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Einleitung

1 Einleitung

Die Wachstumshormon/Insulin-like Growth Factor (GH/IGF)-Achse spielt in der
Regulation von Wachstums- und Differenzierungsprozessen eine zentrale Rolle®.
Das IGF-System besteht aus den Peptidhormonen IGF-I und IGF-Il, sechs
hochaffinen IGF-Bindungsproteinen (IGFBP-1 bis -6) und zwei IGF-Rezeptoren®.
IGF-Bindungsproteine sind in  verschiedensten Organen, Geweben und
Korperflussigkeiten anzutreffen'*2. Die Funktionen der IGF-Bindungsproteine wurden
initial vor allem in vitro untersucht. IGFBP-2 zeigte in diversen in vitro Studien einen

IGF-abhéngigen, negativen Effekt auf Zellproliferation®®.

Um die Funktionen der IGFBPs in vivo aufzuklaren, wurden in den letzten dreizehn
Jahren zahlreiche IGFBP-transgene Mausmodelle generiert'®’. So wurde 1999 das
erste  Mausmodell beschrieben, das |IGFBP-2 unter der Kontrolle des
Cytomegalievirus (CMV)-Promotors Uberexprimiert. Es konnte gezeigt werden, dass
bei diesen transgenen Mausen das Kérpergewicht postnatal deutlich reduziert war®.
Um zu klaren, ob IGFBP-2 diese wachstumsinhibierende Funktion auch bei hohen
GH und IGF-I Spiegeln ausubt, wurden weibliche hemizygote CMV-mIGFBP-2
transgene mit mannlichen hemizygoten PEPCK-bGH transgenen Mausen gekreuzt,
woraus vier genetische Gruppen von Nachkommen resultierten: Doppelttransgene
(GB), bGH transgene (G), mIGFBP-2 transgene (B) sowie nichttransgene (WT)
Mause. Das Kdrpergewicht war bei den 15 Wochen alten mannlichen Nachkommen
der Gruppe GB im Vergleich zur Gruppe G um 17% und der Gruppe B im Vergleich
zur Gruppe WT um 13% reduziert. So konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass
IGFBP-2 das GH-stimulierte Wachstum hemmt®’. Das Wachstumshormon und auch
IGF-I kdnnen zellulare Hypertrophie und/oder Hyperplasie auslosen. Eine chronische
Uberexpression von GH in transgenen Mausen bewirkt einen systemischen und
lokalen Anstieg des IGF-lI Spiegels und ein Uberproportionales Wachstum diverser
Organe®’. In den PEPCK-bGH transgenen Mausen (G) konnte gezeigt werden, dass
eine Vergrolierung der Nebennierenrinde sowohl durch eine Hypertrophie als auch
durch eine Hyperplasie der Zellen der Zona fasciculata in der Nebennierenrinde
entstand. Bei GB Mausen war im Vergleich zu G Mausen eine signifikante

Verkleinerung des Nebennierengewichts festzustellen. Um zu klaren, ob diese
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Verkleinerung des Nebennierengewichts aus einer Veranderung der Zellzahl oder
der Zellvolumina resultiert, wurden umfangreiche stereologische Untersuchungen an
den Nebennieren von G, GB, B und WT Mausen durchgefuhrt. Dabei ergab sich der
hochinteressante Befund, dass die GH-induzierte Hypertrophie der Zona fasciculata-
Zellen durch die gleichzeitige Uberexpression von mIGFBP-2 signifikant reduziert

wurde, wohingegen die Hyperplasie der Zellen nicht beeinflusst wurde®®.

Dieses Mausmodell eignet sich daher hervorragend, um Mechanismen, die bei der

Kontrolle des Wachstums der Nebennierenrinde involviert sind, zu charakterisieren.

Ziel dieser Studie war es, eine holistische Proteomanalyse der Nebennieren von
Mausen durchzufuhren und zu versuchen, Kandidatenproteine mit Relevanz fur das
Nebennierenwachstum zu identifizieren. Fur die Erstellung des Panels an zu
untersuchenden Mausen wurden weibliche hemizygote CMV-mIGFBP-2 transgene
Mause mit mannlichen hemizygoten PEPCK-bGH transgenen Mausen verpaart. Fir
die Proteomstudien wurden nur Nebennieren von mannlichen Nachkommen
verwendet, um eine starke Streuung der Daten aufgrund der variablen Gro3e der so
genannten X-Zone der Nebenniere bei weiblichen Tieren zu vermeiden. Um die
Effekte von GH wund IGFBP-2 hinsichtlich des Nebennierenwachstums auf

Proteomebene zu charakterisieren, wurden folgende Vergleiche vorgenommen:
bGH transgene Mause (G) versus nichttransgene Mause (WT)

bGH transgene Mause (G) versus bGH/mIGFBP-2 transgene Mause (GB)
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2 Literatur

2.1 Uberblick iiber die Komponenten der GH/IGF-Achse

Die GH/IGF-Achse ist ein komplexes endogenes System, das durch die
Wechselwirkung der einzelnen Komponenten zusammen mit exogenen

Umwelteinfliissen an der Steuerung des Wachstums eines Organismus beteiligt ist.

2.1.1 Wachstumshormon (GH), GH-Rezeptor und GH-Bindungsprotein

Das Wachstumshormon, Somatotropin (STH) (engl.: Growth Hormone, GH) gehort
zur groen Familie der Peptidhormone''®'?°. GH wird von den somatotropen Zellen
der Adenohypophyse gebildet und gespeichert®™. Die Freisetzung dieses Hormons

erfolgt pulsatil'”

. Die Aminosauresequenz des Wachstumshormons ist bei den
verschiedenen Spezies hochkonserviert, zum Beispiel weist das murine GH (mGH)
eine 92%ige Homologie mit dem bovinen GH (bGH) auf**. Die Expression und
Sekretion des Wachstumshormons wird prinzipiell von zwei Hormonen der
Neurohypophyse, dem Growth Hormone-Releasing Hormone (GHRH) und dem
Somatostatin (SST) reguliert®®. Aber auch andere Hormone, wie z. B. IGF-I, Leptin,
Ghrelin und Stoffwechselprodukte, wie z. B. freie Fettsauren wirken regulierend auf
die GH-Freisetzung®. Wahrend der Fetalperiode unterliegt die GH-Konzentration
nicht dem negativen Feedback-Mechanismus von IGF-I*3. Erst postnatal reduziert
zirkulierendes IGF-I die GH-Sekretion, indem die GH-Pulsfrequenz und die Amplitude

verringert werden'".

