Aus der Universitats Klinik fr
Kinderheilkunde und Jugendmedizin Ttbingen
Abteilung Kinderheilkunde | mit Poliklinik
Arztlicher Direktor: Professor Dr. D. Niethammer

Nachweis der sechs IGF-Bindungsproteine
(IGFBP 1-6)
in verschiedenen Organen der Maus
mit Hilfe einer neu etablierten RT-PCR

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard-Karls-Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von
Joachim Peitz
aus
Schleswig

2004



Dekan: Professor Dr. C. D. Claussen

1. Berichterstatter: Professor Dr. G. Dannecker
2. Berichterstatter: Professor Dr. G. Pawelec



Inhaltsverzeichnis:

Einleitung
Material
Methoden

0N PR

Ergebnisse

4.1. Etablierung der PCR

4.2. Messung der IGFBP mRNA
Diskussion

Zusammenfassung

Literaturverzeichnis

© N o O

Lebenslauf

20

36
59

81
83
91



1. Einleitung 1

1. Einleitung

Die insulindhnlichen Wachstumsfaktoren (IGF I+linsulin like growth factor I+11),

die IGF-Rezeptoren (IGF I+1l- Rez.), die IGF- Bim#ys- Proteine (IGFBPs), die
IGFBP-Proteasen (IGFBP-Pr) sowie die IGFBP verwamdtelated) Proteine (IGFBP-
rP) sind an der Regulierung von somatischem Waohstud der Proliferation von
Zellen in vivo und in vitro beteiligt.

Die wachstumsbezogenen Effekte des Wachstumshor(gomsth hormone = GH)
werden hauptsachlich Uber die Produktion von IGéder Leber vermittelt. IGF-1 und
IGF-II sind einkettige Polypeptide mit einer Langm 70 bzw. 67 Aminosauren. lhren
Namen verdanken sie ihrer strukturellen AhnlichkeitProinsulin (1,2). Im Gegensatz
zu Insulin werden sie von fast allen Geweben prmdttig3,4,5). Dadurch haben sie das
Potential endo- sowie auto- und/oder parakrin zilsavi. Sie sind potente, mitogene
Substanzen und ihre Wirkung wird durch die Verfiigba von freiem IGF, das an die
IGF-Rezeptoren binden kann, reguliert. Die Spiegel freiem IGF innerhalb eines
Systems werden durch die Menge an produziertemdéia, Abbau sowie dem
Bindungsgrad an IGFBPs beeinflul3t. Einer der Hagptlatoren von IGF-I ist das GH.
IGF-Il ist im Gegensatz dazu weitgehend von GH héalyig (6).

Der IGF-I-Rezeptor vermittelt den Grof3teil der Winigen von IGF-1 und IGF-1l und
ist in einer Vielzahl von Geweben und Zellinienvanden. Er ist dem Insulin-Rezeptor
sehr @hnlich und ist wie dieser @igf3,-transmembrandses Glykoprotein. Seine
Affinitat zu IGF-I ist ungefahr doppelt bis zehnnsal gro wie die zu IGF-Il und um
den Faktor 100 - 500 mal grof3er als die zu Insulin.

Der IGF-1I-Rezeptor ist identisch mit dem MannosBitsphat-(M6P)-Rezeptor.
Dieser besteht aus einer einzigen Polypeptid-Kaiteiner groRen extrazelluléaren
Domaéne, mit mehreren Bindungsorten fur IGF-11 un@RVeiner sehr kurzen
zytoplasmatischen Region, sowie einer einzigerstreambrandsen Doméne. Der
Grol3teil der IGF-II-vermittelten Effekte geschigltter tlber den IGF-I- oder den
Insulin-Rezeptor. Die Funktion des IGF-11-Rezeptoes der Vermittlung von IGF-II-

bedingten Wachstumsaktivitaten ist schwer zu imegigren (7).
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Die IGFBPs sind eine Familie von Proteinen, diel@GEs mit hoher Affinitat und
Spezifitat binden. Die Mitglieder dieser Proteinfi@enhaben strukturelle Ahnlichkeiten
untereinander sowie mit den IGFBPs anderer Speatiesuf ein hohes ontogenetisches
Alter hinweisen. Strukturell haben alle sechs IGERBe N-terminale cysteinreiche
Region (16 - 18 Cysteine), die auf Disulfidbriuckermer tertiaren Struktur schliel3en
lassen. Untereinander haben die sechs IGFBPs einmldgie von mindestens 50%
und die einzelnen IGFBPs der verschiedenen SpeiriedJbereinstimmung von
mindestens 80 % (8,9).

Funktionell regulieren die IGFBPs nicht nur die Bdtgbarkeit der IGFs, sondern
besitzen zum Teil auch eigene Rezeptoren Ubeli@i&s-unabhéngige Wirkungen
vermitteln. lhrerseits werden die IGFBPs Uber &irezahl von Proteasen (s.u.)
deaktiviert und damit reguliert.

IGFBPs werden von einer Vielzahl unterschiedlidBewebe produziert, von denen
jedes eine eigene spezifische Konzentration descheedenen IGFBPs aufweist.

In der Folge werden die einzelnen Bestandteild @E8P-Systems kurz vorgestellt.

IGFBP-1

IGFBP-1 wird von verschiedenen Geweben produziaet.Hauptproduktionsorte sind
Leber, Niere und Dezidua (10). Aul3er vom Ernahranggnd, verschiedenen
Hormonen und Zytokinen wird der IGFBP-1-Spiegelrauon tageszeitlichen
Schwankungen beeinfluf3t (11). Die Wirkung des IGHABWird durch
Phosphorylisierung verandert. Durch ein langsagleg;hmaliiges Freisetzen sowie
eine Verstarkung des IGF am Rezeptor unterstuZBR>1 die IGF-Wirkung (12,13).
Zusatzlich transportiert IGFBP-1 das IGF-I durchnvbeanen und Zellwande.

IGFBP-2

Der IGFBP-2-Spiegel ist von der Tageszeit, vom Adles Individuums, vom

Ernahrungszustand und Metabolismus des Kdrpersesawi verschiedenen Hormonen
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abhangig (11,14,15). Es wird im Kérper ubiquitabigget und in allen Korper-
flissigkeiten gefunden. Zusatzlich scheint es venrsehiedenen Tumoren gebildet zu
werden (16,17).

Die Funktion des IGFBP-2 ist nach wie vor relathetforscht und wird im Falle eines
Verlustes von IGFBP-2 im Kdrper sehr gut kompensiegie Versuche an Knockout
Mausen gezeigt haben (18). Eine moégliche Funksbder Transport von IGF durch
Zellmembranen. Zudem sind IGF-unabhangige EffekéeWiachstumssteigerung in

Tumoren beschrieben worden (19).

IGFBP-3

IGFBP-3 spielt als wichtigstes TransportproteinlfaF-I eine wichtige Rolle als dessen
Regulator und Reservoir. IGFBP-3 verhindert eineyn“-Regulierung des IGF-
Rezeptors (20). Hauptbildungsort und -reservoil@¥BP-3 als das im Kérper meisten
vorhandene IGFBP ist die Leber (21-23). Die Wirkwog IGFBP-3 zusammen mit
den IGF ist gewebespezifisch potenzierend, zumggsibei der Wundheilung und
beim Wachstum (24,25), oder inhibierend. IGFBP#8imlhat IGF-unabhéngige meist
inhibitorische Effekte. Es hemmt Zellwachstum, vitrelit Apoptose (25) und bindet

Uber Oberflachenproteine an Tumorzellen (26-28).

IGFBP-4

Man weil3, dass die Spiegel des IGFBP-4 altersarviit D- und hormonabhangig sind.
Obwohl das IGFBP-4 bisher wenig erforscht istpetannt, dass es durch verschiedene
Zelltypen (29) gebildet wird und in allen Kérpedkigkeiten enthalten ist (30). Als
einziges rein inhibitorisches BP ist IGFBP-4 inwifaktisch ein IGF-Antagonist (31).
IGFBP-4 bindet IGF-unabhangig an Zellmembranen, (@Jangsamt Tumor-

wachstum und erhéht die Apoptoserate in Tumorndifi (33,34). Zuséatzlich verringert

es gewebespezifisch die Produktion von Hormonendimdelldifferenzierung (35,36).
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IGFBP-5

Wie das IGFBP-3 kann IGFBP-5 die Wirkung von IGWebl unterstiitzen als auch
hemmen (36-38). Seine Spiegel sind altersabhaBgig@), mit einem Maximum in der
Pubertat und werden durch verschiedene Hormoné-akibren reguliert (40). IGFBP-
5 ist das Haupt-IGFBP der Niere (11). IGFBP-5 bifd@d#--unabhangig an
verschiedene Zellen und kann direkt Zellwachsturmitéeln, wobei auch wachs-
tumshemmende Effekte beschrieben wurden. Desweitenede gezeigt, dass IGFBP-5
in den Zellkern transportiert wird und mit viral®mko-Proteinen interagiert (41-45).

IGFBP-6

Da IGFBP-6 IGF-II mit einer vielfach hoheren Affiat als IGF-I bindet (46-48),
scheint seine Hauptfunktion die Regulation des IG#+ sein (49,50).

Verschiedene Mediatoren (Vitamin A, IGF-11) reguéa die IGFBP-6-Spiegel
(11,51,52), die zudem altersabhangig sind (39,53|64BP-6 wird in verschiedenen
Geweben und auch von einigen Carzinomen gebildeb{4. Hauptsachlich kommt
IGFBP-6 in Liquor und Serum vor (11).

IGFBP-Proteasen

Mehrere Proteasen sind entdeckt worden, die ihdge sind, IGFBPs zu zerschneiden.
Sie spielen eine Schlisselrolle bei der Reguliederd GFBP-Spiegel und somit
indirekt auch bei der Anderung der Spiegel degfréGF (55).

Sie entstammen mindestens drei verschiedenen Eamtdisher wurden Kallikreine,
Cathepsine sowie Matrix-Metalloproteinasen besblere die IGFBPs spalten und
damit inaktivieren oder zumindest ihre Wirkung vetérn (56).
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IGFBP-related Proteins

Die IGFBP-rP sind eine wachsende, heterogene Grupp&roteinen innerhalb der
IGFBP-Superfamilie, die mit den IGFBPs die cysteicine N-terminale-Region
gemeinsam haben. Deren Affinitat zu den IGFs ist aln ein Vielfaches geringer als
die der IGFBPs (57). Es wird vermutet, dass dieBB&und die IGFBP-rP

ontogenetisch miteinander verwandt sind (58,59).

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die vielfaltigen Funktionen des IGF-Systems sind&s noch viel komplexere
endokrinologische System eingebunden. Das enddkgiszhe System und das
Immunsystem haben viele Ahnlichkeiten beziiglickeshFunktionsmechanismus: Beide
Systeme sind in einzelnen Organen Uber den gandgreKverteilt und in beiden
Systemen erfolgt die Kommunikation teilweise dusplezifische Botenstoffe. Diese
werden je nach System Hormone oder Zytokine gen&mséitzlich bestehen zwischen
den beiden Systemen viele Schnittstellen, undl@szghlreiche Hinweise in der
Literatur Gber die gegenseitige Abhangigkeit uneiBtussung (60-62). Eine dieser
Schnittstellen zwischen endokrinologischem und imabogischem System ist im IGF-
System zu sehen, da die IGFs und IGFBPs direkeabliferation von Zellen
beteiligt sind. So wurden zum Beispiel hohe Wede \ GFBP-2 in humanen T-Zellen,
nachgewiesen, die unter Stimulation noch weitetiegsn. Dies konnte auf eine
wichtige Rolle von IGFBP-2 bei der Aktivierung uRdoliferation von T-Zellen
hinweisen (63).

Um den EinfluR des IGF-Systems auf lymphatische ébmyinsbesondere der T-Zellen
in vivo oder ex vivo zu messen, musste als Vordmsaeg hierfur die Expression der
IGFBPs in den verschiedenen Geweben und Altersg@rupptersucht werden, da
altersabhangige Schwankungen bekannt sind. Daskehien uns der Nachweis der
IGFBP-mRNA mit Hilfe einer RT-PCR am geeignetstea.die Untersuchungen der
einzelnen Organe im Menschen nicht durchflihrbaregew waren, untersuchten wir

die altersabhangige organspezifische ExpressioiGiBPs im Mausmodell.
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2. Material

2.1 Chemikalien

Acrylamidlésung Roth
Ammoniumperoxidsulfat Roth

Ampuwa Fresenius

DNA Marker V+VI Boehringer Mannheim
Ethidiumbromid Roth

Optiprep Kit Biometra

dNTPs Serva

Random Primer Gibco

Reverse Transcriptase M-MLV Gibco
Restriktions-Enzyme und zugehdrige Boehringer Mamh
Puffer

Taq Polymerase und zugehoriger Puffer Promega

Temed Roth

Mousef3-actin Control amplimer Set Clontech

MgCl, (1,5 mM) Promega
PCR-Primer Roth, Clontech

PCR-Reaktionspuffer Promega
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2.2 Puffer und LOosungen

2.3.1 5x TBE:

279 TRIS

13,75 g Borsaure

10 ml EDTA 0,5M

in 500 ml Ampuwa ph = 8,0

2.3.2 APS:

10 g Ammoniumperoxiddisulfat in 10 ml Ampuwa (10 %)

2.3.3 DEPC Wasser:

500 pul DEPC (97 %) in 500 ml Ampuwa einen Tag arhdMlagnetriihrer vermischen
und anschliel3end autoklavieren

2.3.4 Ethidiumbromidlésung:

40 pl Stammldsung (Ethidiumbromid 1 % in Aqua btdegeldst in 500 ml Aqua dest.

2.3 Instrumente

Zur Praparation der Mause werden folgende Instrieneenotigt:

Klemme: 1 grof3, schwer
Pinzetten, steril: 2 chirurgische

1 anatomisch

1 spitz
Scheren, steril: 3 spitze, klein, gerade

1 spitz, grol3, stabil
1 spitz, klein, gebogen

~Praparationstisch*: Styroporplatte (30 x 30 cmj Alufolie
Uberspannt

8-10 sterile Kantlen (grau oder gelb) zur Fixat@n Maus auf der Unterlage
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2.4 Gerate

Photometer (DNA/RNA) Pharmacia Biotech
Schuttler Eppendorf
Tischzentrifuge (kihlbar) Eppendorf
Ultrazentrifuge Beckmann
Thermocycler Trio Thermoblock Biometra
Elektrophorese Kammer Hoefer

UV-Videosystem und WINCAM Software Cybertech
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3. Methoden

3.1 Mause

3.1.1 Aufzucht und Hege

Es wurden C57BL6-M&use der Firma Charles River 8ghiand verwendet, von denen
urspringlich 6 Weibchen und 2 Méannchen bestellidenr Von diesen ca.12 Wochen
alten Mausen dienten zwei Weibchen als Versuclestéie anderen wurden zur
Aufzucht der folgenden Generationen benutzt. Aeseli urspriinglichen Population
wurden neugeborene Mause und Tiere im Alter vahiwhd 12 Wochen gezogen, die
zur Gewinnung der Gewebepraparate dienten.

