konnte vor kurzem eine IGFBP-2-spezifische Proteaseaktivitdt in humaner Milch detektiert
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werden (Elmlinger et al., 1999), die Fragmente &hnlicher GrofRe generierte. Durch
Inhibitorstudien in vitro wurde diese a's Metallionen-abhéngige Serinprotease charakterisiert.
Mit IGFBP-2 (169-279) konnte dabei im Rahmen dieser Promotion ein entsprechendes

Fragment identifiziert werden.

Allerdings konnte mit den angewandten Methoden kein N-terminales Fragment von IGFBP-2
identifiziert werden. Ein moglicher Grund kdnnte zum einen darin zu finden sein, dal3 der N-
Terminus trotz Verwendung eines polyklonalen Antiserums nicht detektiert werden konnte.
Aus Erfahrung mit anderen IGFBP-Antiseren erscheint dies jedoch eher unwahrscheinlich.
Zum anderen besteht die Moglichkeit, dal3 das N-terminale Fragment im Hamofiltrat nur in
sehr geringen Mengen vorliegt. Dabei konnte es einerseits sehr schnell von Zellen
internalisiert, abgebaut und damit aus der Zirkulation entfernt werden. Andererseits kdnnte es
auch wahrend der Hamofiltration verloren gehen. So wére es beispielsweise denkbar, dal3
Absorptionseffekte am Hamofilter auftreten oder dal3 es sich um ein grof3es oder

komplexiertes Fragment handelt, welches aufgrund seiner Grof3e nicht filtriert wird.

4.2.2 Bindungseigenschaften der isolierten | GFBP-2-Fragmente

Die isolierten IGFBP-2-Fragmente wurden weiterhin bezlglich ihrer Bindungseigenschaften
fur IGF-1 und —I1 untersucht. Zunéchst wurde die Bindungsféhigkeit der einzelnen Fragmente
im Western-Ligandblot getestet. Fir einzelne Fragmente wurden anschlie3end die
Bindungsaffinitdten fur IGF-1 mit Hilfe von Séttigungsstudien im chemischen Gleichgewicht
sowie fur IGF-1I mittels Echtzeitmessungen im BIACore bestimmt. Dabel zeigten alle
Fragmente verglichen mit dem Gesamtmolekil rhiGFBP-2 eine verringerte Bindungsaffinitat.

Besonders interessant war der Vergleich des Fragments IGFBP-2 (167-289) mit einer
molekularen Masse von 12858 Da mit dem IGFBP-2-Fragment mit einer molekularen Masse
von 12875 Da. Obwohl beide Fragmente N-terminal mit der Aminoséure Gly167 begannen
und nur einen Massenunterschied von 17 Da besal3en, zeigten sie deutliche Unterschiede
bezlglich ihrer Bindungseigenschaften fur IGF-I und -11. Schon im Liganden-Blot konnte
gezeigt werden, dal3 das Fragment IGFBP-2 (167-279) noch eine deutliche Bindung von IGF-
Il besal3, wahrend keine Bindung von IGF-I detektiert werden konnte. Hingegen zeigte das
Fragment IGFBP-2 (12875 Da) kaum eine Bindung von IGF-1l, war aber zu einer deutlich

detektierbaren Bindung von IGF-1 in der Lage. Genauere Untersuchungen zur Bestimmung
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der Bindungsaffinitdten der Fragmente zu IGF-I und -1 bestétigten diese Beobachtung. Fur
das Fragment IGFBP-2 (167-279) konnte fur IGF-11 eine Dissoziationskonstante K4 = 43 nM
bestimmt werden, was einer 10fach verringerten Bindungsaffinitdt verglichen mit rhiGFBP-2
entsprach. Hingegen war die Bindungsaffinitét far IGF-I mit Kq = 495 nM in Bezug auf
rhIGFBP-2 150fach verringert. Im Gegensatz dazu zeigte das Fragment IGFBP-2 (12875 Da)
sowohl fur IGF-1 as auch fur IGF-11 verglichen mit rhIGFBP-2 eine ungeféhr 35fache
Verringerung der Bindungsaffinitdt. Diese entsprach Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten
von Ky =120 nM fur IGF-1 bzw. K4 = 141 nM fir IGF-I1.

Leider konnte bislang nicht geniigend Material des Fragments IGFBP-2 (12875 Da) fur
umfangreiche welterfihrende Analysen zur Aufklarung moglicher Modifikationen oder
Mutationen gewonnen werden. Die vollstandige Aufklérung der Struktur des Fragments wird
allerdings Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Interessanterweise kdnnen Paralelen zwischen dem Fragment IGFBP-2 (12875 Da) und
bereits beschriebenen C-terminalen IGFBP-2-Fragmenten aus humaner Milch (Ho & Baxter,
1997) aufgezeigt werden. Dabei wurde in humaner Milch ein Fragment identifiziert, welches
N-terminal mit der Aminosaure Gly169 begann. Diesem Fragment konnte ebenfalls keine
Sequenz von IGFBP-2 eindeutig zugeordnet werden, da die bestimmte Molekularmasse mit
der theoretisch berechneten Masse eines | GFBP-2-Fragments nicht Gbereinstimmte. Trotz der
unzureichenden Aufkldrung der Struktur des Peptids konnte eine deutliche 1GF-

Bindungsfahigkeit sowohl fur IGF-1 als auch fur IGF-11 gezeigt werden.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit mit IGFBP-2 (104-289) ein Fragment isoliert, welches
sowohl die mittlere Verbindungsregion als auch den C-Terminus von IGFBP-2 umfalite.
Wéhrend fur IGFBP-3 beschrieben wurde, dal3 das Vorhandensein der mittleren
Verbindungsregion eine Erhthung der 1GF-11-Bindungsaffinitét der N-terminalen Doméne
bewirkte (Hashimoto et al., 1997), konnte bei dem Fragment IGFBP-2 (104-289) keine
verbesserte Bindung von IGF-I oder —II verglichen mit dem Fragment IGFBP-2 (167-279)
detektiert werden. Im Gegensatz dazu zeigte das Fragment IGFBP-2 (104-289) mit
Kg=133nM eine deutlich geringere IGF-II-Bindungsaffinitdét as das Fragment
|IGFBP-2 (167-279) mit mit Kq = 43 nM.