Der GH-Rezeptor ist ein Mitglied der Zytokinrezeptor-Superfamilie und wird auf der
Oberflache vieler Zellen exprimiert. Er wird durch die Bindung von GH aktiviert und
vermittelt so die Wirkung von GH. Stéchiometrisch reagiert ein GH-Molekul mit zwei
GH-Rezeptormolekiilen, wobei eine Rezeptor-Dimerisierung stattfindet'*®. Die GH-
SignalUbertragung erfolgt intrazellular Uber die Phosphorylierung der Tyrosinkinase
JAK2 (Janus Kinase 2), die wiederum die Tyrosine verschiedener STAT Proteine
phosphoryliert. GH kann auch Insulin-Rezeptorsubstrat 1 und 2 (IRS 1 und 2)
aktivieren und damit indirekt den PI3-Kinase bzw. den MAP-Kinase Weg in Gang
setzen. SOCS (Suppressor of Cytokine Signaling) Proteine wirken als Inhibitoren der

GH-Signaliibertragung, indem sie an JAK2 binden'"®.
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Der Mechanismus, der zur Bildung eines I6slichen GH-Bindungsproteins (GHBP) im
Serum fuhrt, ist Spezies abhangig. Bei Ratten und Mausen wird das GH-
Bindungsprotein (GHBP) anhand einer alternativ gespleiten GHR mRNA
synthetisiert®®. Bei Menschen, Kaninchen und verschiedenen anderen Spezies ist
das GH-Bindungsprotein (GHBP) die I6sliche Form der extrazellularen Domane des

GH-Rezeptors (GHR), die durch proteolytische Spaltung entsteht'”*.

GHBP bindet bis zu 60% des zirkulierenden GH®. Es wird vermutet, dass GHBP als
eine Art Reservoir wirkt, um so die sekretorischen GH-Peaks zu puffern®. Durch die
Bindung von GH im Serum wird die Halbwertszeit von zirka 20 Minuten auf mehrere
Stunden erhéht’”.

2.1.2 Insulin-like Growth Factors (IGF-I und IGF-II)

Die Struktur der einkettigen Polypeptide IGF-I bzw. IGF-Il wurde erst in den 70er
Jahren, fast 20 Jahre nach ihrer hypothetischen Vorhersage von Salmon und

Daughaday, aufgeklart'’1%®

. Die Erkenntnis, dass die Peptidhormone eine dem
Insulin ahnliche Proteinstruktur besitzen und auch die Glukoseaufnahme in Fett- und
Muskelzellen stimulieren, fuhrte zu der Bezeichnung ,Insulin-like Growth Factors®.
IGF-I ist ein basisches Polypetid, das aus 70 Aminosauren besteht, die durch drei
Disulfidbricken miteinander verbunden sind. Das Molekulargewicht betragt 7649
Dalton™"'®_ Die Struktur des Peptids hat sowohl Ahnlichkeit mit der des Nerve
Growth Factors (NGF), als auch mit der des Epidermal Growth Factors (EGF) und
insbesondere mit Proinsulin, sowie der Ubrigen Insulinfamilie (einschliellich dem
Relaxin). IGF-I wird in vielen Geweben synthetisiert und freigesetzt. Postnatal wird
die Hauptmenge an IGF-| unter der Kontrolle von GH in der Leber synthetisiert und
anschlieRend in den Blutstrom sezerniert®®. Die IGF-II Expression ist im Gegensatz
zu IGF-I nicht durch GH reguliert®®. IGF-Il ist ein saures Polypeptid mit einem
Molekulargewicht von 7471 Dalton'®. Es besteht aus 67 Aminoséuren, die zu iber

60% mit denen des IGF-I Gibereinstimmen'®°.

2.1.3 Insulin-like Growth Factor Rezeptoren

Der IGF-I Rezeptor (IGF-IR) und der IGF-Il Rezeptor (IGF-1IR) sind spezifische
Zelloberflachenrezeptoren®. Der IGF-I Rezeptor ist ein heterotetrameres Molekiil,
das aus zwei a- und aus zwei p-Einheiten besteht und die Mehrzahl der biologischen
Signale der IGFs vermittelt'®. Der IGF-IR interagiert mit hichster Affinitat mit IGF-1.
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Im Gegensatz zum IGF-Il Rezeptor bindet der IGF-I Rezeptor auch Insulin, allerdings
mit einer zirka 500-fach geringeren Affinitat als die beiden IGFs®. Der IGF-I Rezeptor
wird ubiquitar in Zellen exprimiert und nimmt eine wichtige Stellung bei der
Regulation des normalen Wachstums sowie bei der malignen Transformation ein®*.
Der IGF-Il Rezeptor der Saugetiere ist strukturell mit dem Kationen-unabhangigen
Mannose 6-Phosphat Rezeptor identisch und wurde daher IGF-ll/Mannose 6-
Phosphat Rezeptor genannt. Der IGF-IIR interagiert mit hochster Affinitat mit IGF-II.
Die Funktion des IGF-Il Rezeptors ist einerseits der gerichtete Transport lysosomaler
Enzyme nach der Synthese im Golgi-Apparat zu den Lysosomen bzw. aus dem
extrazellularen Raum uUber Endozytose in das Zellinnere. Andererseits kontrolliert der
IGF-Il Rezeptor die extrazellulare Konzentration von IGF-Il, was ebenfalls durch

Endozytose und Proteolyse in den Lysosomen bewerkstelligt wird®.

2.1.4 Insulin-like Growth Factor-Binding Proteins (IGFBPs)

Die Insulin-like Growth Factor-Binding Protein Familie der Saugetiere besteht derzeit
aus sechs bekannten Mitgliedern, IGFBP-1 bis -6, die IGF-I und -Il mit hoher Affinitat
binden und deren Wirkungen in positiver oder negativer Weise modulieren
kénnen’”*°. Die IGFBPs befinden sich im Blutstrom, in einigen anderen biologischen
Fliissigkeiten und in den meisten Geweben in einem spezifischen Muster'*?. Die
Expression der einzelnen IGFBPs ist vom Entwicklungsstadium und Gewebetyp
abhangig, je nach der metabolischen bzw. hormonellen Situation und den
pathologischen Bedingungen**. Eine wichtige Funktion der IGFBPs ist es, die
Halbwertszeit der IGFs deutlich zu erhéhen. Wahrend freies IGF im Serum eine
Halbwertszeit von nur etwa 10 Minuten besitzt, betragt diese im Komplex mit IGFBPs
20 bis 30 Minuten>*. IGFBPs besitzen auch IGF-unabhangige Effekte, indem sie in
der Lage sind, mit anderen Proteinen zu interagieren, wie zum Beispiel mit ALS (=
Acid Labile Subunit), Insulin, Komponenten der Zelloberflache, ECM Proteine (ECM
= extracellular matrix) und méglicherweise mit intrazelluldren Komponenten.
Spezifische Proteasen konnen die einzelnen IGFBPs spalten. Die dadurch
entstandenen IGFBP-Fragmente besitzen keine oder eine deutlich reduzierte Affinitat
zu den IGFs und kontrollieren somit die Bioverfiigbarkeit der IGFs?®. Unter den
Proteasen befinden sich u.a. kallikreindhnliche Serinproteasen, Kathepsine und

Matrix-Metalloproteasen®®'*°.
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2.2 Wachstumskontrolle durch das IGF-System

Anfanglich nur als Mediator der Wachstumshormonwirkung betrachtet, hat sich die

IGF-Achse mit einer Vielzahl an Wirkungen als eigenes System etabliert”.