Die Tiere waren normalerweise geschlechtlich getrenKafigen untergebracht. Zu
Fortpflanzungszwecken wurde ein Mannchen solangewdi Weibchen in einem
Kafig gehalten, bis diese trachtig waren. Danachderulas Mannchen wieder aus dem
Kafig entfernt. Nach der Tragezeit von 20 Tagen dwamiie Jungen zur Welt. Diese
wurden entweder im Fall der ,0-Wochen“-Tiere gleddr RNA-Gewinnung zugefihrt
oder noch ca. zwei Wochen bei den Muttertierensgela, bevor sie, nach Geschlecht

getrennt, in Kafigen bis zum Erreichen des notigars gehalten wurden.

3.1.2 Totung der Versuchstiere zur Materialgewinnag

Die Mause wurden durch spinale Dislokation getdtet,Desinfektionslésung bespriht
und auf einer Praparationsunterlage mit Hilfe van#len fixiert. Die neugeborenen
Mause wurden in einem Glasgefal mit Hilfe von eimeitAther getrankten Schwamm
getotet.

Anschliel3end wurde das Fell durch einen ventraledibhschnitt mit einer sterilen
Schere geoffnet und vorsichtig abgeldst. Danacldevamit einer zweiten sterilen,
spitzen Schere das Peritoneum in einem T-Schiiittret.

Die Leber wurde im rechten Oberbauch aufgesuchtvorglichtig mit Pinzette und
Schere unter besonderer Beriicksichtigung der Gd#lea entfernt. Als nachstes wurde
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die Milz im linken Oberbauch aufgesucht und ebésfabrsichtig entfernt.
Anschliel3end wurden vorsichtig die beiden Nieres iatem Bett frei prapariert und
entnommen. Als letzter Schritt im Bauchraum wurdenmesenterialen Lymphknoten
aufgesucht und, falls auffindbar, entnommen.

Zur Entnahme der Brustorgane wurde der Thorax mgitees Sternums an der Rippen-
Sternumgrenze mit Hilfe einer sterilen Schere eeiftind aufgespreizt. Der Thymus
wurde als oberflachlichstes Organ als erstes entremmDie beiden Lungenfliigel
wurden vorsichtig am Hilus abgetrennt und aus deustRorb entfernt.

Zur Gewinnung des Knochenmarkes war es notwendidadgen Roéhrenknochen der
Vorder- und Hinterlaufe freizulegen und zu entnehni@gabei wurden die beiden Enden
mit einer spitzen, scharfen und sterilen Scherieritund das Knochenmark mit Hilfe
einer Insulinspritze und etwas PBS ausgespult.

Als letztes wurde das Gehirn freigelegt. Hierzuaeuder knécherne Schadel
freiprapariert. Der Schadel wurde mit Hilfe einttslen, sterilen Schere in einem
zirkularen Schnitt eréffnet und die Kalotte abgettekDas Gehirn wurde vorsichtig
unter Zuhilfenahme einer gebogenen, spitzen SalmmeRickenmark abgetrennt und
aus dem Schédel gehoben.

Alle Organe wurden sofort nach der Entnahme gewogenin eine bereitgestellte
sterile Petrischald{ 5 cm) mit gekuhltem PBS gelegt und der mRNA-Isalig

zugefihrt.

3.2 mMRNA-Isolierung

Bei der Isolierung von RNA ist auf das ubiquitarerkommen von RNAsen zu achten.
Diese Enzyme sind nur schwer zu denaturieren. Aesedch Grund wurde die ganze
Zeit mit Handschuhen gearbeitet. Zusatzlich wurstemeit wie moglich samtliche
verwendeten Materialien durch Autoklavieren stgiglit und in gesonderten Schranken
aufbewahrt. Alle Schritte bis auf die Zentrifugatiwurden in einem nur fir diese
Versuche verwendeten Abzug durchgefihrt.
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Fur die Isolierung von RNA aus den Geweben wurdevedifizierter Kit der Firma
Biometra (Biometra Optiprep 1) verwendet. Daflir e die Organe zuerst direkt nach
der Organentnahme mit einer sterilen, spitzen chenteilt und anschlieRend im
Homogenisator zerkleinert. Alle Schritte wurden Big oder unter Kiihlung
durchgefuhrt.

10’ Zellen wurden mit 15001 Denaturierungslésung mittels einer 5 ml Spritne u
einer 0,9 Kandle lysiert und suspendiert. DurchStiberkrafte in der Kanile wurden
die Zellen lysiert. AnschlieRend wurde eine Minlateg bei Raumtemperatur inkubiert
und die Zellsuspension in ein 4 ml Ultrazentrifug@dhrchen eingebracht. Nach Zusatz
von 150 pl Natriumacetat-Lésung und Mischen wurt®@0 pl gesattigte Phenolldsung
sowie 400 ul Chloroform hinzugefligt und durch Schikes vermischt. Danach wurde
15 Minuten auf Eis inkubiert.

Durch Zentrifugieren in der auf 4 °C abgekuhltetradentrifuge (20 min, 14.000
U/min) l6ste sich die mRNA in der oberen walrigeiase. Von dieser Phase wurden
1300 pl mit 1300 ul kaltem Isopropanol in einemered ml Réhrchen gemischt und
anschlieend fir mindestens eine Stunde, besseNaloat, bei —20 °C stehen
gelassen. In dieser Zeit fiel die RNA aus.

Wahrend des erneuten Abzentrifugierens (14.000 tJ/MPC, 25 min) konzentrierte
sich die RNA im Pellet. Der Uberstand wurde sehsiatitig mit Hilfe einer Kantile
abgesaugt und das Pellet mit 300 ul Denaturierdsgal resuspendiert und in
vorbereitete 1,5 ml R6hrchen mit 300 pl Isoproparm@rpipettiert. Erneut wurde der
Ansatz bei —20 °C mindestens 1,5 h stehen gelassen.

Nach der Ruhezeit wurde der Ansatz in einer Tisctifage (14.000 U/min, 4 °C, 20
min) zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut ightg abgesaugt und das Pellet mit
500 ul 75 %igem Ethanol gemischt. Es folgten emedentrifugieren (14.000 U/min,

4 °C, 20 min) und Absaugen des Uberstandes. Dasaedene Pellet wurde 7 Minuten
bei Raumtemperatur getrocknet. Abschliel3end wug@eml DEPC-Wasser zugegeben,
der Ansatz bei 65 °C 10 Minuten lang geschuttedt die so entstandene RNA-LAsung

sofort wieder auf Eis gepackt.
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3.3 Messung des RNA-Gehaltes

Von den erhaltenen 30ul RNA-LOsung wurden 3 pl emimen und mit 997 pl Aqua
bidest. verdinnt. Diese 1000 pul wurden in einerrgkiavette im Photometer bei 260
nm und 280 nm gegen Agua bidest. gemessen. Diakxin bei 260 nm war ein Maf3
fur den RNA-Gehalt, wahrend die Extinktion bei 288 ein Mal3 fur die
Verunreinigung durch Proteine war. Der Quotient EXExt.,g0 war somit ein Maf{ir
die Reinheit der Probe und sollte zwischen 1,52i0diegen. Der RNA-Gehalt der
Probe errechnete sich aus der Extinktion bei 26Qwarfolgt:

Ext.oe0 X Verdinnungsfaktor (3 pl Probe/ 1000 ul MeRans&833,3) x 0,04
= Menge RNA in pg/ul

Diese Menge multipliziert mit 27 (27 ul Rest) erghim Gesamt-RNA-Gehalt der
verbliebenen Probe. Um spater in der RT weiterbeigat werden zu kbnnen, musste
die RNA auf eine einheitliche Konzentration gebtagbrden. Dafir boten sich 1 pg/ul
an. Dies erreichte man, indem man von der Gesangienger RNA die Zahl 27 fur das
bereits vorhandene Volumen subtrahierte. Das Eigebuss in pul Aqua bidest. zur
Probe zugegeben werden. Wenn zum Beispiel in détigbenen Probe (27 pl) 40 pug
RNA enthalten waren, mussten noch 13 pOkliesthinzu gegeben werden. In
Einzelfallen bot es sich auf Grund der geringen RMénge an, die Probe auf eine
Konzentration von 0,5 pg/pl zu bringen. Hierbei eaidie Gesamtmenge der RNA mit
2 multipliziert und anschlieRend die 27 subtrahiexd wie oben beschrieben
weiterverfahren. Beispielsweise waren in einer Bnolr insgesamt 15 pg RNA
enthalten. 15 x 2 = 30 — 27 (bereits vorhandendsrien) = 3 pl Restvolumen.

Nach dem Verdinnen wurden die Proben bei —80 °@efegren.
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3.4 Reverse-Transkriptase-Reaktion

Bei der Reversen-Transkriptase-Reaktion wird aus\ Riit Hilfe des Enzyms
.Reverse Transkriptase® (RT), aus dem Moloney-Mbeskamie-Virus, eine DNA-
Kopie (cDNA) angefertigt. Als Startmolekule fiir dReverse-Transkriptase werden
unspezifische Hexanucleotide, sog. Random priniegesetzt. Als Produkt erhalt man
ein cDNA/RNA-Gemisch.

Die Anzahl der Anséatze ergab sich aus der AnzahPdaben plus zwei
Kontrollansatzen. Ein Kontrollansatz war RNA-fréer andere RT-frei. S&dmtliche
Schritte wurden auf Eis ausgefihrt. Das hier angege ,,Rezept” galt fir RNA-Proben
mit einer Konzentration von 1 pg/pl. Bei einer Kentration von 0,5ug/pl musste
dementsprechend die doppelte Menge der Probe eagelund die Menge des®

um 1 pl reduziert werden.

Samtliche Reagenzien wurden unmittelbar vor Gelbrawdégetaut, gut gemischt und
kurz abzentrifugiert. Fir den Mastermix wurdenfdigenden Reagenzien (Menge
jeweils pro Ansatz) in der auf der ndchsten Sestehriebenen Reihenfolge in einem

1,5 ml Eppendorf-Réhrchen zusammengegeben:

Buffer 4 ul/Ansatz
DTT 2 ul/Ansatz
H.O 9,7 ul/Ansatz

(bei einer Probenkonzentration von 0,5 pg RNA/uI&d pl)
RNAse-Inhibitor 0,6 pl/Ansatz
dNTP 0,4 pl/Ansatz
Random Primer 0,3 pl/Ansatz

An dieser Stelle musste die Menge von 17 pl fird€&rreien Kontrollansatz
entnommen werden (bei 0,5ug/pul RNA ergaben sichll@ei der Zugabe der RT

musste beachtet werden, dass sich die Anzahl d&iit2a® um eins reduziert hat.

RT 2 ul/Ansatz
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Alles wurde noch einmal gut gemischt und zu je L8yi die vorbereiteten und
beschrifteten 500ul Eppendorf-Rohrchen verteilimzweiten Kontrollansatz (RNA-
frei) wurde nun statt der RNA-Probe 1pd® hinzugegeben und zum RT- freien
Kontroll- ansatz 2 pl kO anstatt der RT.

Jetzt wurden die RNA-Proben zu den Ansatzen zupgpe(l pg). Zur RT-freien
Kontrolle wurde eine gesichert positive RNA-Proliezhgegeben. Die Proben wurden
noch einmal gut gemischt, abzentrifugiert und als@knd bei 37 °C 1 h unter Ritteln
inkubiert. Danach wurde sofort das Enzym durch diuen kochen bei 95 °C
inaktiviert. Die Proben konnten nun bei —20 °C efingren werden.

3.5 Polymerase-Ketten-Reaktion

Bei der Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerasenctegiction ~ PCR) wird ein
bestimmter Nukleinsaure-Bereich vorgewéhlter Lamge Sequenz mit Hilfe des
Enzyms DNA-Polymerase unter definierten Bedingunggdaktiv angereichert. Die
DNA-Polymerase bendtigt dazu einen DNA-Einzelstrand ein kurzen
doppelstrangigen Bereich als Startsequenz. FIlP@R haben wir die hitzestabile DNA
Polymerase aus Thermus aquaticus (Tag-DNA-Polyragreswendet. Die Tag-DNA-
Polymerase kann nur unter optimalen Voraussetzuagmiten. Diese beinhalten
bestimmte pH-Voraussetzungen sowie Elektrolyt-Kotrzgionen. Insbesondere die
Konzentration des Mg spielt eine wichtige Rolle. Das pH-Optimum wirdrclu einen
bereits mit der Tag-DNA-Polymerase mitgelieferterffé gewahrleistet. Die M-
Konzentration muss in Gegensatz dazu durch Verseitien ermittelt werden. Die
genannten Mengen waren somit nur als Ausgangszusasatzung zu verstehen und
wurden gewahlt, da sie sich in unserer Forschunigggrin anderen Versuchen als gut

geeignet erwiesen hatten.

Samtliche Reagenzien wurden unmittelbar vor Geltrawégetaut, gut gemischt und
kurz anzentrifugiert. Sdmtliche Schritte wurden Riéindschuhen, extra Pipetten und
Pipettenspitzen sowie auf Eis durchgefihrt. Zuréitdachung wurde auch hier pro

Primerpaar ein Mastermix wie folgend gemischt:
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Puffer 5 pl/Ansatz
Magnesium 3 ul/Ansatz
H,O 37,4 pl/Ansatz
dNTP 0,4 pl/Ansatz
Primer-Sense 0,8 pl/Ansatz

Primer-Antisense 0,8 pl/Ansatz

[An dieser Stelle konnten Proben mit anderen Pmmerbereitet werden.]

Tag-Polymerase 0,6 pl/Ansatz

Nach jeder Zugabe einer neuen Substanz wurde gusdet und kurz anzentrifugiert.
Anschliel3end wurde der Ansatz auf vorbereitetehasthriftete 0,5 ml Eppendorf-
Tubes verteilt. In unserem Fall ergaben sich ddirelfKonzentrationen der
verschiedenen Ausgangssubstanzen eine Menge violiAt&atz. Nun wurden die
cDNA-Produkte zu je 2 pl in die Ansatze pipetti&itr diesen Schritt wurden die

Handschuhe und das Eis gewechselt.

Fur die eigentliche Reaktion wurde ein Thermozykler Firma Biometra verwendet.
Zu Beginn wurden die Nukleinsduren zur Vermeiduag unspezifischer Bindung der
Primer bei 95°C 6 min lang denaturiert. AnschliefRsochloss sich das zyklische

Temperaturprogramm an. Dieses sah in unserem kafblgt aus:

Denaturierung 95 °C 1 min.
Hybridisierung (Annealing) 60 °C 45 sec.
Polymerase-Reaktion 72 °C 2 min.

Dieses Programm wurde in der Regel 30 mal durcaiabévor sich eine abschlieRende
Polymerasereaktion von 6 Minuten bei 75 °C anscHla®hach wurden die Proben auf
4 °C abgekuhlt und entweder bei —20 °C weggefrodar gleich in der

Gelelektrophorese ausgewertet.
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Um einen relativen Eindruck tber die Starke derrEgpion einer bestimmten cDNA
innerhalb eines bestimmten Gewebes zu bekommewlevdiese mit einem
sogenannten internen Standard verglichen. Diesriderotein, von dem angenommen
wird, dass es in samtlichen Geweben ahnlich stgokimiert wird. In unserem Fall
wabhlten wirf3-actin.

Die Primer wurden allesamt bis auf #ectin-Primer mit Hilfe des Computer-
suchprogramms ,Primer Detective® (Clontech, 199%alisgesucht und anschlieRend
handverlesen, d.h. auf mdglichst wenige sonst lnided@asenpaare untersucht.