Insgesamt zeigten ale Fragmente bis auf IGFBP-2 (167-279) und der Mischfraktion
IGFBP-2 (167-289) eine ungefahr 35fache Abnahme der Bindungaffinitét fur IGF-11. Die
Mischfraktion IGFBP-2 (167-289) enthielt dabei drei verschiedene Fragmente, die die
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Sequenzbereiche Gly167-GIn289, Glyl167-Met288 und Gly167-Arg287 umfaldten (vgl.
Abschnitt 3.2.4). Die N-terminalen Enden des Fragments IGFBP-2 (167-279) sowie der
Fragmente in der Mischfraktion IGFBP-2 (167-289) stimmten somit Uberein. Allerdings war
das Fragment IGFBP-2 (167-279) C-terminal um 10 Aminosauren verkirzt, wéhrend die
Fragmente der Mischfraktion nahezu den gesamten C-terminalen Bereich umfaliten.
Interessanterweise zeigte das C-terminal verkirzte Fragment IGFBP-2 (167-279) nur eine
10fach verringerte IGF-11-Bindungsaffinitédt verglichen mit rhiIGFBP-2. Die Bindungsaffinitét
der Mischfraktion IGFBP-2 (167-289) fur IGF-11 war hingegen ca. 50fach verringert. Der
Verlust der 10 C-terminalen Aminosauren bewirkte somit eine deutliche Steigerung der IGF-
[1-Bindungsaffinitét.

Im Gegensatz dazu konnten Forbes et al. (1998) fur bovines IGFBP-2 zeigen, dal3 der Verlust
der letzten 14, 36 oder 48 Aminosduren keinen EinfluR auf die Bindungse genschaften des
|GFBP-2-Gesamtmol ekills hatte. Der Verlust der letzten 63 C-terminalen Aminosaure-Reste
resultierte hingegen in einer deutlichen Abnahme der |GF-Bindungsaffinitét.

Insgesamt konnte durch unterschiedliche Studien gezeigt werden, dal3 sowohl die C- a's auch
die N-terminalen Domanen von IGFBP-2 zur hochaffinen Bindung von IGF-I und -l
beitragen.

Die Involvierung der C-terminalen Domane in die IGF-Bindung von IGFBP-2 konnte bereits
1988 von Wang et al. durch die Isolierung eines IGFBP-2-Fragments aus dem
Zellkulturtberstand der Zelllinie BRL-3A aus Ratte gezeigt werden. Dieses umfaldte sowohl
einen Tell der mittleren Region as auch den C-Terminus von IGFBP-2 und war zu einer
hochspezifischen Bindung von IGF-I und -1 féhig. Jedoch war die IGF-Bindungsaffinitét im
Vergleich zum IGFBP-2-Gesamtmol ekl 5-15fach verringert. Auch fur C-terminale IGFBP-
2-Fragmente aus humaner Milch konnte eine spezifische Bindung von IGF-I und -lI
beschrieben werden (Ho & Baxter, 1997). Allerdings zeigten diese nur 10% der IGF-I- bzw.
25% der IGF-11-Bindungskapazitdt des |IGFBP-2-Gesamtmolekils. Einige Bereiche der C-
terminalen Domane von IGFBP-2, die bei der Bindung der IGFs beteiligt sind, konnten dabei
bereits aufgeklart werden. So konnte durch Photoaffinitéts-Markierung gezeigt werden, dal3
die C-terminalen Aminosduren 212-217 sowie 266-287 von IGFBP-2 in die Interaktion von
IGFBP-2 und IGF-1 involviert sind (Horney et al., 2001). Fir bovines IGFBP-2 konnte
weiterhin beschrieben werden, dal3 die Aminosaure-Reste Lys222-Asn136 eine entscheidende
Rolle bel der Bindung der IGFs spielen (Forbes et al., 1998). Dieser Bereich wurde durch die

Deletion verschiedener C-terminaler Bereiche identifiziert. Wahrend der Verlust der letzten
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14, 36 oder 48 Aminosauren keine veranderte IGF-Bindung der entsprechenden |IGFBP-2-
Mutante hervorrief, hatte die Deletion der letzten 63 Aminosauren eine deutlich verringerte
Bindungsaffinitét zur Folge.

Welitere Untersuchungen mit bovinem IGFBP-2 konnten ebenfalls eine wichtige Rolle der N-
terminalen Domane von IGFBP-2 bei der Bindung der IGFs aufzeigen. Eine besondere
Stellung scheint dabei der Aminosdure Tyr60 zuzukommen. So bewirkte die chemische
Modifikation von Tyr60 durch lodierung eine Verringerung der Bindungsaffinitét des |GFBP-
2-Molekils fur die IGFs (Hobba et al., 1996). Auch konnte gezeigt werden, dald bei
gleichzeitiger Bindung von IGF-1 und -1 keine lodierung der Aminosdure Tyr60 moglich
war. Die Bedeutung der Aminoséure Tyr60 wurde in weiterfuhrenden Untersuchungen von
IGFBP-2-Mutanten sowohl durch Bindungsstudien im chemischen Gleichgewicht als auch
durch Echtzeit-Messungen im BIACore unterstrichen. So resultierte die Substitution von
Tyr60 durch Alanin oder Phenylalanin in einer deutlich verringerten Affinitét der IGFBP-2-
Mutanten fir die IGFs (Hobba et al., 1998). Hingegen hatten Mutationen von benachbarten
und ebenfalls konservierten Aminosauren keine Auswirkungen auf das Bindungsverhalten.
Neuere Untersuchungen an bovinem IGFBP-2 mittels BIACore-Analyse konnten die
genauere Bedeutung der N- und der C-terminalen Domanen weiter aufkléren (Carrick et al.,
2001). Es wurde beschrieben, dal?3 die N-terminale Doméane zur schnellen Assoziation mit
IGF-I1 und —lI beféhigt ist. Hingegen bildet die C-terminale Doméane einen Komplex mit den
IGFs aus, der eine hdhere Stabilitét als der Komplex mit der N-terminalen Doméne aufweist.
Durch die Beobachtung eines relativ stabilen Komplexes der C-terminalen Doméane mit den
IGFs kann erklart werden, warum fur die Rahmen dieser Promotion isolierten C-terminalen