2.2.1 Somatomedinhypothese

Die originale Somatomedinhypothese wurde vor uber 50 Jahren aufgestellt. Sowonhl
in vitro als auch in vivo Studien an Knorpelgewebe zeigten, dass die Aufnahme von
%30, in Chondroitinsulfat des Knorpels mit Serum von hypohysenektomierten Ratten
nicht, aber mit dem Serum von bGH behandelten hypohysenektomierten Ratten
funktionierte. Aufgrund der Annahme, dass der GH-Effekt am Knorpel indirekt Gber
eine Transmittersubstanz erfolgt, wurde diese zirkulierende Substanz ,sulfation

factor* genannt'"1%0,

Spater erfolgte die Umbenennung des Faktors in
,somatomedin“, da er als Mediator der Somatotropin-Effekte endeckt wurde®. Erst
zwei Jahrzehnte nachdem die Somatomedine postuliert wurden, konnten die IGFs
aufgereinigt und ihre Struktur bestimmt werden. Beide Substanzen wurden ,Insulin-
like“ genannt, da sie die Fahigkeit besitzen, die Glukoseaufnahme in Fett- und
Muskelzellen zu stimulieren™*. Ihre Aminosauresequenz besitzt eine zirka 50%ige

Ubereinstimmung mit humanem Proinsulin*" 4817

. Die originale Somatomedin-
Hypothese von Salmon und Daughaday schreibt dem IGF-I eine rein endokrine
Wirkung zu. Die Erkenntnisse von D'Ercole und Mitarbeitern®® 1980 an fetalem
Mausgewebe fuhrten zu einer Erweiterung der originalen Somatomedinhypothese
dahingehend, dass IGF-I nicht nur endokrin, sondern auch lokal wirkt, d.h. einen
autokrinen bzw. parakrinen Effekt hat. Weitere Untersuchungen des
Expressionsmusters der IGF-I mRNA lielRen erkennen, dass das IGF-I Gen (/gf1) in
vielen Geweben wahrend der embryonalen und postnatalen Entwicklung exprimiert

d*®9 |saksson und Mitarbeiter® entdeckten an Versuchen mit jungen

wir
hypophysektomierten Ratten, dass eine direkte hGH (human Growth Hormone)
Injektion an der Epiphyse des Knorpels zu einem direkten Langenwachstum des
Knochen fuhrt, wahrend dieser Effekt ohne hGH-Injektion nicht auftrat. Sie
postulierten einen lokalen Effekt von GH ohne die Beteiligung von zirkulierendem
IGF-I. Daher wurde 1985 von Green und Mitarbeitern®® eine erweiterte
Somatomedinhypothese, die ,Dual Effector Hypothesis“ vorgeschlagen. Diese
Hypothese erganzt die originale, indem sie direkte Effekte von GH auf peripheres

Gewebe und eine GH-stimulierte, lokale IGF-I Wirkung in autokriner bzw. parakriner
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Weise postuliert. Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Wirkungsweise
der Komponenten der GH/IGF-I Achse viel komplexer ist, als bis dato angenommen.
GH stimuliert nicht nur die IGF-I Synthese in der Leber, sondern stimuliert auch die
Bildung des trimeren IGF-Bindungskomplexes (MG: 150 kDa) in der Zirkulation, der
aus einem Molekul IGF, IGFBP-3 und einer saurelabilen Untereinheit (engl.: ALS =
acid labile subunit) besteht®. Statt IGFBP-3 kann auch IGFBP-5 in diesem trimeren
Komplex vorkommen®. Im Serum liegen zirka 75-80% der IGFs im 150 kDa Komplex
vor, zirka 20-25% sind an andere IGFBPs gebunden, wodurch Komplexe von etwa
50 kDa gebildet werden. Weniger als 1% der IGFs kommen ungebunden im Serum
vor'*2. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Igf1 defiziente Mause ein deutlich
retardiertes Wachstum zum Zeitpunkt der Geburt zeigen und beide Geschlechter
infertil sind. Aufgrund dieser Tatsache folgerte man, dass IGF-I einen wichtigen, GH-
unabhangigen Effekt auf das embryonale Wachstum und die Funktion der
Reproduktion hat, da diese Effekte nicht bei GH bzw. GH-Rezeptor defizienten

Mausen auftraten'%137:193,

Viele verschiedene Knockout wund transgene
Mausmodelle wurden in den letzten 10 Jahren etabliert, um mehr Gber die komplexen
Wirkungen und Interaktionen der einzelnen Komponenten des GH/IGF-Systems

herauszufinden.

2.2.2 Transgene Tiermodelle und Knockout Modelle

Transgene Uberexprimierung und Knockdown Strategien sind erfolgreich eingesetzt
worden, um das Pontential einzelner Gene, die in die Regulation von Wachstum und

Differenzierung einbezogen sind, zu charakterisieren'®’.

2.2.2.1 GH-transgene und GH-defiziente Mause

Eines der ersten transgenen Tiere war die Maus Metallothionein-I (mMT)-Promotor-
hGH transgene Maus, die 1982 von Palmiter und Mitarbeitern generiert wurde'®2.
Von diesem Zeitpunkt an entstanden viele transgene Mauselinien, die verschiedene
GH-Gene (von Mensch, Rind, Ratte oder Schaf) unter der Kontrolle unterschiedlicher
Promotoren liberexprimieren®'. Haufig verwendet wurden der Maus Metallothionein-|
(mMT)-Promotor’™® und der Ratten Phosphoenolpyruvat Carboxykinase (PEPCK)-
Promotor'™. McGrane und Mitarbeiter erzeugten 1988 eine transgene Maus, in der
bGH unter der Kontrolle des PEPCK-Promotors steht''. Unterschiedliche
Fusionsgene, die fir eine Uberexpression von GH-Gene im Mausmodell verwendet
wurden, sind bei Wanke et al. 1991 zusammenfassend dargestellt’®. Der
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offensichtlichste phanotypische Effekt einer GH-Uberexpression ist das massiv
erhohte Korpergewicht bei den GH-transgenen Mausen. Eine Studie Uber PEPCK-
bGH transgene Mause zeigte, dass der Serum-GH-Spiegel dieser Mause gegenuber
den Kontrolltieren deutlich erhéht war und zwischen 300-3000 ng/ml lag'®®. Die IGF-I
Konzentration im Serum der bGH transgenen Mause war im Vergleich zur
Kontrollgruppe um das zweifache erhoht'. Das Korpergewicht der transgenen
Mause wuchs ab der dritten Lebenswoche, im Vergleich zu den nichttransgenen
Kontrolltieren, bis auf das doppelte an. Die inneren Organe, vor allem Leber und
Nieren, zeigten eine deutliche VergroRerung (Viszeromegalie). Die Organe waren
nicht nur vergrofert, sondern wiesen auch pathomorphologische Veranderungen auf,
wie z. B. an den Nieren eine glomerulare Hypertrophie, Glomerulosklerose und -
hyalinose. An der Leber traten eine VergroRerung der Hepatozyten sowie regressive,
regenerative und fibrotische Veranderungen auf. Neben den nicht tumordsen
Veranderungen wurden auch hepatozellulare Neoplasien, wie z. B. Adenome und
Karzinome gefunden'”®'®_ Ein weiterer Effekt war die um zirka die Halfte verkiirzte
Lebensspanne bei den PEPCK-bGH transgenen Mausen im Vergleich zu den
Kontrolltieren (300 zu uber 600 Tagen), die in erster Linie auf das Nierenversagen