3.6 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Quantifizierung der PCR-Produkte wurden die Aifikate auf 8 %-igem
Polyacrylamidgel aufgetragen. Im Gel wandern debEn ihrer Grol3e entsprechend
entlang der angelegten Spannung. Nach der Eleldrepé wurde das Gel mit Hilfe von

Ethidiumbromid geféarbt und die Banden densitomeltrisusgewertet.

3.6.1 GielR3en der Polyacrylamid-Gele

Die Polyacrylamid-Gele wurden ohne Sammelgel ieeklektrophoresekammer 20 x

20 cm der Firma Hoefer gegossen. Sie setzten selfolgt zusammen:

Acrylamidlésung (Rothiphorese) 13,3 ml

TBE 5-fach 10,0 ml
Aqua bidest. 31,5 ml
APS 10 % 350 ul
Temed 60 pul

Die Reagenzien wurden im Abzug in der oben angegabReihenfolge zusammen
pipettiert, gut gemischt und maglichst schnell i@ zuvor vorsichtig zusammengesetzte
Elektrophoresekammer gegossen. Sofort im Anschilusde der Kamm mit den
Auftragtaschen in das noch flissige Gel eingesgidtdanach das Auspolimerisieren
des Geles abgewartet (ca. 30 Minuten). Nach demfaisation wurde der Kamm
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entfernt, die obere Kammer aufgesetzt, mit TBE lfaiiad die Taschen des Gels

sorgfaltig mit einer Pipette und langen Pipettetzgm gesplilt.

3.6.2 Vorbereiten der Proben

Die PCR-Proben wurden auf Eis aufgetaut, gut gerhised kurz anzentrifugiert oder
aber direkt von der PCR Ubernommen. Zu je 10 pPdebe wurden 2 pl Ladepuffer
hinzugegeben, gut gemischt und abzentrifugiert. \Dischung (je 12 pl/Probe) wurde
mit einer extra langen Pipettenspitze vorsichtigismnGel-Taschen pipettiert. Die Grol3e
der Taschen erlaubte bis zu 5 Proben (insgesamlt) @uf einmal parallel im Gel

laufen zu lassen.

Zur Bestimmung der Lange der PCR-Amplifikate wurderei DNA-Molekularmarker
mit in jedes Gel pipettiert. Diese wurden jeweils2zpl mit 8 pl TBE und mit 2 pl
Ladepuffer gemischt und entsprechend den Probe@ehsingebracht. Folgende DNA-

Molekularmarker kamen zur Anwendung:

DNA-Molekular Weight Marker V mit 22 Fragmenten{887 Basenpaare)
DNA-Molekular Weight Marker VI mit 15 Fragmenten5(1- 2100 Basenpaare)

3.6.3 Elektrophorese

Wahrend der Vorbereitung der Proben lieRen wirGalsbei 120 V vorlaufen um
vorhandene Ladungen auszurichten. Nach dem Besthatds Gels wurde zunachst bei
150 V abgewartet bis die Proben ins Gel eingelawf@ren. Dies war durch die

Farbung der Proben mittels des Markers zu erkerkeschlie3end wurde die
Spannung auf 200 V erhoht. Die Elektrophorese wbedmndet, wenn die blauen
Markierungsbanden des Puffers unten aus dem Galibgelaufen waren (ungefahr

2 h). Die gesamte Elektrophorese wurde bei Rauneesiyr durchgefuhrt.
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3.6.4 Farben und Einscannen der Gele

Nach der Elektrophorese wurde das Gel vorsichtiggsainer Halterung genommen und
bis zum Farben in Aqua bidest. aufbewahrt. Dieditimbromidlésung wurde frisch
aus 40 pl Stammloésung (Ethidiumbromid 1 % in Agigest.) und 500 ml Aqua dest.
hergestellt.

Das Gel wurde nun in der Ethidiumbromidlésung fOMinuten unter leichtem
Schutteln gefarbt. AnschlielRend wurde zur Vermindgrder Hintergrundfarbung das
Gel nochmals 10 - 15 Minuten in Aqua dest. gewasche

Zum Scannen des Gels wurde dieses auf einen feuchte_euchttisch gelegt und mit
einem UV-Videosystem aufgenommen. Die Bilddatenriten dann auf Diskette
gespeichert und/oder ausgedruckt werden. Zur diefan Darstellung zeigten wir alle
Gele als ,Negativ“, also mit schwarzen Banden umidweil3em Hintergrund.
AulRerdem bildeten wir alle Gele so ab, dass esrar einheitlichen Reihenfolge der
Organe auf den Gelen kam.

Als Problem erwies sich im Nachhinein, dass dieeGGélirch die verschiedene Anzahl
der Proben bedingt, unterschiedlich grol3 eingescanrden und somit spater ein

einheitliches Bild nicht mehr gewébhrleistet war.

3.7 Restriktions-Enzyms-Analyse der PCR-Produkte

Zum Nachweis der Richtigkeit der Amplifikate wurddiese mit spezifischen Endonu-
kleasen gespalten. Endonukleasen sind Enzymendjara spezifischen Basenpaar-
sequenzen die DNA spalten.

Dazu bendétigten wir 8 PCR-Proben a 50 ul => 40BQ@IR-Produkt-Losung.

Zu dieser wurden 40 pl 3 molare Na-Acetat-Losungiesd 100 pl Ethanol 96 %
gegeben.

Dieser Ansatz wurde in einem 1,5 ml Eppendorf-Rbarecmindestens 10 Minuten bei
—20 °C inkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz48C 20 Minuten mit
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14.000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurdeatinvorsichtig abgesaugt und das
Pellet zweimal mit Ethanol 70 % (4 °C, 5 min, 12Q%'min) gewaschen.

Jetzt wurde das Pellet in der Vakuum-Zentrifugeapdnet und anschliel3end wieder in
40 pl HOpepc geldst. Die jetzt entstandene wassrige DNA-Losuagle bei 65 °C

15 Minuten lang unter Rutteln gemischt.

Die eigentliche Enzym Reaktion fand dann anschidi 37 °C unter Ritteln (2,5 h)
statt. Hierzu mussten 5 pl cDNA mit 30 W®bepc, 1 pl Enzym und 4 pul eines
enzymspezifischen Puffers vermischt werden.

Nach Abschluld der Reaktion wurde das Produkt iaréfolyacrylamid-Elektrophorese

aufgetrennt und ausgewertet (siehe Kapitel 3.6).

3.8 Messung der relativen Expression der einzelnen

IGFBPs im Vergleich zum internen Stand@talctin

Um eine ungefahre Vorstellung der Menge der expniteanh mRNA eines Proteins zu
haben, verglichen wir es mit einem sogenanntemriateStandard. Dies ist ein Protein,
dessen Expression in verschiedenen Organen odenzeich im Laufe der Zeit als
konstant angesehen wird. Wir wéahlten dgfiactin. Die Schwachen dieser Methode
werden spater noch diskutiert.

Hierzu wurden die eingescannten Gele mit Hilfe Biesyrammes WINCAM im
Computer untersucht. Die Flachen sowie die Intéhdiér verschiedenen Banden
wurden mit der jeweils zugehorigen Bande des ietei®tandards desselben Organs
densitometrisch verglichen.

Als Ergebnis bekamen wir dann den prozentualeniAaés untersuchten Proteins
verglichen zum Standard, der einem erméglichtedmaltenen Daten graphisch und
tabellarisch miteinander zu vergleichen. Diesergi&ch erleichterte uns mdgliche
Ruckschlisse auf Veranderungen der IGFBP-Expressidferlauf des

Alterungsprozesses sowie im Vergleich zwischen@eweben.
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4. Ergebnisse

4.1 Etablieren der PCR

4.1.1 Auswahl der Primer

Die mMRNA-Sequenzen der IGFBPs sind allesamt auslieclet al (64) entnommen.
Nachdem die Primerpaare mit Hilfe des Suchprograpirimer detective*
herausgesucht wurden, wurden sie zusatzlich auffaedhbindende Basenpaare
geprift. Wir suchten uns dann, wenn moglich zweiséAntisense-Paare aus, von
denen das besser geeignete, mit weniger Seitenbamdestarkeren Signal zur
FortfiUhrung der Versuche genommen wurde (s. Abhiygm 1 - 4). Um bei den
Ergebnissen der PCR eine VergleichsmdglichkeitSiarke der mRNA-Exprimierung
der verschiedenen Proteine zu haben, wurde eimaageer ,internen Standard”
benutzt. Wir wahlten in unserem FgHactin, welches in verschiedenen Zellen und in
verschiedenen Altersgruppen als relativ konstagesehen wurde. Der Primer ds

actin entspricht dem Original-Primer der Firma Géafn.
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Folgende Primerpaare kamen zum Einsatz:

21

MRNA bp 5'-3' Sequenz 3'-5' Sequenz
IGFBP-1 309 TCCCAGCATGAAGAG TCCATTCTTGTTGCA
GCAAAGG GTTTGGC
IGFBP-2 165 CAGGTTGCAGACAGT GTGCTGTTCATTGAC
GATGACG CTTCTCC
IGFBP-3 377 TGACCGATTCCAAGT  GCAATGTACGTCGTC
TCCATCC TTTCCCC
IGFBP-4 198 TGCGTACATTGATGC  CCACGATCTTCATCT
ACGGG TGCTCCG
IGFBP-5 190 TGAGACAGGAATCCG TTGTCCACACACCAG
AACAAGG CAGATGC
IGFBP-6 191 CTTTGCCAGTGTCTC AAGGGTGACAGGGAC
CAGATGG AATGG
B-actin 540 GTGGGCCGCTCTAGG CTCTTTGATGTCACG
CACCAA CACGATTTC
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4.1.2 Grundrezept der PCR

Um schnell zu ersten aussagekraftigen Ergebniss&oramen, begannen wir die PCR
mit einem Grundrezept, das sich in unserer Forggggmippe als Ausgangsschema in
der Vergangenheit als sehr geeignet erwiesen hat.

Dies setzte sich wie folgt jeweils pro Ansatz zusan:

5,0l Buffer (zur Polymerase gehoérend, mitgeliefert)
3,0ul Mg
37,4pl H.0
0,4pl dNTP
0,8l Primer-Sense
0,8l Primer-Antisense
0,6ul Tag-Polymerase
2,0pl cDNA

50,04l

In der Vergangenheit hatten sich folgende Tempergikien als gut geeignet erwiesen:

Temp. Zeit
Denaturierung: 95 °C 60 sec.
Annaeling: 63 °C 45 sec.

Polymerase Reaktion: 72 °C 120 sec.
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4.1.3 Wahl der Etablierungs-Proben

Zur Etablierung unserer PCR wurden zuerst ProberQrmganen mit aus der Literatur
bekannt hoher mRNA-Exprimierung des jeweiligen Bingsproteins ausgewahlt (64).
Folgende IGFBP- Organ Zuordnungen erschienen vielversprechend:

Bindungsprotein Organ
IGFBP-1 Leber
IGFBP-2 Leber/Niere
IGFBP-3 Leber/Niere
IGFBP-4 Leber
IGFBP-5 Niere
IGFBP-6 Lunge

Nach anfanglich frustranen Versuchen, die sichea#n falschen Puffer in der
Reversen-Transkriptase-Reaktion zurtickfuhren lieBegaben sich nach der
Fehlerbehebung folgende Ergebnisse: (Abb.1- 4)
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Abbildung 1:

Eingescanntes Polyacralamid-Gel nach RT-PCR fia-aetin, IGFBP-1;-2;-3,: jewells
mit den Organen N = Niere und L = Leber

Marker: Fragmente definierter LaAnge zur Grol3enimesting

Beta-actin: 540 bp, IGFBP-1: 309 bp, IGFBP-2: 185I6FBP-3: 377 bp
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Abbildung 2:

25

Eingescanntes Polyacrylamid-Gel nach RT-PCR fuBB&H sowie Versuchsprimer,

die nicht verwertet oder nochmals getestet wurdetGFBP-2;-3;-4;-5, jeweils mit

N = Niere und L = Leber
IGFBP-4: 198 bp

Marker: Fragmente definierter LAnge zur Grol3enbesting
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Abbildung 3:

Eingescanntes Polyacrylamid-Gel nach RT-PCR furBE%& mit Niere = N und
Leber =L

IGFBP-5: 190 bp

Marker: Fragmente definierter Ladnge zur Grol3enbesting
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Abbildung 4:

Eingescanntes Polyacrylamid-Gel nach RT-PCR fuBB# mit Organ Lunge aus
verschieden alten Tieren zur Primeretablierung

IGFBP-6: 191 bp

Marker: Fragmente definierter LaAnge zur Grol3enbesting
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4.1.4 Restriktions-Enzym-Analyse

Zum Beweis, dass es sich bei den polymerisiertagrenten um die gesuchten
handelt, wurde die Eigenschaft von hochspezifis¢hestriktionsenzymen genutzt, die
DNA an ganz bestimmten Sequenzstellen zerschneftenit kann bei bekannter
DNA-Sequenz des PCR-Produktes, welches als Ausgabgsnz dient, die Anzahl
und GrolRRe der Bruchstiicke vorausgesagt werden.

Mit Hilfe eines Programmes der Firma Boehringer ktagim wurde nach Eingabe der
DNA-Sequenz und der Lage der Primer eine Anzahlwsyachiedenen
Restriktionsenzymen mit den Bindungsstellen ausgddr Aus den gefundenen
Enzymen mussten dann die fir uns Geeignetstensggaucht werden. Wir haben uns
in diesem Fall von der Spezifitat (max. 2 Schretten) und von der Grol3e der
Spaltprodukte (gut zu unterscheiden; nicht zu grolitht zu klein) leiten lassen. Aus
finanziellen Grinden versuchten wir au3erdem Enzgaeahlen, die wir mehrfach
verwenden konnten.

Dies fuhrte uns zu folgenden Enzymen fiir die vaestdmen Bindungsproteine:

Bindungsprotein Enzym GroRRe der Produkte
IGFBP-1 Ava | 166/ 142
Fok | 38/ 270
IGFBP-2 Alu | 37/ 127
Fok | 56/ 108
IGFBP-3 Alu | 299/ 97
Ava ll 86/ 310
IGFBP-4 Fok | 85/ 114
ScrF | 58/ 141
IGFBP-5 Alu | 43/ 146
ScrF | 52/ 137
IGFBP-6 Alu | 145/ 75

ScrF | 34/ 47/ 110
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Die Ergebnisse wurden mit Hilfe der Gel-Elektroprse ausgewertet und flhrten zu

folgenden Ergebnissen: (Abb. 5, 6)

4345
- 394
|

067 298
234

184
154

124

89
Marker IGFBP-1 IGFBP-2 IGFBP-3Marker

Ava |l Fok I Alul Fok I All Ava Il
Abbildung 5:

Eingescanntes Polyacrylamid-Gel nach RestriktionsyEhsanalyse der RT-PCR-
Produkte fur IGFBP-1, -2, -3 mit den oben genamfitezymen
Marker: Fragmente definierter L&nge zur Grol3entyesting
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Marker IGFBP-4 Marker IGFBP-5 IGFBP-6 Marker
Fok | ScrF | Alu lcE | Alu | ScrF |
Abbildung 6:

Eingescanntes Polyacrylamid-Gel nach RestriktionsyEhsanalyse der RT-PCR-
Produkte fur IGFBP-4, -5, -6 mit den oben genamiiezymen

Marker: Fragmente definierter LaAnge zur Grol3enbesting
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Bei der hohen Spezifitdt der Enzyme und der LageBdeden, die den vorhergesagten
GroRRen der Bruchstiicke entsprach, war dies der Bedass die polymerisierten

Fragmente tatsachlich die gesuchten IGFBPs waren.
4.1.5 Optimierung der PCR:

Zur Optimierung einer jeden PCR gehért die Suchub nier besten M-
Konzentration und der richtigen Anzahl der Zykl@ndere Parameter hingegen sind
durch die verwendeten Komponenten, zum Beispiatlddre Verwendung einer
bestimmten Polymerase mehr oder weniger festgdlegtBestimmung dieser
Parameter wurden am Beispiel des IGFBP-2 stellenid fur die anderen IGFBPs
dargestellt.