Fragmente eine spezifische Bindung der IGFs gezeigt werden konnte.

4.3 Isolierte Fragmente von | GFBP-4

Die este Isolierung von I[IGFBP-4 erfolgte zeitgleich aus dem konditionierten
Zellkulturtiberstand der humanen Osteosarkoma-Zelllinie TE-89 (Mohan et al., 1989) und aus
dem Serum von adulten Ratten (Shimonaka et al., 1989).

IGFBP-4 ist neben IGFBP-3 das einzige Bindeprotein der IGFs, welches mit Asn104 eine N-
Glykosylierungsstelle besitzt. Diese ist variabel glykosyliert (Cedaet al., 1991; Cheung et al.,
1991), so dal? das IGFBP-4-Molekil in Molekulargewichtsvarianten zwischen 24 und 28 kDa

vorkommt. Die Glykosylierung scheint aber keinen Einflufld auf die Bindungseigenschaften
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von IGFBP-4 zu besitzen (Carr et al., 1994). Zu den weiteren stukturellen Besonderheiten von
|GFBP-4 zahlen zwei zusétzlich Cystein-Reste im N-terminalen Bereich.

IGFBP-4 konnte bislang nicht nur im Serum und in verschiedenen Zellkulturiberstanden,
sondern auch in Seminalflissigkeit sowie interstitieller und synovialer Flissigkeit
nachgewiesen werden (Rgjaram et al., 1997).

4.3.1 Proteolytische Prozessierung von | GFBP-4

Wahrend dieser Promotion konnte zum einen im Rahmen der systematischen Proteomanalyse
humanen Blutfiltrats das N-terminale Fragment IGFBP-4 (4-122) identifiziert werden. Zum
anderen konnte das Fragment IGFBP-4 (136-237) anhand seiner Immunreaktividgt im
Western-Immunaoblot isoliert werden. Dieses Fragment entspricht der C-terminalen Domane
des IGFBP-4-Molekiils. Eine schematische Ubersicht der Proteolyse von IGFBP-4 in
humanem Hamofiltrat ist in Abbildung 37 dargestellt.

Das Auftreten eines N- wie auch eines C-terminaen Fragments unterstitzt dabei die
Hypothese, dal3 die proteolyitsche Prozessierung der IGFBPs im algemeinen zu zwei

Hauptfragmenten fihrt, die den C- und N-terminalen konservierten Doménen entsprechen.

Neben dem bereits bekannten N-terminalen Fragment IGFBP-4 (1-122) (Standker et al.,
2000) konnte somit ein weiteres N-terminales Fragment aufgereinigt werden. Das hislang
unbekannte Fragment IGFBP-4 (4-122) ist dabei N-terminal um drel Aminosauren verkirzt.
Ob der Verlust der N-terminalen Aminosauren Asp-Glu-Ala eine biologische Signifikanz
besitzt, ist allerdings noch unklar. Interessanterweise beinhaltet dieser kurze Sequenzabschnitt
jedoch zwei saure Aminosauren, so dal3 durch den Verlust die Gesamtladung des Molekiils
veréndert wird. Dabei hat das Fragment IGFBP-4 (1-122) einen Isoelektrischen Punkt von
5,9, wohingegen das Fragment IGFBP-4 (4-122) einen Isoelektrischen Punkt von 6,5 besitzt.
Auch stellt sich die Frage, ob der N-terminalen Verkirzung von Peptiden ein generelles
Konzept zu Grunde liegt. Zum einen treten auch verkirzte Formen der IGFs auf. Die
entsprechenden Peptide des(1-3) IGF-1 bzw. des(1-6) IGF-1I besitzen dabei veranderte
biologische Eigenschaften. So sind sie zwar noch zur Bindung des IGF1R in der Lage, jedoch
ist die Bindung zu den IGFBPs deutlich verringert. Zum anderen wurde ebenfalls die N-
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terminal um drel Aminosauren verkirzte Form des(1-3) IGFBP-2 beschrieben (Mottola et al.,
1989; Cohick et al., 1995).

N-terminale C-terminale
Cys-reiche Region Cys-reiche Region
I DEA.............. RRC 117 153 CQS........... FRE 237
NH, <{ mittlere Region | }> COOH

N 0

4 122 136
1 DEAIHCPP.....LGKHF AKIRDRSTSGGKM KVNGA........... DSFRE 237
Abbildung 37:

Schematische Darstellung der Struktur und der Proteolyse von |GFBP-4 in humanem Hamofiltrat ( St&ndker
et al., 2000). Dieidentifizierten Spaltstellen im Molekill sind durch Pfeile markiert. Die Spaltung erfolgt zum
einen in der mittleren Region C-terminal der Aminosaure Phel22 sowie N-terminal der Aminosaure Lys136,
wobei die zirkulierenden N-terminalen Fragmente IGFBP-4 (1-122) und IGFBP-4 (4-122) sowie das C-
terminale Fragment IGFBP-4 (136-237) entstehen. Zum anderen wird zur Bildung des verkirzten N-
terminalen Fragments die Peptidbindung N-terminal der Aminosdure Ile4 hydrolysiert. Isolierte Fragmente
sind durch fett gedruckte Buchstaben gekennzeichnet, die konservierten C- und N-terminalen Doméanen sind
als Kastchen dargestellt. Weiterhin ist die Disulfidverbriickung in der C-terminalen Region gezeig (vgl
Abschnitt 3.3.3).