zuriickzufiihren war 180188

GH-Defizienz, hervorgerufen durch spontane Genmutationen, findet sich in
verschiedenen Mauslinien, wie zum Beispiel Snell dwarf mice, Ames dwarf mice und
Little” mice. Das Wachstum dieser Mutanten unterscheidet sich in den ersten zwei
Wochen nach der Geburt gegenuber den Wildtyp-Wurfgeschwistern nicht. Bei den
Snell dwarf mice (Pit1™) und den Ames dwarf mice (Prop1®) fehlen das
Wachstumshormon, das Prolaktin und auch das thyroidstimulierende Hormon. Die
Jittle* mice (Ghrhr™™) besitzen noch eine Restaktivitit des Wachstumshormons.
Aufgrund dieser Tatsache eignen sich diese spontanen Mausmutanten nur bedingt,
um die Auswirkung der fehlenden Wachstumshormonwirkung zu beobachten'®.
Daher wurden Ghr Knockout Mause hinsichtlich der fehlenden GH-Aktivitat
untersucht. Homozygote Ghr/Bp (Growth Hormone Receptor/Binding Protein)
Knockout Mause zeigen ein postnatal deutlich reduziertes Wachstums, deutlich
verminderte IGF-1 aber erhohte GH Konzentrationen im Serum. Ghr/Bp Knockout
Mause werden auch Laron Mause genannt, da sie phanotypisch dem menschlichen
LARON Syndrom &hneln, wobei sie nicht adipds oder hypoglykamisch werden'®.

Ghr/lgf1 Knockout Mause weisen weitaus ausgepragtere Wachstumsdefizite auf als
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die jeweils einfach defizienten Linien. Das Kérpergewicht der Doppelmutanten betrug

mit finf Gramm nur noch 17% von dem nicht transgener Geschwister'®.

2.2.2.2 IGF-l/-Il und IGF-IR/-IIR transgene und defiziente Mause

Eine Studie an IGF-I transgenen Mausen zeigte, dass sie ab der dritten Woche im
Vergleich zu ihren nicht transgenen Geschwistern deutlich an Gewicht zunehmen’.
Untersuchungen an IGF-IlI transgene Mause ergaben, dass sie nicht grundsatzlich
schwerer waren als ihre nicht transgenen Geschwister. Spezifische Effekte wurden in
Abhangigkeit vom Tiermodell in bestimmten Organen gefunden®, unter anderem
wurde ein positiver Effekt auf das Wachstum der Nieren und der Nebennieren
festgestellt, der vor allem abh&ngig von der lokalen Uberexpression von IGF-II
war'®®. Ebenfalls modellabhangig wurde in einzelnen IGF-II transgenen Tiermodellen
ein erhdhtes Auftreten von Tumoren festgestellt'®®.

Igf1 und Igf2 Knockout Mause weisen schwere Wachstumsdefizite auf, die bereits
vor der Geburt auftreten, woraus ein um 60% bzw. 40% vermindertes
Geburtsgewicht resultiert. /gf2 Knockout Mause entwickeln sich nach der Geburt
normal weiter, allerdings ohne das verminderte Gewicht aufzuholen. Damit wurde
IGF-Il als fotaler Wachstumsfaktor identifiziert. /gf1 Knockout Mause entwickeln sich
nach der Geburt nur zogerlich und weisen eine hohe perinatale Sterblichkeit auf, ein
Hinweis auf die Bedeutung von IGF-I als postnataler Wachstumsfaktor®,

Eine lokale Uberexpression von IGF-IR im Herzen von transgenen Mausen
resultierte in einer VergrolRerung der Herzmuskelzellen und einem erhdhtem
Herzgewicht. Bei der Uberexpression einer Idslichen Form des IGF-IIR wurden in

transgenen Mausen verminderte Organgewichte nachgewiesen®.

Igf1r Knockout Mause kommen mit einem um 45% reduzierten Kdrpergewicht im
Vergleich zu den Kontrolltieren auf die Welt und sind aufgrund der defekten
Atemfunktion nicht lebensfahig. Igf2r Knockout Mause besitzen ein um zirka 135%
erhohtes Geburtsgewicht, im Vergleich zu den Kontrolltieren. Der Grofiteil stirbt

innerhalb der spaten fotalen oder perinatalen Periode®* ',
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2.2.2.3 IGFBP transgene Mause

Die Funktionen der einzelnen IGFBPs konnten uUber den Knockout Ansatz nicht
aufgeklart werden. Grund daflr konnte die vermehrte Expression der noch
vorhandenen IGFBPs sein®. Effekte auf das Wachstum wurden nur bei mannlichen
Igfbp-2 Knockout Mausen beschrieben, die ein vermindertes Milz- und ein erhéhtes
Lebergewicht aufweisen 1'%, Viele transgene IGFBP-Mausmodelle wurden erstellt
und es zeigte sich, bis auf wenige Ausnahmen, dass sie einen im Wachstum
retardierten Phanotyp aufweisen®. Eine Ubersicht (iber die verschiedenen IGFBP
transgenen Mausmodelle findet sich bei Wolf et al. 2005'®”. Am intensivsten wurden
die Folgen einer IGFBP-1 Uberexpression in derzeit vier unterschiedlichen
Mausmodellen untersucht'®. Eine Uberexpression von Ratten IGFBP-1 unter der
Kontrolle des Phosphoglyzeratkinase (PGK)-Promotors flhrte beispielsweise zu
einer  postnatalen = Wachstumsretardierung, einer  Beeintrachtigung  der
Gehirnentwicklung und zu Stérungen der Glukosehomdostase'®. Funktionale
Analysen von IGFBP-2 in transgenen Mausen, die Maus (m) IGFBP-2 unter der
Kontrolle des Cytomegalievirus (CMV)-Promotors  Uberexprimieren,  sind
Hauptbestandteil dieser Arbeit und werden unter 3.2.1 naher erlautert. IGFBP-3
transgene Mause zeigen in Abhangigkeit vom Tiermodell signifikante
Kérpergewichtsverénderungen64. Eine systemische Uberexpression von humanem
IGFBP-3 unter der Kontrolle des CMV- oder des PGK-Promotors fuhrt zu einem
verminderten pra- und postnatalen Koérpergewicht'?'°  Metallothionein (MT)-
Promoter-hIGFBP-3 transgene Mause zeigen phanotypisch auch ein vermindertes
Korpergewicht, aber ein erhdhtes Gewicht verschiedener Organe (Milz, Leber und