Die Mg?*-Konzentration mit den besten Ergebnissen wurdeetsieiner so genannten
Mg?*-Kinetik bestimmt, dabei wurden alle Variablen aisf die Md¢*-Konzentration

konstant gehalten.
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di 25 20 &O 25 2,80 25 20 pgMg

Abbildung 7:
Eingescanntes Polyacrylamid-Gel der®4ginetik mit 2,0 pg, 2,5 ug und 3,0 ug mit
unterschiedlichen Organen

Marker: Fragmente definierter Lange zur GrolRenbesting

Als optimaler Mg*-Zusatz erwies sich eine Menge von 3,0 pl pro Ansithierbei
das beste Signal zu bekommen war.
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Des Weiteren wurde zur Ermittlung der optimalen [Bpkahlen eine Zyklenkinetik
gefahren in unserem Fall mit 24, 27, 30 und 33 &yKk. Abb. 8 und 9). Hierbei wird
ahnlich der M§*-Kinetik als einzige Variable die Anzahl der Zykleariiert und

samtliche anderen konstant gehalten. Dies fuhrfelgenden Ergebnissen:

22
184 0
154
124
Marker IGFBP-2 (Organ Leber) Marker
24 27 30 Zyklen Versuchswitdéung
Abbildung 8:

Begleitext siehe folgende Seite.
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e

i

184
Newboepe>
IGFBP-2 (Organ Leber) 124
33 30 27
Zyklen Versuchswiederholungen Marke

Abbildung 8 & 9:
Eingescannte Polyacrylamid-Gele der Zyklenkinddieselbe PCR (IGFBP-2 mit

Organ Leber) wurde mit unterschiedlichen Zyklenealgefahren, um deren Optimum
zu bekommen.

Marker: Fragmente definierter LaAnge zur Grol3enbesting
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Auch hier zeigte sich, dass mit der urspriinglichanahl von 30 Zyklen ein optimales
Ergebnis erzielt werden konnte. Das Signal hiewaeistark genug ohne aber zu viele

Nebenbanden aufzuweisen.

Als letzte wesentlich beeinflu3bare Variable deRR&@urde die ,,Annealing®-
Temperatur optimiert. Diese spielt eine wichtigdl®bei der Anlagerung der Primer
an die DNA und deren Bruchstlicke. Da sich diesepegatur nur in einem gewissen
Spielraum zwischen Nichtanlagern und SchmelzerPderer bewegen kann, wahlten
wir auf Grund unserer mit 20 — 22 Nukleotiden ehezen Primern als

Ausgangstemperatur 63 °C. Auf diesen Wert kamerutgr die Formel (65):

[(Anzahl von A+T) x 2 + (Anzahl von G+C) x 4] °C

Diese Formel berechnet grob den Schmelzpunkt élrnieters. Bei uns ergab sich
minimal ein Wert von 62 °C fiur IGFBP-4 Sense un#BPR-6 Antisense (jeweils 9 x 2
+ 11 x 4) und maximal ein Wert von 70 °C flur B-4acense (7 x 2 + 14 x 4) und
Antisense (13 x 2 + 11 x 4). Der Durchschnitt file &rimer ergab einen Wert von
66,7 °C. Diesen korrigierten wir aus Ricksicht dief niedrigsten Temperaturen auf
63 °C, wie wir sie auch schon in unserem Ausgar@g Bchema verwendet hatten.

Dies schien auch aus Handhabungsgriinden ein véigemdVert fir alle PCRs zu sein.
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4.2 Messunqg der IGFBP-mRNA in Organen in
Abhangigkeit vom Alter

Nach der Etablierung der verschiedenen RT-PCRssutlkten wir in verschiedenen
Organe von Mausen des Alters 0, 4, 8, 12 Wochesetlegn Familie die Exprimierung
der sechs verschiedenen IGFBPs. Ziel war es daibeimdgliche Alterspezifitat der
verschiedenen IGFBPs zu finden.

Hierzu wurden aus der urspriinglichen Lieferung sechs weiblichen und zwei
mannlichen C57BL6-Mausen die verschiedenen Alterggen gezichtet und am
Stichtag die Mause getotet und die Organe entnomAwsethischen Gesichtspunkten
haben wir nur eine geringe Anzahl von Mausen getitd dem Wissen, dass unsere
moglicherweise gefundene Aussage dadurch an Sign#iverlieren wirde.

Wir gingen urspriinglich von lymphatischem Gewebgniphknoten, Thymus, Milz)
aus und erweiterten diese Auswahl spater durcteveettewebe, sodass wir letztendlich
bei jeder Altersgruppe mindestens sechs verscheeGemwebe auf die Exprimierung der
verschiedenen IGFBP-mRNA untersuchten.

Dies waren fir alle Altersgruppen Leber, Milz, Nigkunge, Gehirn und Thymus. Bei
den 8 und 12 Wochen alten Mausen untersuchtenusitzlich Lymphknoten und
Knochenmark. Es wurden jeweils die Gewebe von niehrslausen gleichen Alters
gepoolt, um zum einen bei den Neugeborenen genidatetial zu bekommen und
zum anderen den interindividuellen Unterschied stauszugleichen. Auf Grund der
geringen Menge an Probenmaterial wurden die PCRbaiauffalligen Werten
mehrfach kontrolliert (mindestens 2 mal), erbrantdann aber identische Ergebnisse.
Um zirkadiane Unterschiede weitgehendst auszugtaieimtnahmen wir die Organe
immer zu etwa gleichen Uhrzeiten, zwischen 10 uhtJir vormittags.

Durch die Wahl der Primer und die dadurch resudtide Lange unseres
polymerisierten Fragmentes waren wir in der Lage vdrschiedenen Proben aller
sechs BPs in drei Gelen laufen zu lassen, sodassem Gel IGFBP-2,-3,-4, in einem
weiteren IGFBP-1,-5 und in einem dritten Gel IGF8BHeine dargestellt werden
konnten. Ansonsten bestinde die Mdglichkeit, dags Banden zusammenfallen

wirden und somit eine korrekte Auswertung nicht isigvare.
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Die Ergebnisse sahen wie folgt aus:
Alter 0 Wochen:

= = -
-_—
_
=
58 V= .
- B-actin =
= - e = - =
T C T r— -
394
ﬁ IGFBP-1
267 - 298
IGFBP-5
Leber Milz Gehirn Niere Lunge Thymus
Markel Marki

Abbildung 10:

Eingescanntes Polyacrylamid-Gel der PCR fur IGFBB-Und 3-actin von
neugeborenen Mausen mit den Organen: Leber, Méhji@, Niere, Lunge, Thymus,
Knochenmark und Lymphknoten konnten wir preparattrinicht isolieren.

3-actin: 540 bp, IGFBP-1: 309 bp, IGFBP-5: 190 bp

Marker: Fragmente definierter Lange zur GrolRenbesting
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Abbildung 11:
Eingescanntes Polyacrylamid-Gel der PCR fir IGFBB;21 und 3-actin von

neugeborenen Mausen mit den Organen: Leber, Méhji@, Niere, Lunge und
Thymus

R-actin: 540 bp, IGFBP-2: 165 bp, IGFBP-3: 377I%FBP-4: 198 bp

Marker: Fragmente definierter L&nge zur Grol3entyesting
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Abbildung 12:

Eingescanntes Polyacrylamid-Gel der PCR fur IGFBR® 3-actin von neugeborenen
Mausen mit den Organen: Leber, Milz, Gehirn, Niénnge, Thymus. Knochenmark
und Lymphknoten konnten wir praparatorisch nicbtigsen.

R-actin: 540 bp, IGFBP-6: 191 bp

Marker: Fragmente definierter L&nge zur Grol3entyesting
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Wenn man die Banden densitometrisch zum internandard vergleicht, erhalt man

relative Zahlenwerte, die in Abb. 13 dargestettsi

0 Wochen
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N IGFBP-1
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MIGFBP-3
IGFBP-4
HIGFBP-5
H IGFBP-6

180

160

140 1

120

100

% beta-actin

80 -

60 -

40

20 A

Leber Milz Gehirn Niere Lunge Thymus

Organe

Abbildung 13:

Graphische Darstellung der relativ zu beta-actmsdemetrisch gemessenen Werte der
PCR-Ergebnisse der verschiedenen IGFBPs fir dersuithten Organe bei
neugeborenen Mausen. Werte ausserhlb des Schaubdd®rgan Leber: IGFBP-1:

352 %, IGFBP-2: 240 %, IOGFBP-3: 200%, IGFBP-4 24

Allem Anschein nach waren in dieser Altersgrupp&BB-2 bis -5 in allen
untersuchten Organen, wenn auch mit unterschiestlichensitat, vorhanden, wahrend
IGFBP-1 und -6 sehr unterschiedlich exprimiert vamrd GFBP-1 war in der Leber das
am starksten exprimierte BP, wurde aber im Gegermsatu in Milz und Thymus nur
gering, in Gehirn und Lunge gar nicht exprimiert.

IGFBP-6 wurde allgemein nur in geringem Mal3e progiizwobei es in Milz, Gehirn
und Niere bei neugeborenen Mausen Uberhaupt neahiweisbar war.
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Alter 4 Wochen:
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Abbildung 14:

Eingescanntes Polyacrylamid-Gel der PCR fur IGFBB-ind 3-actin von 4 Wochen
alten Mausen mit den Organen: Leber, Milz, Geh\iere, Lunge, Thymus.
Knochenmark und Lymphknoten konnten wir praparattrinicht isolieren.

3-actin: 540 bp, IGFBP-1: 309 bp, IGFBP-5: 190 bp

Marker: Fragmente definierter Lange zur GrolRenbesting
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Abbildung 15:

Eingescanntes Polyacrylamid-Gel der PCR fur IGFBB;=4 und 3-actin von 4
Wochen alten Mausen mit den Organen: Leber, MiEhi@, Niere, Lunge und
Thymus

R-actin: 540 bp, IGFBP-2: 165 bp, IGFBP-3: 377I%FBP-4: 198 bp

Marker: Fragmente definierter L&nge zur Grol3entyesting
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Abbildung 16:

Eingescanntes Polyacrylamid-Gel der PCR fur IGFBR® [3-actin von 4 Wochen
M&ausen mit den Organen: Leber, Milz, Gehirn, Niérege, Thymus. Knochenmark
und Lymphknoten konnten wir praparatorisch nicbtigsen.

3-actin: 540 bp, IGFBP-6: 191 bp

Marker: Fragmente definierter LAnge zur Grol3enbesting
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Auch hier haben wir die Banden densitometrisch ewsgtet und zum internen

Standard in Relation gesetzt. Graphisch erbradktefdigendes Schaubild:

4 Wochen

200

180 M IGFBP-1
H IGFBP-2
160 mIGFBP-3
IGFBP-4
E IGFBP-5
E IGFBP-6

140

120+

100+

Leber Milz Gehirn Niere Lunge Thymus

Organe

Abbildung 17:

Graphische Darstellung der relativ zu beta-actmsdemetrisch gemessenen Werte der
PCR-Ergebnisse der verschiedenen IGFBPs fir dersuthten Organe bei 4 Wochen
alten Mausen.

In dieser Altersgruppe schien IGFBP-1 bis auf inMiere nur gering oder gar nicht
exprimiert zu werden. IGFBP-2 bis -5 wurden voremllintersuchten Organen gebildet,
wenn auch in unterschiedlicher Menge. IGFBP-6 hgege wurde in Gehirn und Niere
Uberhaupt nicht, sowie in der Leber in nur ganzgem Malie gebildet. Jedoch war

die Expression in Milz, Lunge und Thymus auch renirgg.
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Alter 8 Wochen:
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Abbildung 18::

45

Eingescanntes Polyacrylamid-Gel der PCR fur IGFBB-ind 3-actin von 8 Wochen

alten Mausen mit den Organen: Leber, Milz, Gehitiere, Lunge, Thymus,

Lymphknoten und Knochenmark

3-actin: 540 bp, IGFBP-1: 309 bp, IGFBP-5: 190 bp

Marker: Fragmente definierter LaAnge zur Grol3enbesting
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Abbildung 19:

Eingescanntes Polyacrylamid-Gel der PCR fur IGFBB;21 und 3-actin von 8

46

Wochen alten Mausen mit den Organen: Leber, Mihi, Niere, Lunge, Thymus,

Lymphknoten und Knochenmark
3-actin: 540 bp, IGFBP-2: 165 bp, IGFBP-3: 377K BP-4: 198 bp

Marker: Fragmente definierter LaAnge zur Grol3enbesting
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Abbildung 20:

Eingescanntes Polyacrylamid-Gel der PCR fur IGFBR® [3-actin von 8 Wochen
alten Mausen mit den Organen: Leber, Milz, Gehitliere, Lunge, Thymus,
Lymphknoten (LK) und Knochenmark (KM)

3-actin: 540 bp, IGFBP-6: 191 bp

Marker: Fragmente definierter Lange zur GroRenbesting
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Densitometrische Auswertung erbrachte hier folgead®phik:
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Abbildung 21:
Graphische Darstellung der relativ zu beta-actimsdemetrisch gemessenen Werte der
PCR-Ergebnisse der verschiedenen IGFBPs fur dersuthten Organe bei den 8

Wochen alten Mausen.

In dieser Altersgruppe betrachteten wir auch ersttnaden anderen bereits
untersuchten Organen zuséatzlich Lymphknoten unccKeomark.

Auffallig erschien hierbei, dass IGFBP-1 nur noch.eber und Niere zu finden war,
dort aber in relativ hoher Konzentration. IGFBPiR 4 waren in allen untersuchten
Organen nachweisbar. Neu war auch, dass IGFBP&ehirn erstmals und deutlich

nachzuweisen war. Ansonsten war IGFBP-6 in Milzygel und Thymus vorhanden.
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Alter 12 Wochen:
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Abbildung 22:

Eingescanntes Polyacrylamid-Gel der PCR fur IGFBFPSLind 3-actin von 12 Wochen
alten Mausen mit den Organen: Leber, Milz, Gehitiere, Lunge, Thymus,
Lymphknoten (LK) und Knochenmark (KM).