Da beide N-terminalen Fragmente C-terminal von Phel22 proteolytisch gespalten werden,
kann dort eine spezifische Spaltstelle fir IGFBP-4 im Serum vermutet werden. Fir eine
spezifische Spaltstelle zwischen Phel22 und Alal23 spricht auch die Identifizierung des
Peptids IGFBP-4 (123-135) aus dem mittleren Bereich des IGFBP-4-Molekils, welches
kirzlich im Hamofiltrat durch systematische Proteomanayse detektiert werden konnte
(L.Stéandker, unverdffentliche Ergebnisse). Dieses Peptid entspricht exakt dem fehlenden
Bereich des IGFBP-4-Molekiils zwischen den isolierten N- und C-terminalen Fragmenten.
Die Beobachtung l&’t den Schlul® zu, da die identifizierten 1GFBP-4-Fragmente durch
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direkte Proteolyse zwischen Phel22 — Alal23 und Metl35 — Lys136 entstehen. Die
proteolytische Prozessierung von IGFBP-4 erfolgt somit durch spezifische Endoproteasen
ohne sequentiellen Verdau durch verschiedenen Proteasen oder Involvierung von Amino-

oder Carboxypeptidasen.

Aufgrund der unterschiedlichen Spaltstellen im IGFBP-4-Mol ekl sind bei der Entstehung der
Fragmente vermutlich zwei Proteasen beteiligt. Zum einen findet eine Spaltung zwischen
Met135 und Lysl136 statt, wodurch das C-terminale Fragment gebildet wird. Dabei kénnten
Kalikreine eine Rolle spielen, da diese zur Spatung von Peptidbindungen zwischen
Methionin- und Lysin-Resten zirkulierender Kininogene féahig sind (Clements et al., 1989).
Eine weitere Spaltung zwischen Phel22 und Alal23 fihrt zur Entstehung der N-terminalen
Fragmente. Da Chymotrypsin Peptidbindungen C-terminal von aromatischen Aminosauren
hydrolysiert, kdnnte es sich hierbei um eine Chymotrypsin-ahnliche Proteaseaktividt handeln.
Zur Entstehung des hier isolierten verkirzten N-terminalen Fragments ist weiterhin eine
Hydrolyse der Peptidbindung zwischen Ala3 und Ile4 notwendig. Bislang ist allerdings keine
Protease mit einer spezifischen Spaltstelle zwischen den Aminoséure-Resten Alanin und
Isoleucin bekannt. Denkbar wére hierbei aber, dal3 die proteolytische Abspaltung der drel N-
terminalen Aminosauren durch Aminopeptidasen erfolgt.

Interessanterweise konnten bereits C-terminale |GFBP-4-Fragmente beschrieben werden, die
ebenfalls mit Lys136 oder mit dem entsprechenden Lys132 des IGFBP-4-Molekils der Ratte
beginnen. Das humane Fragment wird dabel zum einen durch eine IGF-I1-abhéngige Protease
im Zellkulturiberstand von Osteoblasten und Fibroblasten gebildet (Conover et al., 1995).
Aufgrund von Inhibitorstudien in vitro wurde vermutet, dal es sich dabei um eine Kalzium-
abhangige Metalloprotease handelt. Lawrence et al. (1999) identifizierten die |GF-abhangige
| GFBP-4-Protease aus dem konditionierten Medium von Fibroblasten schlieflich als zn?*-
abhangiges PAPP-A (pregnancy-associated plasma protein-A). Zum anderen konnte kirzlich
eine IGF-Il-abhéngige Protease im Serum schwangerer Frauen detektiert werden, die
ebenfalls eine spezifische Spaltstelle zwischen Met135 und Lys136 besal3 (Byun et al., 2000).
Ob es sich hierbei um die gleiche Protease handelt, konnte allerdings bislang nicht aufgeklart
werden. Das entsprechende C-terminale Fragment aus Ratte konnte im Medium der
neuronalen Zelllinie B104 identifiziert werden (Chernausek et al., 1995). Die proteolytische
Aktivitét fur IGFBP-4 aus dem Zellkulturiberstand von B104 Zellen wurde bereits zuvor as
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Glucokortikoid-induzierbare, Ca?*-abéngige Metallo-Serinprotease beschrieben (Cheung et
al., 1994).
Eine weitere Moglichkeit ist in der Spaltung durch die saure Protease Cathepsin D zu sehen,
fr die ebenfalls eine Spaltung von IGFBP-4 an Met135 gezeigt werden konnte (Claussen et
al., 1997).

Wiederum muf3 berticksichtig werden, dal3 als Ausgangsmaterial Hamofiltrat von Patienten
mit Niereninsuffizienz verwendet wurde. Dies erscheint wichtig, da die Proteolyse von
IGFBP-4 ebenfalls von verschiedenen physiologischen und pathophysiologischen Zustanden
des Organismus abhéngig ist. Beispielsweise wurde beschrieben, dal3 nach Bypass
Operationen transient eine verstarkte |GFBP-4-Proteolyse auftritt (Cwyfan-Hughes et al.,
1992). Auch wird bel Schwangerschaft IGFBP-4 vermehrt durch eine Disintegrin-
Metalloprotease gespalten (Kubler et al., 1998).