Herz)124,187

. Der Grund fur diesen gegensatzlichen IGFBP-3 Effekt konnte das
Verhéltnis von IGFBP-3 zu IGF-I sein, das je nach Uberwiegen einer Komponente,
bestimmt ob eine Hemmung oder Potenzierung der IGF-I Wirkung eintritt'®”. Die
Tatsache, dass ein erhohter Serum-IGFBP-3 Spiegel mit einem 1,4-fachen Anstieg
der Serum-IGF-I Konzentration einherging, fihrte zu dem Schluss, dass die IGFBP-3
Wachstumshemmung in den transgenen Mausen eher auf die Hemmung des IGF-|
Effekts auf Gewebeebene, als auf Interferenzen mit zirkulierendem [IGF-I
zuriickzufiihren ist'®’. IGFBP-4 ist das einzige IGF-Bindungsprotein, das konstant die
Zellproliferation in einer Vielzahl von in vitro Modellen hemmt'®®. In
Kolonkarzinomzellen konnte gezeigt werden, dass IGFBP-4 sowohl eine IGF-

abhangige als auch unabhangige hemmende Wirkung auf spezifische Parameter des
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malignen Wachstums dieser Zellen hat*’. IGFBP-4 Uberexpression in glatten
Muskelzellen transgener Mause bewirkt Hypoplasie und dadurch deutlich reduzierte
Organgewichte verbunden mit einer hohen Anzahl an glatten Muskellzellen z. B. in
der Aorta, im Magen und in der Harnblase'®. In transgenen Mause, die das murine
IGFBP-4 unter der Kontrolle des H-2KP°-Promotors exprimieren, wurden erhohte
IGFBP-4 Konzentrationen in der Milz, im Thymus und in der Lunge festgestellt. Im
Thymus und in der Milz wurde unter dem Einfluss von IGFBP-4 die Zellproliferation
gehemmt und die Apoptose stimuliert, wobei die T-und B-Zellen sich normal
entwickelten'®. Eine gezielte Expression von IGFBP-4 in Osteoblasten fiihrte
postnatal zu einer Verminderung der Femurlange und des
Gesamtknochenvolumens'®’. Auch in IGFBP-5 transgenen Mausen konnte eine
hemmende Wirkung auf das Knochenwachstum in Form eines verminderten
trabekuldren Knochenvolumens gezeigt werden>. Eine zielgerichtete Expression von
IGFBP-5 in der Milchdrise transgener Mause fihrte zu einer Involution des
Driisengewebes'’®>. In einem IGFBP-6 transgenen Mausmodel mit erhdhter
Transgenexpression im ZNS konnten ein vermindertes Korpergewicht, eine
verminderte Gehirnentwicklung sowie eine deutliche Reduzierung der Wurfgrofien
(bis 66%) festgestellt werden'?.

Die klinischen Auswirkungen der Uberexpression der IGFBPs in den
unterschiedlichen Mausmodellen weisen auf ihre groRe Bedeutung in der Regulation

physiologischer und pathologischer Wachstumsprozesse hin'®’.

2.2.2.4 Signaliibertragung durch den IGF-l Rezeptor

Bei der GH/IGF-Achse unterscheidet man zwischen man |IGF-I Rezeptor und GH-
Rezeptor (siehe unter 2.1.1) vermittelten Signalkaskaden. Der IGF-I Rezeptor
vermittelt den groten Teil der IGF-Wirkungen Uber die Aktivierung von drei
Signalkaskaden, den MAP-Kinase Weg'®, den P38/JNK Weg® und den PI3-Kinase
Weg'?’. Der IGF-I Rezeptor besitzt, wie auch der Insulin Rezeptor zwei a-und zwei B-
Untereinheiten. Die a-Untereinheiten liegen komplett extrazellular und bilden eine
Bindungstasche, die B-Untereinheiten Uberbriicken die Plasmamembran, liegen
vornehmlich  intrazellular und  aktivieren somit die  unterschiedlichen
Signalproteine'>'®*. Mindestens fiinf unterschiedliche Proteinfamilien sind bei der

IGF-I Signaliibertragung beteiligt®*.
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- Insulin-like Rezeptorsubstrat 1-4 (IRS 1-4)%
i 085 %

- Shc Proteine °

- Grb Proteine %1%

- Crk Proteine &°

Insulin-Rezeptorsubstrat 1-4 (IRS 1-4): Die Bindung von IGF-I oder IGF-Il an den
IGF-IR bewirkt eine Aktivierung der intrinsischen Tyrosinkinase, die |IRS1-4
phosphoryliert. Die phosphorylierten IRS1-4 flhren zu einer Aktivierung von zwei
Signalwegen, dem P44/42 MAP-Kinase Weg Uber Grb2 und dem
Phosphatidylinositol 3-Kinase (P13K) Weg'°.

p85 ist die regulatorische Untereinheit der P13-Kinase, die sowohl an den IGF-IR, als
auch an IRS 1 und 2 bindet™.

Shc Proteine enthalten eine SH2 Domane, sowie Bindungsstellen flur andere Shc
Proteine. Shc Proteine werden durch den aktivierten IGF-IR phosphoryliert und
konnen dann an Grb2 (Growth factor receptor binding protein-2) binden und damit

den MAP-Kinase Weg aktivieren®”.

Grb Proteine (Growth factor receptor binding proteins): Grb Proteine besitzen SH2
und SH3 Doméanen. Grb2 bindet nicht direkt an den IGF-IR, sondern vermittelt
Signale zwischen Shc, SOS (Son of Sevenless) und Ras (rat sarcoma) und ist somit

an Zellproliferation und Apoptose beteiligt®.

Crk (CT10 regulator of kinase): Crk Proteine sind SH2- und SH3-Domanen
beinhaltende Adaptorproteine, die an SOS oder IRS binden®®. Crk Il kann auch direkt
IGF-IR binden. IGF-| stimuliert die Phosphorylierung von Crk Il, das den P44/42
MAP-Kinase Weg aktiviert®*.