3-actin: 540 bp, IGFBP-1: 309 bp, IGFBP-5: 190 bp

Marker: Fragmente definierter LAnge zur Grol3enbesting
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Abbildung 23:

Eingescanntes Polyacrylamid-Gel der PCR fur IGFBB;21 und 3-actin von 12
Wochen alten Mausen mit den Organen: Leber, Mighi@, Niere, Lunge, Thymus,
Lymphknoten (LK) und Knochenmark (KM)

R-actin: 540 bp, IGFBP-2: 165 bp, IGFBP-3: 377IG#5BP-4: 198 bp

Marker: Fragmente definierter L&nge zur Grol3entyesting
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Abbildung 24:

Eingescanntes Polyacrylamid-Gel der PCR fur IGFBR® 3-actin von 12 Wochen
alten Mausen mit den Organen: Leber, Milz, Geh\iere, Lunge, Thymus,
Lymphknoten (LK) und Knochenmark (KM)

3-actin: 540 bp, IGFBP-6: 191 bp

Marker: Fragmente definierter LaAnge zur Grol3enbesting
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Auch bei den 12 Wochen alten Mausen verglicherdwnntensitat der Banden
densitometrisch mit dem internen Standard und bekaiwigende Werte, die wir zum

besseren Verstandnis graphisch darstellten:
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Abbildung 25:

Graphische Darstellung der relativ zu beta-actmsdemetrisch gemessenen Werte der
PCR-Ergebnisse der verschiedenen IGFBPs fir dersuithten Organe bei 12 Wochen
alten Mausen. Werte ausserhalb des Schaubildeget U6 FBP-2: 200%

Es zeigte sich auch bei den 12 Wochen alten, aisgeavachsenen Mausen, dass

IGFBP-2 bis -5 in allen untersuchten Organen vodieanvaren. Lediglich IGFBP-1,
das wir nur in Leber, Niere und Lymphknoten naclserikonnten, sowie IGFBP-6,
welches schwach in Leber, Milz, Niere und Thymusieamit kraftiger Expression in

Gehirn und Lunge nachgewiesen werden konnte, zegitd nur in einzelnen Organen.
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Von grof3em Interesse war flr uns noch der Zeituérl@deswegen stellten wir an dieser
Stelle noch mal die Expression der IGFBPs jeweilstiv zuf3-actin in den

verschiedenen Organen Uber die Zeit dar.

IGFBP-1 Zeitverlauf
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Abbildung 26:

Graphische Darstellung der relativ zu beta-actimsdemetrisch gemessenen Werte der
PCR-Ergebnisse von IGFBP-1 fir die untersuchtera@egm Zeitverlauf (0, 4, 8, 12
Wochen). Werte ausserhalb des Schaubildes: Lehsgederene: 352 %

Es zeigte sich, dass IGFBP-1 nur in Leber sowieeNider den kompletten
Untersuchungszeitraum hin nachweisbar war. In dereNwurde es relativ konstant bei
allen vier untersuchten Altersgruppen gebildet, étl in der Leber nach der
Neonatalzeit ein steiler Abfall darzustellen ware Werte bei 8 und 12 Wochen
ergaben wieder mittlere Expressionsraten. In Mild Thymus konnten wir mit O
Wochen die hochsten Werte messen, die bei 4 Wdobesits geringer und spater gar
nicht mehr vorhanden waren. In Gehirn, Lunge unddfenmark war in den

untersuchten Zeitraumen keine Expression von IGEBFRNA nachweisbar.
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IGFBP-2 Zeitverlauf
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Abbildung 27:

Graphische Darstellung der relativ zu beta-actmsdemetrisch gemessenen Werte der
PCR-Ergebnisse von IGFBP-2 fir die untersuchtera@gm Zeitverlauf (0, 4, 8, 12
Wochen).

Werte ausserhalb des Schaubildes: Leber-Neo: 24Qifge-12 Wochen: 200 %

Im Gegensatz zu IGFBP-1 konnte eine Expression@&iBP-2-mRNA in allen
untersuchten Organen bei allen Altersgruppen fesetiewerden. In der Leber wurde
auch hier wahrend der Neonatalzeit ein Maximum gaelisen, das sich dann auf
relativ konstante Werte einpendelte.

In der Lunge wie im Gehirn ergab sich ein Maximuandien 12 Wochen alten Mausen.
Insgesamt erhielten wir fur IGFBP-2 relativ konseawerte, die etwa der Halfte der fir

3-actin gemessenen Expressionen entsprach.
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IGFBP-3 Zeitverlauf
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Abbildung 28:

Graphische Darstellung der relativ zu beta-actmsdemetrisch gemessenen Werte der
PCR-Ergebnisse von IGFBP-3 fir die untersuchtera@gm Zeitverlauf (0, 4, 8, 12
Wochen). Werte ausserhalb des Schaubildes: Leber208 %

IGFBP-3 war wie IGFBP-2 in allen untersuchten Oeganachzuweisen. Prinzipiell
waren die ermittelten Werte bei den neugeborenetesten 12 Wochen alten Mausen
am hochsten.

In der Leber zeigte sich ein deutlicher Abfall @pression der IGFBP-3-mRNA
zwischen den 0 und 4 Wochen alten Mausen, wahneschiel3end ein erneuter
Anstieg darzustellen war. In Milz und Gehirn zergsech relativ konstante Werte. In
der Niere fanden wir ein Expressionsminimum bei dc¥Aén alten Mausen, und ein
Maximum bei den 12 Wochen alten. In der Lunge egiglich relativ geringe Werte bei
0 und 4 Wochen und konstant hohe Werte bei 8 und/aéhen. Im Thymus war ein
Maximum bei den neugeborenen Mausen festzustealtemie relativ niedrige Werte bei

den alteren Mausen.
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IGFBP-4 Zeitverlauf
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Abbildung 29:

Graphische Darstellung der relativ zu beta-actimsdemetrisch gemessenen Werte der
PCR-Ergebnisse von IGFBP-4 fir die untersuchtera@rgm Zeitverlauf (0, 4, 8, 12
Wochen). Werte ausserhalb des Schaubildes: Lelsr- 214 %

Auch IGFBP-4 war in allen untersuchten Organen watsbar. In Leber und Thymus
fanden sich Maxima bei 0 Wochen sowie ein Abfail4®/ochen. Ansonsten waren
jeweils die im Alter von 12 Wochen pro Organ erglin Werte die Héchsten. Die
Werte fur IGFBP-4 waren fir alle Organe realtiv &@mt und verglichen mit der

3-actin-Expression meist knapp unter dieser.
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IGFBP-5 Zeitverlauf
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Abbildung 30:

Graphische Darstellung der relativ zu beta-actimsdemetrisch gemessenen Werte der
PCR-Ergebnisse von IGFBP-5 fir die untersuchtera@egm Zeitverlauf (0, 4, 8, 12
Wochen).

Auch IGFBP-5 war in allen Zeiten in allen Organectimweisbar. Insgesamt zeigte
IGFBP-5 einen annahernd konstanten Spiegel in ohzeleen Organen mit einer
relativ zu 3-actin gesehen Experession von 40-88@nahmen hierzu bildeten Leber,

Thymus und Knochenmark mit einzelnen Héchstwerten.
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IGFBP-6 Zeitverlauf
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Abbildung 31:

Graphische Darstellung der relativ zu beta-actmsdemetrisch gemessenen Werte der
PCR-Ergebnisse von IGFBP-6 fur die untersuchtera@¥gm Zeitverlauf (0, 4, 8, 12
Wochen).

IGFBP-6 wurde allgemein nur gering exprimiert. Deéativen Zahlen im Vergleich zu
[3-actin lagen meistens im einstelligen Prozentbkréiur bei den alteren Tieren
konnten im Gehirn (8 und 12 Wochen) sowie in dendai(12 Wochen) deutliche
Werte gemessen werden. In Lymphknoten und Knochdonkasnten wir es gar nicht

nachweisen.
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5. Diskussion

5.1 Etablierunqg der RT-PCR

Wie schon in der Einleitung beschrieben interetsigns der Einfluss des IGF-Systems
auf das lymphatische Gewebe. Als Voraussetzundihisrussten wir die Expression
der IGFBPs zunachst im Mausmodel in den versched&eweben, sozusagen als
Leerwert, untersuchen. Da hierbei altersabhangigev&nkungen bekannt sind,
untersuchten wir zusatzlich unterschiedliche Aenppen. Im Hinblick auf die zu
erwartenden sehr geringen Probenmengen und diesahiedliche Beschaffenheit der
verschiedenen Gewebe erschien uns als Nachweisdeetieo IGFBP-mRNA eine RT-

PCR am geeignetsten.

Die allgemeinen Vorteile der PCR im Gegensatz zieeen Nachweismethoden liegen
auf der Hand. Sie ist deswegen nicht umsonst hadtrteals als Gold-Standard
angesehen (65). Sie zeichnet sich bei geeignateeRP¥Wahl vor allem durch ihre hohe
Sensitivitat und zusatzlich durch ihre hohe Spgifius (65). Dadurch eignet sie sich
auch fur kleinste Probenmengen an DNA. Im Ideattttht ein Strang DNA, da dieser
durch die PCR stark vermehrt wird. In unserem Ra#e dies besonders wichtig bei der
Bestimmung der Werte sowohl im Knochenmark als anaten Lymphknoten.

Ein weiterer entscheidender Vorteil der PCR istrdlativ einfache Handhabung und
Auswertung, da sie ohne radioaktiv Substanzen adevendige Feinschnitte, wie z.B.
bei der In-situ-Hybridisierung, auskommt.

Der Hauptnachteil der PCR ist allerdings, dassmschuch geringste Verunreinigungen
(z.B. durch Rest-DNA in Gefal3en oder Pipetten)cfadsErgebnisse erhalten werden, da
diese mit amplifiziert werden kénnen. Deshalb nmuss einen sehr sauber und
sorgfaltig gearbeitet werden und zum anderen emmp#s sich, die durchgefuhrte PCR

mehrfach zu wiederholen.
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Ein weiterer Nachteil vor allem der RT-PCR ist daxh recht eingeschrankte
Aussagekraft im Bezug auf die Quantitat. Zwar g#fur die PCR mittlerweile
verschiedene real-time quantitative PCRs wie zuma Tagman (65), jedoch sind
diese fur die RT-PCR nur begrenzt einsetzbar wemdgin ohnehin zum Zeitpunkt der

Experimente in unserem Labor nicht zur Verfigung.

Der zentrale Schwachpunkt der RT-PCR ist die dd® R@geschaltete unprazise
Transkription durch die Reverse Transkriptase (RW@hrend dieses Schrittes wird die
MRNA der urspringlichen Probe in cDNA umgewandettoch lediglich mit einer
Rate zwischen 5 % und 90 %. Dieser Schritt ist aefwéndig und dennoch nur
ungenau zu quantifizieren (65). Bei einer kompegiti PCR, welche fir jedes
untersuchte DNA-Stlck ein kiinstliches Vergleichslst@inderer Lange braucht, an das
die Primer mit derselben Affinitat binden, kanndudas Verhéltnis der Amplifikate
(Probe und Vergleichs-DNA) auf die Menge der uragiich untersuchten DNA
rickgeschlossen werden. Jedoch ist im HinblickdeitUngenauigkeit der reversen
Transkriptase nur eine Aussage dartber moglichyialieDNA in die PCR eingebracht
wurde und nicht Gber die urspriinglich eingebradhé@ge an mRNA. Aul3erdem
macht die grol3e Anzahl der verschiedenen ProberKanttollanséatze
(Verdinnungsreihen mit definierten Mengen der \&Egdis-DNA) diese Methode
schwer praktikabel. Unsere Ergebnisse sind fuudtersuchten Organe pro IGFBP
meist aus einem, gemeinsamen Ansatz, so daf} iehgteBedingungen innerhalb
dieses Ansatzes auch von einer relativ konstantewahdlungsrate der RT

ausgegangen werden kann.

Zur Optimierung der quantitativen Aussagekraft ®gtavir ein sogenanntes
.Housekeeping“-Gen ein. Diese, als interner Stathg@wahlte Vergleichs-mRNA,
unterliegt aber ebenfalls metabolischen Schwankunigé ist somit nur bedingt als
Kontrolle zu gebrauchen. Im Falle des von uns géesitiis dahin allgemein
anerkannten 3-actin ist zum Beispiel mittlerweiddnnt, dass die Menge der mRNA
in sich teilenden Zellen betrachtlich schwankenrk@#6-69). Eine von Selvey et al
veroffentlichte Studie hierzu aus dem Jahr 200) €¢83chien erst nachdem unsere

Versuchsreihen bereits abgeschlossen waren. Imagési®en jedoch alle genutzten
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.Housekeeping“-Gene solche Schwachen und wir hattemserer Forschungsgruppe
gute Erfahrungen im Umgang und hinsichtlich derdbrgsse mit (3-actin.

Die von uns gewdahlte Tag-Polymerase ist weitlaafapliert und wurde auch in
unserem Labor mehrfach erfolgreich eingesetzth§ieine gute Syntheserate von
2800 Nucleotiden/min bei einem Temperaturoptimum ¥4 °C und den Vorteil, dass
sie bei niedrigen Temperaturen noch eine gute Rigtat aufweist, ohne jedoch

Primer und/oder Produkt zu zerstoren.

Zusammenfassend muss man jedoch, hinsichtlichlderek Anzahl der Versuchstiere
und der oben beschriebenen Gesichtspunkte, instiesoder Ungenauigkeit des von
uns gewahlten Housekeeping Genes alle relativ damessene Ergebnisse mit einem
gewissen Vorbehalt ansehen. Lediglich sicher neg&rgebnisse und Ergebnisse mit
sehr starker Expression konnen als wirklich audgé@diey angesehen werden,
Ergebnisse mit nur geringer Exprimierung kénnenram@gen der hohen Spezifitat als
Nachweis der jeweiligen IGFBP-mRNA gesehen werdgigsen aber mit sehr gro3em
Vorbehalt vor allem Hinsichtlich der Quantitat irgestiert werden. Trotzdem werden
wir diese im Folgenden vorsichtig dikutieren.
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5.2 Diskussion der PCR-Ergebnisse

Zur Vereinfachung der Diskussion haben wir

1. die einzelnen IGFBPs der Reihenfolge nach abgkdia

2. eine kurze Zusammenfassung Uber das jeweiligBRzallgemein vorangestellt und

3. die Ergebnisse anderer Studien mit den unsemegichst in Tabellenform
verglichen, wobei die Einteilung der Symbole fliisere Ergebnisse so wie die
Ubertragung der Ergebnisse aus der Literaturjfidpch, auch mit Hintergrund der

oben besprochenen Ungenauigkeiten, relativ grolagkwurde.

Allgemein: Ein durchgéangiges Problem fur uns watenniedrigen 3-actin-
Expressions-Werte bei den neugeborenen MauserfiWien dies auf die bekannten
Schwankungen der 3-actin-Synthese in proliferieearikllen zuriick (66-69). Die in
Relation dazu gesehenen IGFBP-Expressionen ershatadurch sehr hoch.

Des Weiteren gab es weder Artikel, die etwas tel@FBP-Expression in
Lymphknoten oder Knochenmark aussagten, noch Datelenen Expressionsverlaufe
der IGFBPs im Menschen aul3erhalb der Embryonadaegestellt waren. Dadurch fiel
uns eine Interpretation der Daten der beiden obearggen Organe sowie eine
Ubertragung der Daten auf den Menschen schwer.