Allerdings konnte gezeigt werden, dal3 die IGFBP-4-Proteaseaktivitét im Serum von Patienten
mit Niereninsuffizienz in vitro eher derjenigen von nicht schwangeren als von schwangeren
Frauen entspricht (T.Braulke, unverdffentliche Ergebnisse). Diese Beobachtung legt den
Schlu® nahe, dal3 bel chronisch nierenkranken Personen keine erhGhte oder verénderte
| GFBP-4-Proteaseaktivitat auftritt.

4.3.2 Bindungseigenschaften der isolierten | GFBP-4-Fragmente

Weiterhin wurden die Bindungsaffinitdten der im Rahmen dieser Promotion isolierten
|GFBP-4-Fragmente fur IGF-1 und -1 bestimmt. Aufgrund der Isolierung sowohl eines N-
terminalen als auch eines C-terminalen |GFBP-4-Fragments konnte dabel eine Aussage Uber
die Bedeutung der beiden konservierten Domanen des IGFBP-4-Molekils fur die Bindung

von IGF-1 und -11 getroffen werden.

Das verkurzte N-terminale Fragment IGFBP-4 (4-122) zeigte mit den Gleichgewichts-
Dissoziationkonstanten Kq = 24 nM fur IGF-1 bzw. K4 = 26 nM fur IGF-11 noch eine deutliche
Bindung beider IGFs. Die bestimmten Bindungskonstanten entsprachen dabel einer Sfachen
bzw. einer 12fachen Abnahme der IGF-Bindungsaffinitdt bezogen auf das IGFBP-4-

Gesamtmol ekl
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Das C-terminale Fragment |GFBP-4 (136-237) war hingegen nur noch zu einer niedrigaffinen
Bindung der beiden IGFs fahig. So wurde fur die Bindung von IGF-I eine Gleichgewichts-
Dissoziationskonstante von Ky = 164 nM sowie fir IGF-11 von Ky = 184 nM erhalten.

Neben dem hier isolierten verkirzten Fragment aus der N-terminden Doméne
IGFBP-4 (4-122) konnte bereits das nicht verkiirzte N-terminale Fragment IGFBP-4 (1-122)
beschrieben werden (Standker et al., 2000). Dabei scheint die C-terminale Verkirzung um
drei Aminosauren keinen Einflul? auf die Bindungseigenschaften des Fragments fur IGF-1 und
-1l zu haben, da die bestimmten Bindungsaffinitéten derjenigen des nicht verkirzten
Fragments entsprachen (Standker et al., 2000).

Es konnte somit gezeigt werden, dal3 das N-terminale |GFBP-4-Fragment noch eine deutliche
Bindung der IGFs besal3, wohingegen das C-terminale Fragment nur noch zu einer
niedrigaffinen Bindung der IGFs fahig war. Diese Beobachtungen lassen den Schlul3 zu, dal3
die Hauptbindungsstelle fur die IGFs im IGFBP-4-Molekil in der N-terminalen Doméane zu
findenist. Allerdings sind beide Doménen fur die hochaffine Bindung der IGFs notwendig, da
das N-terminale Fragment im Vergleich mit dem IGFBP-4-Gesamtmolekll eine verringerte
Bindungsaffinitdt zu den IGFs zeigte.

Diese Ergebnisse stimmen gut mit dem bereits beschriebenen Bindungsverhalten
verschiedener IGFBP-4-Fragmente Uberein. So konnte ein IGFBP-4-Fragment mit einer
molaren Masse von 16 kDa isoliert werden, welches den N-Terminus sowie einen geringen
Anteill der mittleren Region umfaldte (Cheung et al., 1994). Auch dieses war zu einer
spezifischen IGF-Bindung in der Lage, wobel das Fragment jedoch eine 20fach verringerte
Affinitét als das Gesamt-IGFBP-4-Molekll zeigte. Auch Qin et al. (1998) konnten zeigen,
da3 das N-terminale Fragment von IGFBP-4 noch eine deutliche IGF-Bindungsféhigkeit
besal3, wohingegen fur C-terminale Fragmente keine Bindung der IGFs detektiert werden
konnte.

Durch die Einfiihrung verschiedener Mutationen in das IGFBP-4-Molekil konnten weiterhin
gezeigt werden, dal’ sowohl der Bereich Leu72-Ser91 in der N-terminalen Doméne als auch
der Bereich Cys205-Va214 in der C-terminalen Doméane fur die hochaffine Bindung der
IGFs notwendig ist (Qin et al., 1998). Wahrend der Bereich in der N-terminalen Domane
dabel essentiell fur die Bindung der IGFs ist, scheint die Aufgabe des C-terminalen Bereichs
darin zu bestehen, die Bindung der IGFs zu fordern bzw. zu erleichtern. Ferner konnte
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beschrieben werden, dal3 die mittlere Region nur einen geringen Einflul auf die
Bindungseigenschaften des IGFBP-4-Molekils besitzt (Qin et al., 1998). So hatte eine
Deletion der Bereiche Pro94-Glul19 sowie His121-Prol41 keine Auswirkung auf die 1GF-
Bindung von IGFBP-4.

4.4 Aufklarung der Disulfidverbriickung in den C-terminalen Doméanen von | GFBP-2
und -4

Im Rahmen dieser Promotion konnten weiterhin die Disulfidbriickenmuster der isolierten C-
terminalen Fragmente IGFBP-2 (167-279) und IGFBP-4 (136-237) aufgeklart werden.

Fir IGFBP-2 (167-279) konnte eine Verbrickung der Cysteinreste Cys191 und Cys225,
Cys236 und Cys247 sowie Cys249 und Cys270 nachgewiesen werden. Im Fragment
IGFBP-4 (136-237) waren die Cysteinreste Cys153 und Cys183, Cys194 und Cys205 sowie
Cys207 und Cys228 Uber Disulfidbricken miteinander verknipft. Beide Fragmente besal3en
somit eine Disufidbriickenmuster nach dem Schema 1-2, 3-4 und 5-6.