Der Phosphatidylinositol 3-Kinase Signalweg (PI13K-Weg) (siehe Abb. 1)

Die Aktivierung von Insulin-Rezeptorsubstrat 1 und 2 (IRS1 und IRS2) Uber IGF-IR
fuhrt zur Aktivierung von Phosphoinositol (Pl) 3-Kinase, die Akt (= Protein Kinase B)
und PDK1 (Phosphoinositide Dependent Kinase) aktiviert. Dieser Aktivierungsschritt
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spielt eine zentrale Rolle und fuhrt zur Aktivierung der S6 Kinase und des Initiations
Faktor 4E Bindungsproteins (4E-BP1) uUber mTOR (mammalian Target of
Rapamycin), aber auch zu einer Inaktivierung von Glykogen Synthase Kinase 3
(GSK3), dem Transkriptionsfaktor Forkhead (FKHR) und dem Apoptosefaktor Bad'®.

Eine Deletion von 4E-BP1 und 2 (=eukaryontische Translations-Initiations-Faktor 4E
Bindungsproteine 1 und 2) in Mausen fuhrte zu einer Insulinresistenz, einem
adipdsen Phanotyp und einer erhdohten S6 Kinase Aktivitdt. S6kinase Knockout
Méause dagegen waren schlank®.

In einer Studie Uber Akt (= Proteinkinase B) defiziente Mause konnte eine
unterschiedliche Wirkungsweise zweier Isomerasen gezeigt werden. Akt1”~ Knockout
Mause wiesen eine deutliche Wachstumsretardierung auf, wohingegen Akt2”
Knockout Mause nicht in der Lage waren ihre Glukosehomeostase aufrecht zu

erhalten®?’ .

Lawlor et al. 2002 generierten Pdk1 Knockout Mause. Homozygote Mause (PDK'/')
starben noch wahrend der Embryonalphase, heterozygote Mause (PDK”*) waren
gesund und hatten keine genotypischen Veranderungen. PDK1 hypomorphe,
transgene Mause mit einer um 25-50% reduzierten PDK-Expression, waren im
Vergleich zu den Kontrolltieren um 40-50% wachstumsretardiert, aber gesund.
Morphometrische Untersuchungen an den Nebennieren PDK1 hypomorpher Mause
zeigten, dass der verminderte PDK1-Level zu einem verminderten Zellvolumen in der

Zona fasciculata, bei unveranderter Zellzahl fiihrt®.

Dem PI3K-Weg konnte sowohl eine regulatorische Wirkung auf die Zellzahl, als auch

auf die ZellgroRe nachgewiesen werden.

Mitogen aktivierte Protein Kinase Wege (MAPK-Wege) (siehe Abb. 1)
Der MAP-Kinase Weg der Saugetiere wird in drei groRe Familien eingeteilt'?:
- Extrazellular-Signal regulierte Kinasen (ERK1 und 2)

- c-Jun NH2-terminale Kinasen (JNK)

- p38 MAPK (mitogen aktivierte Proteinkinase)
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Die MAP-Kinase Wege koénnen durch den IGF-IR, aber auch durch andere
Wachstumsfaktorrezeptoren wie z.B. die Rezeptoren fur NGF oder EGF induziert
werden. ERKs werden uber die Signalkaskade aktiviert, translozieren in den Nukleus
und aktivieren dort Transkriptionsfaktoren, unter anderem EIlk-1 oder c-Jun durch
Phosphorylierung und nehmen Einfluss auf Zellproliferation, -differenzierung und -
erhaltung'™®. Trotz zahlreicher Untersuchungen der biologischen Funktionen von
IGF-I und seines Rezeptors (IGF-IR) ist der molekulare Mechanismus der JNK
Aktivierung liber den IGF-IR derzeit immer noch nicht aufgeklart'®. Untersuchungen
an murinen Embryonen zeigten, dass sowohl JNK, als auch p38 MAPK wichtig flr
die normale Entwicklung der Blastozysten sind®*'"". In einer Studie mit murinen
embryonalen RIP- (Receptor-Interacting Protein) null Zellen konnte IGF-I eine Akt-
und ERK-Aktivierung ausldsen, aber keine JNK-Aktivierung. RIP, ein wichtiger
Bestandteil des TNF-(Tumor Necrose Factor) Signaling, wurde daher eine wichtige
Rolle in der IGF-I induzierten JNK-Aktivierung und Zellproliferation zugeschrieben'®.
Eine verminderte p38 MAP-Kinase Aktivitat fuhrte in Mausen zu einer erhohten

Tumorinzidenz?°.

IGF-lI Rezeptor

®@@@® —

<K
D \

.@1 \

O

P44/42 MAP-Kinase Weg P38/JNK Weg PI3-Kinase Weg
(Zellzahl) (Zellzahl) (Zellzahl / ZellgroRe)

Abbildung 1: IGF-I Rezeptor vermittelte Signalkaskaden
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2.3 Die Nebennieren

Bartolomeo Eustachi, ein italienischer Arzt, der im 16. Jahrhundert lebte und als
Mitbegrinder der Anatomie galt, beschrieb als erster die Nebennieren. In seinem
Lehrbuch ,Tabulae anatomicae“ waren bereits sehr exakte Zeichnungen der
Nebennieren (siehe Abbildung 2) vorhanden, wobei die Funktion damals noch nicht

bekannt war.
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Abbildung 2: Nebennierendarstellung im 16. Jahrhundert von Eustachi

2.3.1 Anatomie und Physiologie der Nebenniere

Die Nebenniere (Glandula suprarenalis) der Saugetiere ist ein paariges Organ, das
embryologisch und funktionell aus zwei verschiedenen Anteilen besteht: der
Nebennierenrinde (Cortex glandulae suprarenalis) und dem Nebennierenmark
(Medulla glandulae suprarenalis)®®. AuRen ist das Organ von einer starken
bindegewebigen Kapsel umgeben, von der aus GefalRe und Nerven enthaltende
Septen in Rinde und Mark ziehen®®. Die Nebennierenrinde entwickelt sich aus dem
mesodermalen Zolomepithel, wahrend sich das Mark vom Neuroektoderm
(Neuralleiste) ableitet. Das Nebennierenmark ist damit ein sympathisches
Paraganglion%. Die Nebennierenrinde kann von auf3en nach innen in drei Zonen mit

der Bildung verschiedenen Hormonen unterteilt werden. Der Zona glomerulosa mit
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Mineralokortikoiden, v.a. Aldosteron, der Zona fasciculata mit Glukokortikoiden, allen
voran das Kortikosteron, das dominierende Glukokortikoid bei der Maus® und der
Zona reticularis mit androgen wirksamen Hormonen, wie das Dehydroepiandrosteron
(DHEA), und sein Sulfat® '8 Die chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks bilden
die Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin (siehe Abbildung 3). Nagetiere
besitzen zwischen Nebennierenrinde und -mark noch eine so genannte X-Zone, die
bei mannlichen Tieren nach der Geburt degeneriert, wohingegen sie bei weiblichen

Tieren in unterschiedlicher GroRe persistieren kann®.

j- KAPSEL

Zona fasciculata
Glukokortikoide

—
mQo X =2

[icks., Fona reticularis
qk'g&“ Sexualhormone

£~
J.:-.