Zusatzlich ergab sich das Problem, dass wir aysapadionstechnischen Griinden
Knochenmark und Lymphknoten erst aus 8 bzw. 12 Woditen Tieren gewinnen

konnten.
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IGFBP-1

Die Hauptproduktionsorte fur IGFBP-1 sind aul3erdratoch Niere und Dezidua (10),
aber auch andere Gewebe kdnnen IGFBP-1 produziesezrSpiegel ist von der
Tageszeit und vom Erndhrungszustand abhéngig (#0Nath dem Essen sinkt der
IGFBP-1-Spiegel deutlich ab und steigt wahrenddrastiten auf Hochstwerte an (11).
Aul3er von den oben genannten Faktoren wird der F5EESpiegel auch von
verschiedenen Hormonen und Zytokinen beeinfluf3ulln wirkt z.B. hemmend
(11,53,72-74) auf die Synthese von IGFBP-1 waht@hdkagon, Glukokortikoide (11)
sowie TNFa, IL-13 und IL 6 die Produktion von IGFBP-1 stimuliere®(35-78).
IGFBP-1 liegt in unterschiedlichen Formen vor. Ritasylisiert hemmt es die IGF-I-
Wirkung, wahrend es nicht phosphorylisiert die Wing verstarkt. Anscheinend
unterstitzt IGFBP-1 die IGF-I-Wirkung Uber zwei ersichiedliche Wege: Zum einen
bewirkt es Uber ein langsames und gleichmaRigasdtzen von IGF-I einen
gleichbleibend konstanten Spiegel, zum andereriarktes zumindest in vitro die
Wirkung von IGF-1 am Rezeptor (12,13).

Die Wirkung von IGF zusammen mit IGFBP-1 bei deritfieilung Ubertrifft die
Wirkung von IGF alleine, vor allem zusammen mit detegrin-Rezeptoro531-
Rezeptor), an den IGFBP-1 Uber eine RGD-Sequereb(®,79).

Eine weitere Funktion des IGFBP-1 scheint der Tpartsvon IGF durch

Kapillarmembranen und von intra- nach extrazellukdd umgekehrt zu sein.
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Tabelle 1: Tabellarischer Vergleich unserer IGFBP-1-Datenduit Literatur

Schuller et al, Lindbergh-Kortleve et al: Maus; Bgtko et al: Ratte; Cerro et al: Ratte
und Maus; Liu et al: Rhesus-Affe: ++: stark nactslar; +: nachweisbar; +: schwach
nachweisbar; -: nicht nachweisbar; Leerfeld: nightersucht

Bei unseren Ergebnissen gilt: ++: > 100 % 3-aetirs 100 % 3-actin; +: schwach

nachweisbar; -: nicht nachweisbar;

Leber Milz Gehirn Niere Lunge Thymug KM| LK

IGFBP-1 0/4/8(12]0/4(8({1210(4|8|10(4|8|12J0|4|8|12)0|4|8|128 [12]8 | 12

Schuller + - - - -

et al (64)

Cerroetal |+ + +H+
(80) +

Liu et al + +

(81) +

Babajako |+ +

etal (82) |+

Lindbergh- 4

Kortl. (83)

Eigene Sl I I N IR R S ISR I IR IR I I I I IR I IR R I 3 I I [ AR I I
Daten +

Wie unten nochmals ausfuhrlich beschrieben, konwiem Gehirn, Lunge, Thymus
und Knochenmark kein IGFBP-1 nachweisen, bekarbengute Ergebnisse in Leber,
Knochenmark und Niere, sowie schwache Signale rinMile.

Wir fanden in der Leber in unseren Untersuchungee schr starke Expression von
IGFBP-1 in den ersten Lebensstunden (s. Abb. 2@sékonnte zum Teil auf eine
erstaunlich geringe 3-actin-Expression in der Lelsemeugeborenen Méause
zurtckzufiihren sein (s. Abb. 11), was durch dieabeken Schwankungen in
proliferierenden Geweben erklarbar ist (68). Ansdlgnd haben wir ein Minimum bei
den vier Wochen alten Mausen gefunden. Bei altbténsen war nochmals ein kleiner
Ruckgang zu dokumentieren. Dies stimmt mit den Bebtungen von Cerro et al (80)
und Babajako et al (82) bei der Ratte, sowie vandtial (81) beim Rhesus-Affen
Uberein, die alle einen Rickgang der IGFBP-1-Exgioesin der Leber von sehr hohen
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Werten in der Neonatalzeit zu niedrigen WertenanAldoleszenz beschreiben.
Schuller et al (64) beschreiben ebenfalls bei deud/einen Rickgang des mRNA-
Levels fur IGFBP-1 in der Leber.

Wie in Abb. 11 gut zu sehen, fanden wir in der Mile bei den neonatalen sowie

4 Wochen alten Mausen eine sehr geringe ExpressiofGFBP-1-mRNA. Bei den
alteren Mausen konnten wir keine IGFBP-1-mRNA nagisen. Schuller et al fanden
ebenfalls bei adulten M&usen keine mRNA von IGFBR-der Milz.

Wie von mehreren Arbeitsgruppen beschrieben (6823,Lkonnten wir im Gehirn, im
Knochenmark und auch in der Lunge der Maus keirleBIB1-mRNA nachweisen

(s. Abb. 26).

Lindenbergh-Kortleve et al (83) beschrieben eir@dmschen Nachweis von IGFBP-1-
MRNA in der Mausniere. Schuller et al (64) konnbenerwachsenen Mausen keine
IGFBP-1-mRNA in der Niere nachweisen. Im Gegendaiz wiesen jedoch Cerro et al
(80) in der Niere von adulten Ratten IGFBP-1-mRN&&m Wir fanden in allen
Altersgruppen eine konstante IGFBP-1-mRNA Aktivitgit Abb. 26).

Im Thymus konnte nur bei den 0 und 4 Wochen alté@udén eine Expression von
IGFBP-1-mRNA festgestellt werden und diese auchimgeringem Ausmal} (s. Abb.
26). Dies konnte darauf hindeuten, dass IGFBP-a®twit der Reifung des Thymus
und der Milz, also méglicherweise des lymphatiscBgstems zu tun haben kénnte.
Zusatzlich fanden wir eine IGFBP-1-mRNA Expressmohymphknoten bei

12 Wochen alten Tieren.

Insgesamt fanden wir eine gute Ubereinstimmungdenit bisher publizierten Daten aus

der Literatur.

IGFBP -2

Der IGFBP-2-Spiegel ist im Laufe des Tages vom Enmmdgszustand, dem
Insulinspiegel, wenn auch in schwacherem MalReGHBP-1 (14), vom Metabolismus
des Korpers, sowie wahrscheinlich von verschiedét@monen, z.B. GH, abhangig.
Obwohl GH scheinbar keinen direkten Einflu3 auf 88RBP-2-Spiegel zu haben

scheint, werden in vivo bei GH-Insuffizienz erh®hGFBP-2-Spiegel gefunden
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(11,15). Als ein weiterer Hinweis auf eine Steugruon IGFBP-2 durch Mediatoren
wurde in Neuroblastomzellen eine Verringerung @FBP-2-Produktion durch
Vitamin A beschrieben (84).

Bisher ist unklar, ob die in vitro erhéhten IGFBFSgiegel in aktivierten
T-Lymphozyten (63) nur einen wachstumsstimulierenB&ekt oder weitere
Funktionen haben.

Reduzierte Proteinaufnahme erhoht den IGFBP-2-8praghr als allgemeines Fasten
(71). Erhohte IGFBP-2-Spiegel sind bei Untererndgrund Anorexia nervosa
beschrieben worden. Im Verlauf des Lebens verasiertder IGFBP-2-Spiegel
ebenfalls. Er ist bei Kindern relativ hoch, erreibki jungen Erwachsenen ein
Minimum um dann im Alter wieder anzusteigen.

IGFBP-2 wird im Korper weder glykolysiert noch ppbsrylisiert und wird in allen
Korperflissigkeiten gefunden. Hierbei ist der IGFBSpiegel im Seminal-Plasma der
hdchste und IGFBP-2 ist durch die Produktion inrakum Gewebe das Haupt-IGFBP
im Liquor (84).

Ein direkter Zellkontakt von IGFBP-2 ist Uber Ghgaminglykane mdglich. Weiter
konnte gezeigt werden, dass IGFBP-2 eine hepadebithe Doméne hat (85).
IGFBP-2 enthélt wie IGFBP-1 eine RGD-Sequenz, die 8indung an einen Integrin-
Rezeptor mdglichen machen wirde. Eine solche Bigdstraber bisher nicht
nachgewiesen (86).

Die Funktion des IGFBP-2 ist nach wie vor relametforscht. Im Falle eines Verlustes
von IGFBP-2 ist der Kérper sehr gut in der Lagesdie kompensieren, wie Versuche
an Knockout-Mausen, die phenotypisch unauffélligemagezeigt haben (18). Jedoch
fanden sich in solchen Mausen eine grof3ere Lelsbeune kleinere Milz, sowie
erhohte IGFBP-1, -3, und -4 Level (87). Eine mdgtid-unktion ist der Transport von
IGF-I durch Zellmembranen. Ein wachstumssteigermdfakt von IGFBP-2 wurde flr
Prostata-Carzinomzellinien in vitro gezeigt (19)vivo wurden in Prostata-
Carzinomen bis zu dreifach der Norm entspreche@@#®BP-2-Spiegel (16) und bei
verschiedenen ZNS-Tumoren erh6hte Spiegel von IGEB® Liquor gemessen (17).
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Tabelle 2: Tabellarischer Vergleich unserer IGFBP-2 DatenduwaitLiteratur

Schuller et al, Lindbergh- Kortleve et al: Mausp@gko et al, Chernausek et al, Van
de Wetering et al: Ratte; Liu et al: Rhesus-Affe: stark nachweisbar; +: nachweisbar;
+: schwach nachweisbar; -: nicht nachweisbar; ledériicht untersucht

Bei unseren Ergebnissen gilt: ++: > 100 % 3-aetirs 100 % 3-actin; +: schwach

nachweisbar; -: nicht nachweisbar

Leber Milz Gehirn | Niere Lunge| Thymy«M LK
IGFBP-2
0(4(/8/12] 0| 4|8|12J0(4|8(12] 0|4|8|12| 0|4|8|12] 0/4|8(12l 8 | 12] 8 | 12
Schuller ++ + + + ++
et al (64)
Babajako |+
etal (82) |+
Chernausek H +
(88) +
Van de
Weter. (89)
Liu et al + *
(81) +
Lindbergh- +
Kortl. (83) +
Eigene AR R A B A R S R AR TR A IS O I IR S
Daten + +

Im Gegensatz zum IGFBP-1 konnten wir das IGFBP-2li. 27) in allen Organen
und zu allen Zeiten mit, verglichen Beactin, relativ konstanter Starke nachweisen.
Bei IGFBP-2 fanden wir in der Leber ebenfalls eiaXinum zum Zeitpunkt der
Geburt. Die Werte der anderen Altersgruppen zeigteéizunehmendem Alter einen
leichten Anstieg. Dies stand scheinbar im Gegergatau et al (81) und Babajako et al
(82) die einen Abfall der IGFBP-2-mRNA Spiegel vaien Neugeborenen zu den
Adoleszenten hin beim Rhesus-Affen wie bei derdrlagischrieben. Jedoch sind in
beiden Publikationen nur neugeborene und ausgeeaehiSere untersucht worden.
Wenn wir nur diese Werte vergleichen, stimmen wungggebnisse mit denen dieser

Forschungsgruppen tberein. Schuller et al (64)Hregmen bei Mausen eine starke
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IGFBP-2-mRNA-Aktivitat in der Leber 3 Tage nach @eburt mit einem raschen
Ruckgang im weiteren Verlauf auf einen relativ kangen Level. Das entspricht in
etwa den von uns ermittelten Werten.

Die IGFBP-2-mRNA-Spiegel in der Milz bei den 4 uh?l Wochen alten M&usen sind
anndhernd identisch, wahrend bei Neugeborenen iddribiste von uns gemessene
Level von IGFBP-2-mRNA in allen untersuchten Orgatdberhaupt zu verzeichnen
war (s. Abb. 27). Der Spiegel bei den 8 Wochemadliéusen war etwa halb so grof3
wie der von 4 oder 12 Wochen alten Mausen. Schetlat (64) wiesen IGFBP-2 in der
Milz nach, untersuchten aber leider keine alteraaglge Verteilung.

Chernausek et al (88) beschreiben eine deutlicipeeSgion von IGFBP-2-mRNA in
Zellen des neuronalen Systems der Ratte mit arestéén Leveln im Laufe des Lebens.
In Einklang hiermit fanden wir in allen Altersgrugpein deutliches Signal fur
IGFBP-2-mRNA im Gehirn, wobei wir ein Minimum beMochen alten Tieren
fanden. Insgesamt zeigte sich jedoch ein deutlstedagender Trend (s. Abb. 27) mit
einem Maximum bei 12 Wochen. Schuller et al (64pfn ebenfalls ein deutliches
Signal fur IGFBP-2-mRNA im Mausegehirn.

Dieselbe Forschungsgruppe fand in der Niere beaeingenen Mausen eine deutliche
Expression von IGFBP-2-mRNA. Lindenbergh-Kortletel(83) beschreiben einen
nachgeburtlichen Rickgang von IGFBP-2-mRNA in der&lder Maus, untersuchten
jedoch nur Mause bis zum 14. Lebenstag. Wir fandeer Niere fur IGFBP-2 ein
Maximum bei 4 Wochen alten M&usen bei sonst dufatigichen Werten (s.Abb. 27).
Im Gegensatz zu van de Wetering et al (89), diererelativ niedrigen Level von
IGFBP-2-mRNA in der Lunge von ausgewachsenen Matasaen, bekamen wir ein
deutliches Maximum bei 12 Wochen alten Mausen, degsErgebnissen von Schuller
et al (64) entspricht, die in der Lunge grof3e Menig&FBP-2 nachweisen konnten.
Wahrend die Werte von der Geburt an standig gleddignin kleinen Schritten
anzusteigen schienen, verdreifachte sich der LaselGFBP-2-mRNA zwischen der
achten und der zwolften Lebenswoche.

Wir fanden im Thymus erwartungsgemalf auch beim ISERin Maximum fur den
neonatalen Wert. Der niedrigste Wert wurde firdi&ochen alten Tiere bestimmt mit
anschlielend wieder ansteigenden Leveln. (s. Abp.L2ider gibt es zu IGFBP-2

keine prazisen Daten von Kecha et al (90), sodasgexgleich nicht moglich ist.
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Im Knochenmark und in Lymphknoten konnten wir IGFBIEnRNA mit mittleren
Expressionswerten nachweisen.
Zusammenfassend sahen wir die von uns ermittelterie/durch die bisher vorhandene

Literatur bestéatigt.

IGFBP-3

Der IGFBP-3-Spiegel ist im Tagesverlauf relativ &@mt (11,70,71) und wird
hauptséachlich tber GH (11,91) auf drei verschiede&men reguliert: 1. direkt (92), 2.
Uber IGF (93) und 3. Uber aktiviertes Gewebe. WeiRegulatoren sind IL-1, TNE,

TGF 3 und andere (94-96).

IGFBP-3 ist das am meisten gebildete IGFBP. Seiag&bzeigt im Laufe des Lebens
ein Maximum wahrend der Pubertat (53,97). Das Hasptvoir fur IGFBP-3 im
Korper ist die Leber (21). Dort wird es hauptséadinivon Endothel und Kupferzellen
gebildet (22,23).

IGFBP-3 spielt eine wichtige Rolle als IGF-Regutatad -Reservoir. Es wird
angenommen, dass es als Haupttransportproteirfarderen Spiegel Uber eine
langsame, gleichmafiige Freisetzung konstant hdlsamit Hypoglykamien verhindert
(20,98). IGFBP-3 bindet die IGFs zusammen mit eildsTALS (= acid lable subunit)
bezeichnetem Glykoprotein mit einer Gro3e von 1é0Durch die Bindung von freiem
IGF und dem Umstand, dass IGF-I eine hohere A#iiniti IGFBP-3 als zum IGF-
Rezeptor hat (98), verhindert IGFBP-3 eine ,DowrégRlierung des IGF-I-Rezeptors
(20). Umgekehrt schitzen die IGFs das gebundenBRa3-vor Proteolyse (99).