Das hier beobachtete Verbrickungsmuster wurde ebenfalls fir den C-Terminus von bovinem
|GFBP-2 beschrieben (Forbes et al., 1998). Die Ergebnisse lassen somit den Schlul3 zu, dal3 es
sich bel der aufgeklarten Verbriickung der sechs konservierten Cysteine der C-terminalen

Domane um ein konserviertes Muster innerhalb der |GFBPs handelt.

Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dal3 alle sechs konservierten Cysteinreste innerhalb der
C-terminalen Domaéne verbriickt waren. Diese Beobachtung unterstiitzt die algemeine
Annahme, dal3 in den IGFBP-Molekilen keine Verbriickung der Cysteinreste zwischen den
konservierten C- und N-terminalen Doménen sondern nur Disulfidbriicken innerhalb der

jeweiligen konservierten Berei che bestehen.

45 Maogliche Bedeutung der | GFBPsim Organismus

Eine bekannte Funktion der IGFBPs besteht in der Regulation der Bioverfugbarkeit der IGFs.
Durch die hochaffine Bindung der IGFs an die IGFBPs wird die Verfugbarkeit an freien IGFs
limitiert, die mit ihren Rezeptoren in Wechselwirkung treten und somit ihre biologische
Wirkung entfalten kénnen. Die Komplexierung der IGFs durch die IGFBPs fuhrt weiterhin zu
einer deutlichen Erhéhung der Halbwertszeit der IGFsim Organismus. Auch sind die IGFBPs
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dazu in der Lage, IGF-stimulierte Prozesse sowohl zu inhibieren als auch zu verstéarken. Es
wird ebenfalls angenommen, dal3 die IGFBPs fir eine spezifische Verteilung der IGFs in
verschiedenen Korperflissigkeiten /-kompartimenten sorgen. Weiterhin  werden 1GF-
unabhadngige Funktionen der einzelnen IGFBPs im Organismus vermutet (Ubersicht in:
Ragaram et al., 1997).

Insgesamt gibt es zahlreiche Hinweise, die auf eine wichtige Rolle der einzelnen IGFBPs im
Organismus hindeuten.

Zum einen kommt es zu einer zell- und gewebespezifischen Expression der IGFBPs, die sich
im Laufe unterschiedlicher Entwicklungs- und Differenzierungszustande verandert. Dazu
zahlt zum Beispiel das spezifische IGFBP-Expressionsmuster bel der Proliferation und
Differenzierung von Osteoblasten in Zellkultur (Birnbaum & Wiren, 1994).

Zum anderen tritt eine Veradnderung der IGFBP-Expression sowohl in Geweben als auch in
der Zirkulation bei enigen physiologischen und pathophysiologischen Zustanden auf
(Rajaram et al., 1997). So wird durch Fasten eine Erhéhung des Serumspiegels von IGFBP-1
und —2 sowie eine Abnahme des IGFBP-3-Serumspiegels hervorgerufen. Dieser Effekt a3t
sich durch Nahrungsaufnahme wieder umkehren. Auch zeigt sich eine Korrelationen der
Serumspiegel von IGFBP-4 und -5 mit der Knochendichte in Personen mit einer
Wachstumshormon-Defizienz (Thoren et al., 1998).

Im dieser Arbeit wurden die Isolierung und Identifizierung natirlich vorkommender
Fragmente von IGFBP-2 und IGFBP-4 beschrieben. Dabel konnte gezeigt werden, dal3 beide
Bindeproteine durch Proteolyse unterschiedlich pozessiert werden. Die unterschiedliche
proteol ytische Prozessierung 183t dabei ebenfalls auf verschiedene biologische Funktionen der
beiden IGFBPs im Organismus schlief3en. Dabel wird IGFBP-2 eine entscheidende Rolle im
Gehirn zugewiesen, wohingegen IGFBP-4 eine wichtige Rolle im Knochenstoffwechsel zu

spielen scheint.

45.1 Madagliche Funktion und Wirkung von | GFBP-2

IGFBP-2 wird eine besondere Rolle im Gehirn zugeschrieben. Dabei wird postuliert, dal3 es
eine regulatorische Funktion sowohl im Wachstum als auch bei der Differenzierung des
Zentralnervensystems (ZNS) besitzt. Eine mdgliche physiologische Bedeutung von IGFBP-2
im Gehirn wird durch die Beobachtung unterstrichen, dal3 IGFBP-2 nur in bestimmten
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Regionen des ZNS gebildet wird (Tseng et al., 1989). Weliterhin ist es zusammen mit IGFBP-
6 das dominierende IGFBP in der Zerebrospinalflissigkeit (cerebrogpinal fluid, CSF) (Ocrant
et al., 1990). Die CSF enthdlt ebenfalls hohe Konzentrationen an IGF-Il. In diesem
Zusammenhang erscheint es interessant, dal3 IGFBP-2 eine hohere Affinitat fir IGF-11 als fur
IGF-1 aufweist (Roghani et al., 1991). Ein weiterer Hinweis auf eine Funktion von IGFBP-2
im ZNS ist darin zu sehen, dal3 verschiedene Krankheitszustande mit einer Veranderung der
IGFBP-2-Konzentration in der CSF korrelieren. So weisen beispielsweise Patienten mit
Gehirntumoren erhohte |GFBP-2-Spiegel in der CSF auf (Mller et al., 1994).