Sdrenalin M
1 Moradrenzlind, &
R
K

Abbildung 3: Anatomischer Aufbau und physiologische Funktion der Nebenniere

Man vermutet, dass die X-Zone der Nager-Nebenniere das Pedant zur fetalen Zone
der Primaten ist'®°. Die fetale Nebennierenrinde bei Primaten ist verantwortlich fiir die
Entstehung von zwei Zonen, der fetalen Zone, die sich postpartum zurlckbildet und
der bestehen bleibenden Zone, aus der sich die drei klassischen Zonen der
Nebennierenrinde entwickeln'’. Steroidhormone, die von der fetalen Zone produziert
werden, sind fur die intrauterine Homoostase, fur die Reifung der fetalen Organe und
bei manchen Spezies, wie dem Schaf, der Ziege und dem Kaninchen, fur die

Bestimmung des Geburtszeitpunktes verantwortlich'"®.
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2.3.2 Einfluss der GH-IGF-Achse auf die Entwicklung der Nebennieren

Das adrenokortikotrope Hormon (ACTH), das von der Adenohypophyse gebildet
wird, ist der Hauptregulator des Wachstums und der Funktion der Nebennierenrinde.
Daneben besitzen einzelne Komponenten der GH/IGF-Achse auch einen

regulatorischen Einfluss auf das Wachstum und die Funktion der Nebenniere''®.

2.3.2.1 Effekte des Wachstumshormons (GH) auf Wachstum und
Funktion der Nebenniere

Eine Uberexpression von bGH oder hGH in M&usen flihrt bei den transgenen Tieren

zu einer deutlichen Vergrdélerung der Nebennieren, wie auch zu einer Erhéhung des

Plasmakortikosteronspiegel®®'"".

In einer zentralen Vorarbeit dieser Studie wurden PEPCK-bGH transgene Mausen
mit CMV-mIGFBP-2 transgenen Mausen gekreuzt, um die Rolle von IGFBP-2 in der
postnatalen Wachstumsregulation zu kldren®”. Dadurch entanden vier Genotypen:
doppeltransgene (GB), bGH transgene (G), mIGFBP-2 transgene (B) und
nichttransgene (WT = Wildtyp) Mause. Das Korpergewicht war bei den 15 Wochen
alten mannlichen Nachkommen der Gruppe GB im Vergleich zur Gruppe G um 17%
und der Gruppe B im Vergleich zur Gruppe WT um 13% reduziert. So konnte in vivo
zum ersten Mal gezeigt werden, dass IGFBP-2 das GH-stimulierte Wachstum

hemmt®’

. Aufgrund der Tatsache, dass GH eine Vergrof3erung der Nebenniere
bewirkt und IGFBP-2 diesen Effekt antagonisieren kann, wurden in einer
weiterfihrenden Studie Nebennieren aller vier genetischen Gruppen (G, GB, B, WT)
morphometrisch auf den GH bzw. IGFBP-2 Effekt hin untersucht®®. Die Zona
fasciculata der Nebenniere der GH transgenen Mause (G) war sowohl durch
Hypertrophie, als auch durch Hyperplasie vergroRert. Die ZellgroRe in
doppelttransgenen Mausen (GB) war im Vergleich zu den G Mausen signifikant
reduziert auf das Niveau der mIGFBP-2 transgenen und Wildtyp-Mause. Die Zellzahl
war jedoch zwischen den doppelttransgenen und G transgenen Mausen nicht
unterschiedlich. Es konnte somit gezeigt werden, dass die GH-induzierte
Hypertrophie durch die IGFBP-2 Expression aufgehoben wurde, wahrend der
hyperplastische Effekt unbeeinflusst blieb. Der Plasmakortikosteronspiegel war bei
bGH transgenen Mausen (G), nicht aber bei den doppelttransgenen Mausen (GB), im
Vergleich zu den nichttransgenen Mausen (WT) um das dreifache erhoht. Der

Plasma-ACTH Spiegel lag in allen vier Gruppen in der gleichen Grof3enordnung. Die
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Untersuchung der IGF-I mRNA-Expression in den Nebennieren ergab eine deutlich
erhohte Abundanz bei bGH transgenen und doppelttransgenen Mausen im Vergleich
zu den Wildtyp-Mausen. Die Expression der GH-Rezeptor (GHR) und der IGF-I-
Rezeptor mRNA zeigte in allen vier Genotypen keine signifikante
Abundanzveranderung. Da IGFBP-2 die hypertrophischen und hyperplastischen
Wirkungen von GH auf die Nebennierenrinde klar differenziert, stellt das in dieser
Arbeit untersuchte Panel von Mausen eine hervorragende Grundlage flr
systematische Analysen von Mechanismen der ZellgroRenkontrolle in der

Nebennierenrinde dar®.

2.3.2.2 Effekte der IGFs auf Wachstum und Funktion der fetalen und
adulten Nebenniere

IGF-I und IGF-Il kdnnen das Wachstum und die Funktion der unterschiedlichsten

Zelltypen, so auch der Zellen der Nebenniere, in parakriner bzw. autokriner Weise

beeinflussen®®. Je nach Spezies wirken IGF-l und/oder IGF-II auf die Proliferation

und Differenzierung der Zellen der Nebennierenrinde™®.

Die Untersuchung der IGF-Il Expression in der fetalen humanen Nebenniere zeigte,
Ubereinstimmend mit anderen Spezies, dass IGF-1l das mengenmalig vorherrschend

exprimierte Peptid wihrend der fetalen Entwicklung war®®,

Die postnatale Uberexpression von humanem IGF-Il in transgenen Mausen flhrte zu
einer Erhdhung des Nebennierengewichts, das auf einen 50%igen Anstieg der
Anzahl der Zona fasciculata Zellen zurickzufuhren war. In der adulten bovinen und
humanen Nebenniere verstarkte IGF-II den steroidogenen Effekt von ACTH viel
effektiver als IGF-l. IGF-Il ist nicht nur ein wichtiger fetaler Nebennierenrinden-
wachstumsfaktor, sondern spielt auch in der Regulation des adulten adrenalen

Wachstums und deren Funktion eine Rolle®?.

In fetalen ovinen Zellen der Nebennierenrinde bewirkt IGF-I eine vermehrte
Proliferation und verstarkt die steroidogene Antwort auf ACTH'®. Dagegen wurden
diese Effekte von IGF-I bei Mensch''® und Rind"* vor allem bei adulten Zellen der

Nebennierenrinde beobachtet.

Sowohl fur IGF-I, als auch fur IGF-II konnte ein steroidogener Effekt gezeigt werden.
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In einer Studie mit bovinen adrenokortikalen Zellen (BAC) konnte gezeigt werden,
dass IGF-| verstarkend auf die ACTH-induzierte Steroidhormonsynthese wirkt. Die
Stimulation der Steroidhormonsynthese war verbunden mit einer vermehrten mRNA
Expression des ACTH-Rezeptors und der steroidogenen Schllsselenzyme, allen
voran das Steroidgenetic Acute Regulatory protein (StAR). StAR ist ein Protein, das
ausschlielich in den Nebennieren und in den Gonaden exprimiert wird und fur den
Transport von Cholesterol von der aufderen zur inneren Mitochondrienmembran
verantwortlich ist. Die Umwandlung von Cholesterol in Pregnenolon ist der erste

Schritt der Steroidhormonsynthese®.