Eine weitere Aufgabe des IGFBP-3 scheint die Dicgkérung der IGFs zu den
Geweben zu sein, in denen es gebraucht wird (10@)ngster Vergangenheit konnte
gezeigt werden, dass IGF zusammen mit IGFBP-3 zukieys transportiert wird. Dies
gilt als Hinweis, dass eine direkte Genregulation \GF und IGFBP-3 ausgeht (24).
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Die Wirkung von IGFBP-3 zusammen mit den IGFs &tvgbspezifisch potenzierend
oder inhibierend. Einen besonderen Effekt sch&mBP-3 bei der Wundheilung zu
spielen. Es wurde gezeigt, dass die Wundheilund@fitl und IGFBP-3 zusammen
den Effekt des IGF-I alleine um ein vielfaches it (25,100). Zudem wurde
beschrieben, dass bei wachstumsgestorten Rattétffdkt von IGF-1 mit IGFBP-3
deutlich starker war als der von IGF-I alleine (L0O

Die IGF-unabhangigen Effekte von IGFBP-3 sind \edlg. In vitro hemmt IGFBP-3
allein (25) Zellwachstum und vermittelt Apoptoseribroblastenkultur. Des Weiteren
scheint die TGH- sowie Vitamin-A-induzierte Apoptose Uber IGFBR+Blaufen
(26,96,101,102).

In vivo wurde gezeigt, dass die subkutane Injektion IGFBP-3 bei Mausen mit
Coloncarzinom die Splenomegalie reduzieren und.diE=rmetastasierung
verlangsamen konnte (103). Auch gibt es Hinweiasscin niedriger IGFBP-3-Spiegel
bei hohem IGF-Spiegel ein Indikator fur ein erh@hB®loncarzinom Risiko darstellt.
Zusatzlich konnte nachgewiesen werden, dass IGF8iP&&strogenrezeptornegative
Mammacarzinomzellen (27,28) wie auch an Prostatawanzellen Uber
Oberflachenproteine bindet (26). Dies legt die igiung eines eigenen IGFBP-3-
Rezeptor nahe. Auch beim nichtkleinzelligen Lungermom konnte eine Tumor

zerstorende Wirkung Gber Apoptose fir IGFBP-3 naehigsen werden (104).
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Tabelle 3: Tabellarischer Vergleich unserer IGFBP-3-Datendeit Literatur

Schuller et al, Lindbergh- Kortleve et al: Maus;iM#e Wetering et al: Ratte; Cerro et
al: Ratte und Maus; Liu et al: Rhesus-Affe: +arktnachweisbar; +: nachweisbar; =:
schwach nachweisbar; -: nicht nachweisbar; Leerfettht untersucht

Bei unseren Ergebnissen gilt: ++: > 100 % 3-aetirs 100 % 3-actin; +: schwach

nachweisbar; -: nicht nachweisbar

Leber Milz Gehirn | Niere Lunge| Thymy«M LK
IGFBP-3

0/4/8|1210/4|8|1210(4|8(121 0| 4|8|12) 0/4|8(12) 0/4|8|121 8 | 12| 8 | 12

Schuller + +
et al (64)

I+

++ +

I+
+

Cerro et al +
(80) +
Liu et al
(81)
Van de 1 +
Weter. (89) +
Lindbergh-
Kortl. (83)

Eigene AR RS B RS EY EA A R R R S RN S R R IS S R I S

I+
+

I+
+

Daten + + + + +| +

IGFBP-3 (s. Abb. 28) konnten wir ebenfalls in alleam uns untersuchten Organen
nachweisen, mit teilweise erheblichen UnterschiatirExprimierung zwischen den
verschiedenen Altersgruppen.

Bei unseren Untersuchungen zeigte sich auch beFBIRE3 ein Maximum an mRNA-
Expression in der Leber zum Zeitpunkt der Gebuetr. HWochen-Wert war im
Vergleich dazu sehr niedrig. Bei 8 und 12 Wochewfsich ein deutlicher Anstieg der
Exprimierung. Liu et al (81) beschrieben bei Rheatien einen stetigen Anstieg von
der Geburt bis zur Adoleszenz hin. Auch Schulleal€64) berichten ahnliche
Ergebnisse bei der Maus mit eher geringen Werte@ekurt und Cerro et al (80)
wiesen ebenfalls IGFBP-3-mRNA bei Mausen wie bdtétain der Leber nach.

In der Milz ermittelten wir fir IGFBP-3 durchschihithe Werte. Ein bei Geburt
durchschnittlicher Wert senkte sich auf ein Minimbai 4 Wochen und stieg bis zum
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12-Wochen-Wert, der ungefahr wieder den 0-Wochemt\&f@sprach an (s. Abb. 28).
Schuller et al (64) wiesen IGFBP-3-mRNA in der M&iilz nach, ohne jedoch auf
Altersunterschiede zu achten.

Im Gegensatz zu selbiger Forschungsgruppe, di€eis et al (80) fur IGFBP-3 im
Gehirn der Maus nur ein schwaches Signal erhalieen bekamen wir Gber alle 4
Zeitpunkte hinweg ein etwa gleich starkes Signal&FBP-3-mRNA. Das Maximum,
das wir bei 12 Wochen fanden, war jedoch deutliérker als die anderen ermittelten
Werte und relativ gesehen ahnlich hoch wie der \WentGFBP-2 (s. Abb. 27/28).

Wir bekamen in der Niere sehr starke Signale fil#rB8-3-mRNA fur die Neonatalzeit
sowie auch ein absolutes Maximum bei den 12 Woeltten, adulten Tieren, das fast
doppelt so stark war wie das verglichene Signal3factin. Die Werte fiir die 4 und 8
Wochen alten Tiere betrugen nur etwa die Halftevdlerte fir O und 12 Wochen

(s. Abb. 28). Schuller et al (64) und Cerro etgfl)(beschrieben im Einklang mit
unseren Daten eine starke Expression von IGFBP-BHANBei adulten Mausen.
Lindenbergh-Kortleve et al (83) beschrieben wiedeainen starken Anstieg der
IGFBP-3-mRNA Expression unmittelbar nach der Geluet unterschiedlich ist zu
unseren Daten. Allerdings zeigt sich eine Schwigiigoeim Vergleich der Ergebnisse,
da unsere Altersabstadnde mit 4 Wochen mdglicheeareisitiv grof3 gewéhlt wurden
und somit sehr kurzfristige Schwankungen nicht auerzum Teil erfa3t werden
konnten.

Wir fanden in der Lunge eine deutlich h6here Exgiesder IGFBP-3-mRNA nach

8 und 12 Wochen, als in den Organen der neugehoer 4 Wochen alten Tiere

(s. Abb. 28). Das ist ein Gegensatz zu den Ergsénigon van de Wetering et al (89),
die bei der Ratte einen Ruckgang der IGFBP-3-mRMNAr&ssion von der Geburt an
bis zur Adoleszenz beschreiben. Allerdings wurdeind Zwischenwerte angegeben,
sodass ein Verlauf nicht nachvollziehbar ist. Aistldas genaue Alter seiner
adoleszenten Ratten nicht definiert.

Auch im Thymus fand sich ein Maximum bei den nealest Mausen, wahrend die
Werte der alteren Tiere deutlich niedriger wareresDiel3 sich mit der Funktion des
Thymus in der Kindheit und seiner Degeneration watirdes Heranwachsens

vereinbaren.
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Im Knochenmark wie auch in Lymphknoten fanden veirden 8 und 12 Wochen alten
Tieren eine mittlere Expression der IGFBP-3-mRNAtéh aus der Literatur gibt es
hierzu keine.

Verglichen mit den bisher beschriebenen IGFBPdiesgefundene Literatur fur
IGFBP-3 nicht einheitlich. Dies machte einen Veigleunserer Daten schwer. Mit den
oben beschriebenen Einschréankungen stimmten denlzais der Literatur jedoch mit
den von uns ermittelten Ergebnissen Uberein. Hiedigte sich erstmalig, dass die
Einteilung fur die unterschiedlichen Starken depiession bei uns méglicherweise
mit zu grofl3en Abstanden gewahlt wurde, wobei engere Wahl schon allein durch

die Ungenauigkeit der Ergebnise nicht gerechtfeviye.

IGFBP-4

Das IGFBP-4 sowie seine Wirkungen sind bisher werifigrscht. Man weil3, dass seine
Konzentration alters- und GH-abhangig ist und vaedllen IGFBPs durch Proteasen
reguliert wird (41,105). Im Knochengewebe wird IGFB tber Vitamin D und
Parathormon reguliert.

IGFBP-4 wird durch verschiedene Zelltypen wie Fildasten, Prostata- und
Knochenzellen aber auch von Neuroblastomzelllipiduziert (29) und ist in allen
Korperflissigkeiten enthalten (30). In Neuroblastetten a3t sich die IGFBP-4-
Produktion durch Vitamin A inhibieren (8).

IGFBP-4 ist das einzige rein inhibitorische IGFEBRwrch die Bindung an IGF mit
hoher Affinitat wird eine Bindung der IGFs an d&H-Rezeptor verhindert (14).
IGFBP-4 ist in vivo ein IGF-Antagonist (31) und et von IGF unabhangig an die
Zellmembran (32).

In vitro konnte eine vermehrte Apoptoserate in Rrasumorzelllinien sowie eine
Verlangsamung des Tumorwachstums durch IGFBP-digiemerden (33). Nach der
Transfektion von IGFBP-4 in die Coloncarzinomzealli HAT-29 kam es in diesen
Zellen zu einem signifikanten Wachstumsrtickgang. (84 biologischen Effekten
verschiedener Organsysteme wurde beschrieben|@BB$-4 die Steroidsynthese im
Ovar (106) sowie die Differenzierung in Myoblasteduziert (35,36).
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Tabelle 4: Tabellarischer Vergleich unserer IGFBP-4-Datendhit Literatur

Schuller et al, Lindbergh- Kortleve et al: Maus;e@ausek et al; Van de Wetering et
al: Ratte; Cerro et al: Ratte und Maus; Kecha:e¥lahsch: ++: stark nachweisbar; +:
nachweisbar; +: schwach nachweisbar; -: nicht nacttvar; Leerfeld: nicht untersucht
Bei unseren Ergebnissen gilt: ++: > 100 % 3-aetirs 100 % 3-actin; +: schwach

nachweisbar; -: nicht nachweisbar

Leber Milz Gehirn | Niere Lunge| Thymy«M LK
IGFBP-4

0(4|8|12) 0/4|8[12]J0|4|8|12| 0|4|8(12] 0|4|8|12| 0|4|8(12|8 |[12]| 8 | 12
Schuller ++ ++ + + ++
et al (64)
Cerro et al + H + +
(80)
Chernausek H
et al (88)

1+

Van de 1 +
Weter. (89)
Lindbergh- 4
Kortl. (83)

Kecha et al +
(90) +

Eigene SRR B R R s BRI A R AR R R B R R R B R R R B e B

Daten + + + + +| + +

Wie bei IGFBP-2 und IGFBP-3 konnten wir auch IGF8Bs. Abb. 29) in allen
untersuchten Organen zu allen untersuchten Zeitpardicher nachweisen.

Wir fanden bei Geburt einen sehr hohen mRNA-WeddnLeber. Die Werte der
alteren Gruppen stiegen in unserer Untersuchurig stan einem mittleren Niveau
ausgehend bis zur Adoleszenz an, was fur den adl&at gesehen, den Aussagen von
Schuller et al (64), wie auch denen von Cerro é8@) entspricht.

Wir fanden in der Milz der Maus in den ersten dkikersgruppen (0, 4, 8 Wochen)
einen relativ konstanten Level von IGFBP-4-mRNAdigéich der 12-Wochen-Wert

lag héher. Schuller et al (64) beschrieben einlabdeats Signal fir IGFBP-4 bei adulten

Mausen. Dies konnten wir bestatigen.
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Chernausek et al (88) beschrieben im Gehirn eiteohgnalligen Ruckgang der
IGFBP-4-mRNA-Expression bei der Ratte. In unseneteltsuchung fanden wir relativ
konstante Level mit einem leichten Maximum bei reh@renen Mausen, sowie ein
zweites etwas starkeres Maximum bei 12 Wochen dliren, wobei die Expression
immer unter der des 3-actin lag (s. Abb. 29).

Ahnlich wie beim IGFBP-3 fanden wir in der Nier@ ibsolutes Maximum fir IGFBP-
4-mRNA bei den 12 Wochen alten Mausen. Ein bei @ealeght starkes Signal schien
auf ein Minimum bei 4 Wochen alten Tieren abzufalled dann wieder mit dem Alter
anzusteigen (s. Abb. 29). Schuller et al (64) dpeac/on einem sehr starken Signal fur
IGFBP-4-mRNA bei adulten Mausen, wahrend Lindenbd{grtleve et al (83) nur
beschrieben, dass bei neonatalen Mausen die mRN&riNiere nachweisbar war.
Somit gehen wir davon aus, dass unsere Ergebnaissk,wegen der Reliabilitat der
IGFBP-4-Ergebnisse der anderen Organe, den readalf wiedergeben.

Wie schon beim IGFBP-2 fanden wir in der Lungedmsi Expression der IGFBP-4-
MRNA einen stetigen Anstieg der Werte von Gebuibiarzu den 12 Wochen alten
Tieren (s. Abb. 29). Der fur 12 Wochen alte Tiemmigelte Wert entsprach sogar dem
zweithochsten Wert Uberhaupt fir IGFBP-4 in allegaden. Van de Wetering et al
(89) gaben nur jeweils einen neonatalen und eingaahsenen Wert an, die in ihrer
GrolRRe jedoch nicht sehr unterschiedlich sind. Sehat al (64) und Cerro et al (80)
beschrieben ebenfalls nur eine durchschnittlicher&ssion von IGFBP-4-mRNA in der
Mauselunge.

Im Thymus findet sich beim IGFBP-4, wie auch schenden vorherigen IGFBPs, ein
deutliches Maximum bei den neugeborenen, sowid@mum bei den 4 Wochen
alten Tieren. Anschlie3end schien die Expressidrdem Alter wieder anzusteigen

(s. Abb. 29). Laut Kecha et al (90) ist IGFBP-4 dasstarksten exprimierte IGFBP des
Thymus.

Im Knochenmark fanden wir fir IGFBP-4 bei den 8 \Were alten M&usen ein
Uberdurchschnittliches Signal, das bei den 12 Woelten noch starker wurde.

In den Lymphknoten konnten wir IGFBP-4-mRNA in R#awergleichbarer Menge
nachweisen.

Zusammenfassend sahen wir unsere Daten durchtei@tlur, soweit vorhanden

bestatigt, auch wenn erneut kleine Abweichungem digelntensitaten der
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beschriebenen Signale bestehen, die aber zum @imeh die mogliche Streubreite
unserer Ergebnisse, wie auch wahrscheinlich duntérschiedliche Definitionen

zustande kamen.