Es wird angenommen, dal3 IGFBP-2 lokal von Gliazellen und Neuronen exprimiert wird und
in speziellen Regionen des Gehirns die biologische Aktivitét der IGFs moduliert. Als
Wirkungsmechanismus wird dabel postuliert, dal3 IGFBP-2 die IGFs zunachst zu ihren
Rezeptoren transportiert und anschlief3end in direkter Nachbarschaft des IGF1R als Speicher
fur die IGFs fungiert (Russo et al., 1997). Diese Hypothese wird durch die Beobachtung
gestuitzt, dal3 IGFBP-2 dazu in der Lage ist, im Gehirn mit Proteoglykanen der Zelloberflache
Zu assoziieren (Russo et al., 1997). Die Bindung an die Zelloberflache erfolgt dabel in
Kolokalisation mit Bereichen, die sowohl eine hohe IGF-I- as auch eine hohe IGF1R-
Expression aufweisen. Da die Assoziation mit der Zelloberflache eine ca. 3fache Abnahme
der IGF-Bindungsaffinitét zur Folge hat, wird vermutet, dal3 so niedrig affine Bindungsstellen
der IGFs in der Nahe ihrer Rezeptoren entstehen. Neuere Untersuchungen mit Hilfe der
Neuroblastoma-Zelllinie SK-N-MC haben gezeigt, da in dieser Zellinie eine IGFBP-2-
Protease induziert wird, die sowohl Zell-assoziierte as auch in Losung vorliegende |GFBP-
2/IGF-Komplexe spalten kann (Russo et al., 1999). Ein Komplex aus einem IGFBP-2-
Fragment mit einer Grof3e von 14 kDa und IGF ist anschlief3end immer noch zur Bindung an
die Zelloberflache befahigt. Allerdings ist die IGF-Bindungsaffinitét des Fragments deutlich
verringert. Aus diesen Beobachtungen wurde geschlosssen, dal’ die Membran-assoziierten
IGFBP-2/IGF-Komplexe zur Aufgabe haben, die IGFs in direkter Nachbarschaft zu dem
IGF1R zu speichern und bei Bedarf freizusetzen. Die Freisetzung konnte dabel zum einen
langsam durch die verringerte Affinitdt vom Membran-gebundenem IGFBP-2 zu den IGFs
erfolgen. Zum anderen kdnnte die Freisetzung der IGFs durch spezifische Proteolyse an der
Zellmembran erfolgen. Dabel konnte gezeigt werden, dal? die Proteolyse von IGFBP-2 in
Neuroblastoma-Zellen durch verschiedene lokale Wachstumsfaktoren reguliert wird. Dazu
zéhlen TGF{1 und Retinsdure (Menouny et al., 1997) sowie bFGF (Russo et al., 1999).
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In diesem Zusammenhang erscheint es interessant, dald im Rahmen dieser Promotion C-
terminale Fragmente von IGFBP-2 aufgereinigt wurden, die ebenfalls noch zu einer Bindung
der IGFs befahigt waren. Diese enthielten sowohl die potentielle Heparin-Bindungsstelle
PKKLRP als auch ein RDG-Epitop. Diese Beobachtung legt den Schlul3 nahe, da3 die
isolierten 1GFBP-2-Fragmente weiterhin zu einer Bindung von Zelloberflachenmolekilen
befdhigt sein konnten, was wiederum auf interessante biologische Eigenschaften der
Fragmente hinweisen wirde. Weiterfihrende Untersuchungen sollten sich somit mit der

Fahigkeit zur Zellbindung sowie mdglichen intrinsischen Funktionen der Fragmente befassen.

45.2 Mdagliche Funktion und Wirkung von | GFBP-4

Fur IGFBP-4 konnten bislang hauptsachlich inhibitorische Wirkungen gezeigt werden. So
wurde in vitro eine Inhibition der IGF-vermittelten mitogenen Effekte bei Fibroblasten
(Conover et al., 1995), neuronalen Zellen (Cheung et al., 1994), Kolon-Karzinomazellen
(Culouscou & Shayab, 1991) und Osteoblasten (Mohan et al., 1989; Mohan et al., 1995)
beobachtet.

Dabel wird ein IGF-abhangiger Mechanismus postuliert, bei dem das intakte IGFBP-4-
Molekll die IGFs mit hoher Affinitét bindet und dadurch die Wechselwirkung der IGFs mit
dem IGF1R verhindert. Diese Theorie wird durch die Beobachtung unterstitzt, dal3 eine
Korrelation zwischen |GF-Bindungsaffinitdt und inhibitorischer Potenz von IGFBP-4 besteht
(Qin et al., 1998). Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3 bel der Verwendung von IGF-
Analoga mit verringerter 1GFBP-4-Bindungsaffinitét die IGF-induzierte Zellproliferation
nicht inhibiert werden konnte (Mohan et al., 1995).

Die inhibitorischen Effekte von IGFBP-4 werden dabei sowohl durch Veréanderungen der
IGFBP-4-Expression as auch durch die Bildung von spezifischen 1GFBP-4-Proteasen
reguliert. So fuhrt die Applikation von TGF( in Kulturen von Knochenzellen nicht nur zu
einer Verstarkung der IGF-ll-induzierten 1GFBP-4-Proteolyse, sondern auch zu einer
verringerten Bildung von IGFBP-4 auf Transkriptionsebene (Durham et al., 1994). In
Zellkulturen kann die IGFBP-4-Proteolyse weiterhin durch verschiedene Faktoren beeinfluf3t
werden. So stimulieren die IGFs selbst die proteolytische Spaltung von IGFBP-4 in Kulturen
von Fibroblasten (Conover et al., 1995) und von Knochenzellen (Durham et al., 1994). Auch
konnte gezeigt werden, dal3 Glukokortikoide eine verstarkte 1GFBP-4-Proteolyse in der
neuronalen Zelllinie B104 bewirken (Cheung et al., 1994).
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Eine besondere Rolle scheint IGFBP-4 im Knochenstoffwechsel zu spielen. Zum einen ist
IGFBP-4 in der Lage, die osteoblastare Zellproliferation in vitro zu inhibieren. Weiterhin ist
die Bildung von IGFBP-4 durch Stimulatoren und Inhibitoren der Osteoblasten-Proliferation
reguliert. Dabel bewirken Inhibitoren der Osteoblasten-Proliferation wie CAMP und 1,25-
Dihydroxy-Vitamin D3 eine Erh6hung der IGFBP-4-Spiegel (LaTour et al., 1990; Scharla et
al., 1993). Hingegen konnte gezeigt werden, dal3 Stimulatoren wie BMP-7 und TGF die
Konzentration an IGFBP-4 im konditionierten Medium senken (Durham et al., 1994; Knutsen
et al., 1995). Auch in vivo konnte eine Korrelation zwischen dem IGFBP-4-Serumspiegel und
dem Typ Il der Osteoporose (Rosen et al., 1994; Rajaram et al., 1997) beobachtet werden.