IGFBP-5

Die Spiegel des IGFBP-5 sind altersabhangig (394@)sehr hohen Werten in fetalen
Geweben (11,107), einem Maximum in der Pubertatainem anschlieRendem Abfall
mit zunehmendem Lebensalter (39,54). Der IGFBP-&¢& einer alten Frau betragt
nur noch ca. 30 % von denen einer Teenagerin (89,D0e Spiegel werden durch
verschiedene Hormone und Faktoren beeinflufl3t. ScewilGF-I und -1l sowie

Vitamin A stimulierend (109-111) auf die IGFBP-5eBuktion, wahrend
Glukokortikoide (91,105), Fibroblasten-Wachstum&ibg TGF{3 und auch platelet
derived factor (109) den IGFBP-5-Spiegel senkelrBB-5 ist das Haupt-IGFBP der
Niere (11).

Wie IGFBP-3 bildet IGFBP-5 mit IGF und ALS Komplek¥l2). Zudem bindet es
selbst an die Oberflachen von verschiedenen Zellervon Knochen- und
Endothelzellen (14). AuRerdem bindet IGFBP-5 iomian extrazellulare-Matrix
(ECM), dadurch nimmt die Affinitat zu den IGFs umndFaktor 7 - 12 ab (113-115).
IGFBP-5 kann die Wirkung von IGF verstarken odeschlvachen (24,36-38). In vitro
wurde gezeigt, dass IGFBP-5 Uber seine Zellmemimdohg oder die Bindung an
ECM die IGF-Wirkung verstarkt (20,37). Dieser Effest wahrscheinlich durch eine
starkere Bindung des IGFs an seinen Rezeptor (16%7u erklaren.

IGFBP-5 bindet an Knochenzellen wegen seiner hétinitat fir Hydroxyapatite

(14) und stimuliert in diesen das Wachstum IGF téalyig (26,37,117). Fur IGFBP-5
sind jedoch eine ganze Reihe inhibitorischer Eigeaen bekannt. So hemmt es z.B.
in der Niere das Zellwachstum, die Steroidproduktroden Granulosazellen (118) und
im Ovar das Follikelwachstum (14). Die Wirkung delikelstimulierenden Hormons
(FSH) am Ovar wird tUber eine Reduktion des IGFBRi#nittelt (14).
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AulRerdem konnte gezeigt werden, dass IGFBP-5 irzé#dkern transportiert wird und
mit viralen Onkoproteinen interagiert (41-45). Bi@ge nach einem Zusammenhang

mit der Entstehung von Carzinomen liegt deswegée nat aber bisher unbeantwortet.

Tabelle 5: Tabellarischer Vergleich unserer IGFBP-5-Datenduit Literatur

Schuller et al, Lindbergh- Kortleve et al: Maus;iMde Wetering et al: Ratte

++: stark nachweisbar; +: nachweisbar; +: schwaahweisbar; -: nicht nachweisbar;
Leerfeld: nicht untersucht

Bei unseren Ergebnissen gilt: ++: > 100 % 3-aetirs 100 % 3-actin; +: schwach

nachweisbar; -: nicht nachweisbar

Leber Milz Gehirn | Niere Lunge| Thymy«M LK
IGFBP-5

0|14|8(12) 0/4(8(1210|4|8|12] 0| 4|8|12| 0] 4|8(12) 0|4|8|12] 8 121 8 12
Schuller - + + ++ +
et al (64)
Van de 3 +
Weter. (89)
Lindbergh- H+
Kortl. (83)
Eigene i B I I e o I B B S A o I o e U B o I o B o B S o B o B o ol o A + +
Daten + +|+

Auch im Falle des IGFBP-5 konnten wir zu jeder Zeiéllen Organen eine mRNA
Exprimierung nachweisen. Beim IGFBP-5 fanden warglichen mit den anderen
Organen, relativ geringe mRNA Levels in der LelserAbb. 30). Nach, verglichen zu
3-actin, erneut extrem hohem neonatalem Wert zsigkeein ,peak” bei den 8 Wochen
alten Mausen. Die Werte der 4 und 12 Wochen alterewaren sehr niedrig. Schuller
et al (64) konnten in der Leber der Maus keine IBFBMRNA nachweisen. Da die
von uns gewahlte PCR eine deutlich héhere Senéitivat als die von Schuller et al
verwendete Northern blot Hybridisierung aufweigt|lsdies bei den teils sehr geringen
Levels unserer Untersuchung bei den von Schullet gtimar untersuchten
erwachsenen Mausen keinen Widerspruch dar.

Schuller et al (64) beschreiben eine Bande bel@EBP-5-mRNA-Bestimmung in der
M&ausemilz nach verlangerter Bebriitung. Unsere Hrigsb zeigten jedoch eine
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deutliche Expression, auch wenn die Werte nur dtwa/3 der R-actin-Expression
ausmachten. Wir sahen eine stetig ansteigende &sipreder IGFBP-5-mRNA von O
bis 12 Wochen (s. Abb. 30).

Fur das Gehirn gibt es beim IGFBP-5 nur Daten vomuler et al (64), die zeigen, dass
eine starke Expression der mRNA vorhanden ist.fév¥iden einen tber die
untersuchten Zeitraume fast konstanten Spiegelinterhalb der Expression des
3-actins lag (s. Abb. 30).

Lindenbergh-Kortleve et al (83) beschrieben fur zSBP-5 einen nachgeburtlichen
Anstieg der mRNA und Schuller et al (64) berichteten einem starken Signal fur
IGFBP-5-mRNA in der Niere bei adulten Mausen. Darstanmend zeigte sich in
unserem Fall eine schwache aber gleichmafige ZunadlemExpression von Geburt an
bis zur achten Lebenswoche, die knapp unter deml&ehswert des 3-actin lag, mit
einem anschlieRenden Ruckgang bei den 12 Wocham &kren (s. Abb. 30).

In der Lunge zeichnete sich erneut beim IGFBP-5Idend ab, den wir schon beim
IGFBP-2 und IGFBP-4 beschrieben haben. Von Gebusteigt die Expression bis zum
Maximalwert bei 12 Wochen an (s. Abb. 30). Ahnli&ten publizierten auch van de
Wetering et al (89), bei denen der Wert der Neugsien deutlich kleiner war als der
bei erwachsenen Tieren.

Im Thymus fanden wir fur IGFBP-5 bei unseren Unielaingen ein deutliches
Maximum bei den neonatalen Mausen. Die Werte dereil Tiere lagen unterhalb der
3-actin-Expression, waren aber deutlich nachweisbar

Im Knochenmark wie in Lymphknoten konnten wir IGFBMRNA nachweisen. Der
Wert im Knochenmark der 8 Wochen alten Mause Udledie 3-actin-Expression
deutlich, wahrend die restlichen ermittelten Weaiitht ganz der Expression von [3-actin
entsprachen.

Als Fazit konnten wir auch beim IGFBP-5 eine Ubesémmung mit der Literatur
finden, auch wenn zu diesem IGFBP nur relativ wétaglikationen gefunden wurden,

die fur uns von Bedeutung waren und somit herarggzaverden konnten..
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IGFBP-6

IGFBP-6 ist das einzige IGFBP, das IGF-II mit eimifach (~100x ) héheren
Affinitat bindet als IGF-I (46-48). Seine Hauptfuida ist somit auch in der Regulation
des IGF-II zu sehen (49,50,53,119).

Die Spiegel von IGFBP-6 sind altersabhangig (3%4B8yund werden von
verschiedenen Mediatoren reguliert. Vor allem Vitaw (51,52) scheint hier neben
IGF-II eine entscheidende Rolle zu spielen. Es wirdnterschiedlichen Geweben
gebildet wie z.B. im Ovar, in der Prostata, in Blidasten u.a. (45). IGFBP-6 ist
hauptsachlich im Liquor und Serum zu finden (11).

Eine interessante Beobachtung ist, dass Ostroggpt@negative Mammacarzinome
IGFBP-6 produzieren (51). Diese Produktion wirddtuYitamin A verstarkt (51,52).
Allerdings konnte gezeigt werden, dass in vivoatumorale Injektionen von IGFBP-6
die Grol3e des nichtkleinzelligen Lungencarzinomglad verkleinern konnten (120).
In vitro inhibiert IGFBP-6 die IGF-II-Bindung an ddRezeptor und die IGF-II
abhangige Myoblastendifferenzierung und -prolifierabhne dabei die IGF-I-Wirkung
zu beeinflussen (49,50).

Tabelle 6: Tabellarischer Vergleich unserer IGFBP-6-Datendmit Literatur

Schuller et al: Maus; Van de Wetering et al.: Ratte stark nachweisbar; +:
nachweisbar; +: schwach nachweisbar; -: nicht nattvar; Leerfeld: nicht untersucht
Bei unseren Ergebnissen gilt: ++: > 100 % [3-aetins 100 % 3-actin; £: schwach

nachweisbar; -: nicht nachweisbar

Leber Milz Gehirn | Niere Lunge| Thymy&M LK
IGFBP-6
0|14|8(12) 0/4(8(1210|4|8|12] 0| 4|8|12] 0] 4|8(12) 0|4|8|12] 8 121 8 12
Schuller + + + - +
et al (64)
Van de 4 +
Weter. (89)
Eigene x| -]+ FH] £ st bl RN ERE E4 R R A B E Rk
Daten
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Insgesamt waren alle Ergebnisse, die wir fir IGFBekamen, von eher schwacher
Qualitat. IGFBP-6 war jedoch bis auf Knochenmarll ugmphknoten in allen
untersuchten Organen nachweisbar, wenn auch miciein Altersgruppen.

Schuller et al (64) beschreiben ein schwach pestsignal fur IGFBP-6 in der Leber
nach verlangerter Bebritung. Wir fanden ebenfalldar Leber nur sehr geringe
Mengen von IGFBP-6-mRNA bei den 0, 4, 12 Wocheerafieren (s. Abb 31). Bei
den 8 Wochen alten Mausen konnten wir gar keinedBisB-mRNA nachweisen.
IGFBP-6 wird nach unseren Ergebnissen in der Milalken Zeiten nur schwach bzw.
gar nicht exprimiert. (s. Abb 31). Bei 0 Wochen &len wir Uberhaupt kein Signal, bei
4 und 8 Wochen ein schwaches, das bei 12 Wochdngeyinger ausfiel. Schuller et al
(64) fanden ebenfalls nur nach verlangerter Belbigitin Signal fir IGFBP-6-mRNA.
Im Gehirn konnten wir IGFBP-6-mRNA nur bei den &lut®2 Wochen alten Tieren und
auch hier nur, verglichen mit 3-actin und den aedéGFBPs, in relativ geringen
Mengen nachweisen. Die Daten von Schuller et gl £6fyen, dass bei erwachsenen
Mausen IGFBP-6-mRNA exprimiert wird, jedoch konntein keine Publikation finden,
die die Level fur IGFBP-6 im Mausegehirn bei neuweinen oder jungen Mausen
beschreibt.

Ein Nachweis von IGFBP-6-mRNA in der Mausnierdnstler Literatur nicht
beschrieben. Wir finden lediglich ein schwaches8idpei 12 Wochen alten Mausen,
was aber auch nur etwa 1/10 der 3-actin-Expregsitspricht.

In der Lunge fanden wir IGFBP-6 in allen Altersgpep, mit einem Maximum bei den
12 Wochen alten Tieren, welches im Rahmen unsangsrsuchung den hdchsten
gemessenen Wert flr IGFBP-6 Gberhaupt darstelklps. 31). Dies ist vereinbar mit
den Daten, die von van de Wetering et al (89) b&toverden. Diese Forschungs-
gruppe fand eine Zunahme der IGFBP-6-Expressia®eirLunge von neugeborenen
Mausen zu den erwachsen Tieren.Im Thymus war IGEBHRNA nur in sehr
geringen Mengen in allen untersuchten Altersgrupmahzuweisen. Das Maximum lag
hier bei ca. 1/5 des R-actin- Vergleichswerted.yimphknoten und im Knochenmark
konnten wir keine IGFBP-6-mRNA nachweisen.

Im Falle des IGFBP-6 ist zusammenfassend zu sagss,unsere Ergebnisse mit den

wenigen Ergebnissen, die wir in der Literatur find@nnten, Gbereinstimmen.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Wir waren in unserer Arbeitsgruppe in vorausgegaagdJntersuchungen auf einen
weiteren Zusammenhang zwischen dem IGF-IGFBP-Systetdem

immunologischen System gestol3en. Fiur nachfolgembleit&n suchten wir deswegen
zum einen eine Nachweismethode fir die sechs IGFRRs anderen brauchten wir ein
geeignetes Tiermodell, um die in vitro gefundenegeBnisse auch in vivo verifizieren
zu koénnen. Daflir benétigten wir als Voraussetzeagpgh ,Leerwerte” der Organe in
diesem Tiermodell. Wir entschieden uns fur die RORPals Nachweismethode der
MRNA der IGFBPs als Mal} fur die Expression des Gemé ihren in der Diskussion
dargestellten Starken und Schwéachen. Als Tiermaudtlten wir die Maus.

Wir konnten zeigen, dass die von uns als Nachweisrde fir die mMRNA der sechs
IGFBPs etablierten RT-PCRs Daten fur die unter®arckirgane erbrachten, die, soweit
sie bei den in der Diskussion erlauterten Ungeraiisfaktoren eine sinnvolle
Interpretation zulie3en, mit der bisher bekanntgeratur Ubereinstimmten. Die
Etablierung der RT-PCR zeigten wir hier ausfuhrbech Beispiel des IGFBP-2.
Prinzipiell war diese jedoch fur alle IGFBPs gleich

Speziell im Falle von IGFBP-5 und -6 war die puigiite Datenlage sehr gering. Bei
den in der Literatur haufiger untersuchten IGFB&sriten wir eine breite
Ubereinstimmung mit unseren Werten zeigen. DureHtiterschiede in den

Methoden, wie auch die unterschiedlichen Altersglimbgen der untersuchten Tiere der
verschiedenen Arbeitsgruppen, sowie auch nichtzudeirch Schwachen unserer
Methode sind die Abweichungen der Ergebnisse arpngtieren. Bei den
Altersgruppen und Organen, fur die wir keine Veidisliteratur finden konnten,

gingen wir auf Grund der guten Korrelation der Exgese der anderen Organe und der
Eindeutigkeit der Signale von der Richtigkeit adosser Werte aus.

Unterschiede in den Spezies (Maus, Ratte, Rhesig3-&flaubten wir uns bei der
groRen Ubereinstimmung der verschiedenen IGFBPschen den Spezies zu
vernachlassigen. Dies kdnnte aber in detaillienénagestellungen von Bedeutung

sein.
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Insgesamt konnte eine Nachweismethode fir die d&#FBPs im Mausmodell

etabliert werden.

Die zweite Fragestellung nach Ausgangswerten givdrschiedenen Altersgruppen
und Organen in der Maus konnten wir nur teilweisarttworten. Wir konnten zeigen,
dass es organ- und altersspezifische IGFBP-Musterwobei eine mengenmaliige
Diskussion nur mit sehr grof3en Vorbehalten auf @rer doch erheblich ungenauen
Teilschritte und der nur bedingten Zuverlassiglles internen Standards gefihrt
werden kann. Diese Informationen kdnnten somitumter Vorbehalt und nach einer
Modifikation der Methode, z.B. anderer internerrfsiard, Tagman, Optimierung der
RT, als Grundlage fur weitere Untersuchungen diedasatzlich ware es dafur auch
sinnvoll, die unterschiedlichen Zelltypen in destoi@mten Organen noch weiter zu
unterscheiden, um moglichst genaue Aussagen Ubemdersuchten IGFBPs machen

zu kdénnen.
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