Kurzlich konnte in vivo auch eine Verstéarkung der IGF-vermittelten Wirkung von IGFBP-4
gezeigt werden (Miyakoshi et al., 2001). Dabei konnte gezeigt werden, dal3 die systemische
Applikation von IGFBP-4 eine Erhdhung von Markern der Knochenbildung bewirkte. Diese
resulierte aus einer Erhdhung der IGF-Bioverfugbarkeit in der Zirkulation durch einen

Protease-abhangigen M echanismus.

Inwiefern diein dieser Arbeit beschriebenen Fragmente eine Rolle in der Regulation der IGF-
vermittelten Wirkung spielen, ist jedoch fraglich. Allerdings kann die Isolierung natirlich
vorkommender Fragmente zur Identifizierung der involvierten Proteasen beitragen. Da
sowohl die inhibitorische als auch die stimulatorische Modulation der IGF-vermittelten
Wirkung durch IGFBP-4 generell Gber Proteolyse reguliert zu sein scheint, kommt der

Aufklarung der verantwortlichen Proteasen eine grof3e Bedeutung zu.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden natrlich vorkommende Fragmente der Bindeproteine IGFBP-2 und —
4 aus humanem Hamofiltrat isoliert und anschliefend biochemisch sowie funktionell
charakterisiert. Die Isolierung der Fragmente erfolgte durch aufeinanderfolgende
chromatographische Schritte anhand ihrer Immunreaktivitét, ihrer Molekularmassen sowie
ihrer IGF-I-Bindungsfahigkeit.

Im Rahmen des Screenings nach |GFBP-2-Fragmenten konnten mehrere Fragmente aus der
C-terminalen Region von IGFBP-2 aufgereinigt werden. Weiterhin konnte ein Fragment
identifiziert werden, welches sowohl die nicht konservierte mittlere as auch die konservierte
C-terminale Doméne umfaldte. Die ermittelten Spaltstellen im IGFBP-2-Molekil lief3en
darauf schlief3en, dal3 die proteolytische Prozessierung im Plasma durch Trypsin- und
Chymotrypsin-ahnliche Proteasen erfolgt. Die Untersuchung der Bindungsaffinitéten der
| GFBP-2-Fragmente zeigte ferner, dal3 die IGF-Bindung aller Fragmente verglichen mit dem
Gesamtmolekil rhIGFBP-2 deutlich verringert war. Wahrend alle weiteren isolierten
Fragmente nur eine geringe Bindungsaffinitéat fur IGF-11 im Bereich von K4 = 130-200 nM
besal3en, zeigte das Fragment IGFBP-2 (167-279) eine signifikante IGF-11-Bindung mit einer
Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten von Ky = 43 nM. Im Gegensatz dazu besal’ es nur
eine niedrigaffine Bindung von IGF-1 (K4 = 495 nM). Interessanterwei se konnte ein Fragment
mit einer um nur 17 Da differierenden Masse aufgereinigt werden, welches N-terminal
ebenfalls mit der Aminoséure Gly167 begann. Dieses Fragment zeigte im Vergleich zu dem
Fragment IGFBP-2 (167-279) eine erhohte IGF-1-Bindungsféhigkeit (Kgy = 120 nM),
wohingegen die Bindungsaffinitét zu IGF-II deutlich verringert war (Kg = 141 nM).
Insgesamt lassen die Untersuchungen den Schlu® zu, dal3 kleine Veranderungen in der
Fragmentlange oder geringfligige Mutationen bzw. Modifikationen einen grof3en Einflufd auf
die IGF-Bindungsaffinitét der |GFBP-2-Fragmente besitzen.

In Bezug auf IGFBP-4 konnte sowohl ein N-terminales Fragment IGFBP-4 (4-122) als auch
ein C-terminales Fragment IGFBP-4 (136-237) isoliert und charakterisiert werden. Die
Spaltstellen im humanen IGFBP-4-Molekil deuteten daraufhin, da3 die proteolytische
Prozessierung durch eine Chymotrypsin-dhnliche Protease und durch Kallikrein erfolgen

koénnte. Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3 sich die Hauptbindungsstelle fur die IGFs in
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der N-terminalen Doméne befindet. Wahrend das verkirzte N-terminade Fragment
IGFBP-4 (4-122) mit Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten von Kyq = 24 nM fur IGF-I
sowie Kq=26 nM fir IGF-1l noch eine deutliche IGF-Bindungsaffinitdt besal3, war das
C-terminale Fragment IGFBP-4 (136-237) nur noch zu einer niedrigaffinen Bindung der IGFs
fahig (Kg = 164 nM fir IGF-1; Kg = 184 nM fiir IGF-11).

Darliberhinaus konnte die Disulfidverbriickung innerhalb der C-terminalen Doméanen von
IGFBP-2 und IGFBP-4 aufgeklart werden. Die sechs konservierten Cysteinreste zeigten in
beiden Peptiden eine Verbriickung nach dem Muster 1-2, 3-4 und 5-6.
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