In einer Studie mit Ratten Leydigzellen und in einer weiteren mit porzinen
Granulosazellen hatte IGF-I alleine keinen oder nur einen geringen Effekt auf die
Expression der StAR mRNA. In beiden Studien konnte jedoch eine Potenzierung der
humanen Choriogonadotropin- (hCG) bzw. der follikelstimulierenden Hormon- (FSH)

Wirkung durch IGF-I nachgewiesen werden®.

2.3.2.3 Effekte des IGF-l und -ll Rezeptors auf Wachstum und Funktion
der Nebenniere

Die Vermittlung der mitogenen und differenzierenden Wirkungen von IGF-I und IGF-II
auf die Nebenniere wird dem IGF-I Rezeptor zugeschrieben''®'®*. In einer bovinen
Nebenierenzellstudie konnte das Vorkommen beider IGF-Rezeptoren sowohl in der
Nebennierenrinde, als auch im Mark nachgewiesen werden'®. Die physiologische
Rolle des IGF-II/M6P Rezeptors in der Nebenniere ist umstritten'®*. Eine signifikante
Uberexpression von humanem IGF-IR ist in adrenkortikalen Karzinomen*" und
Phaochromozytomen*® beobachtet worden. Eine mégliche Rolle des IGF-Systems in
der Pathogenese von adrenalen Neoplasien wird vermutet und der IGF-IR als

eventueller therapeutischer Ansatzpunkt betrachtet*®.

2.3.2.4 Effekte der IGFBPs auf Wachstum und Funktion der Nebenniere

Die Expression der mRNAs fur alle sechs IGFBPs konnte sowohl in fetalem, als auch
im adulten humanen Nebennierengewebe detektiert ~ werden’®. In
Nebennierenzellkulturen verschiedener anderer Spezies wurden, in Abhangigkeit
vom Medium, eine unterschiedliche Zusammensetzung der IGFBP’s gefunden®. Die
Uberexpression von IGFBP-2 in transfizierten murinen adrenokortikalen
Karzinomazellen (Y-1) fuhrte im Vergleich zu Y-1 Zellen ohne IGFBP-2
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Uberexpression zu markanten morphologischen Verdnderungen und verstarkter
Zellproliferation®. In humanen Neoplasien, so auch in adrenokortikalen Tumoren,
sind die IGFBP-2 Konzentrationen in den malignen Tumoren im Vergleich zu
benignen deutlich erhoht'®.

Die Stimulation mit ACTH in adulten humanen adrenokortikalen Zellen flhrte zu einer
deutlichen erhohten IGFBP-1 Expression, eine Stimulation mit IGF-I und IGF-II fuhrte
zu einer deutlich erhohten IGFBP-5 Expression. Diese Tatsache, zusammen mit
frlheren Studien lasst vermuten, dass die IGFBP’s eine wichtige modulatorische

Rolle in der Regulation der unterschiedlichen adrenokortikalen Funktionen haben*®.

Ein in vivo Effekt von IGFBP-2 auf die Nebenniere von Mausen wurde bereits im

Kapitel 2.2.2.2 genauer dargestellt.
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2.4 Proteomanalyse

Im Jahr 1996 wurde der Begriff des PROTEOMS (= “the PROTEiIn complement
expressed by a genOM*) gepragt'®. Das Proteom stellt die Gesamtheit aller Proteine
dar, die zu einem bestimmten Zeitpunkt unter bestimmten Bedingungen in einer
Zelle, einem Gewebe oder einem Organismus exprimiert werden. Im Gegensatz zum
statischen System des Genoms ist das Proteom in Abhangigkeit von inneren und
duReren Parametern eine dynamische, sich standig verdndernde GroRe?. Trotz vieler
biologischer Daten zu einzelnen Genen, die man durch eine intensive Genomanalyse
in den letzten Jahrzehnten gewonnen hat, kdnnen keine einfachen Ruckschlisse
vom Gen zum erzeugten Protein gemacht werden. Griinde daflir sind, dass zum
einen ein Gen haufig durch alternatives SpleiRen der pra-mRNA fur viele
verschiedene Genprodukte kodiert. Zum anderen flUhren posttranslationale
Modifikationen zu einer Vielzahl verschiedener Proteinprodukte. Solche
posttranslationalen Modifikationen kdénnen Phosphorylierung, Glykosylierung,
Acetylierung, Methylierung, Oxidation/Reduktion oder Proteolyse sein. Das
Proteinmuster, das eine Proteomanalyse darstellt, ist daher nur eine
Momentaufnahme. Ein Vergleich von Transkriptom— und Proteomdaten hat gezeigt,
dass nur eine sehr geringe Korrelation zwischen der Menge an mRNA und den
entsprechenden Genprodukten besteht®’. Mit Hilfe der Proteomanalyse wird
versucht, so viele exprimierte Proteine wie mdglich sowohl qualitativ als auch
quantitativ zu identifizieren. Die Proteomanalyse kann eine neue Qualitdt von
Antworten auf biologische Fragen geben, die zurzeit mit keiner anderen Technik
erhalten werden kann. Das Zusammenspiel der Proteomanalyse mit den
molekularbiologisch-gentechnischen Methoden der Genomanalyse erdffnet einen
besseren Einblick in die komplexen funktionellen Regulations- und

Stoffwechselnetzwerke der Natur'®,

2.4.1 Techniken der Proteomanalyse
In dieser Arbeit wurden zwei wichtige Techniken der Proteinanalytik, die 2D-

Gelelektrophorese und die Massenspektrometrie verwendet.

Die ,klassische 2D-Gelelektrophorese, die von O'Farell 1975 und Klose 1975
eingefuhrt wurde, kombiniert die isoelektrische Fokussierung mit der Sodium dodecyl

sulfate-Polyacrylamidgelelektrophorese  (SDS-PAGE)®'*'.  Aufgrund ihres sehr
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hohen Aufldésungsvermoégens ist sie bis heute noch eine der wichtigsten
Separationstechnik zur Trennung komplexer Proteingemische'®. Die Trennung der
Proteine in der ersten Dimension erfolgt durch die isoelektrische Fokussierung (IEF).
Das Prinzip der IEF besteht darin, dass ein Protein im elektrischen Feld durch einen
pH-Gradienten wandert, bis es an den pH-Wert gelangt, an dem seine Nettoladung
gleich Null ist, dem so genannten isoelektrischen Punkt. Friher wurden
Tragerampholyten verwendet, um einen pH-Gradienten zu erstellen. Aufgrund einiger
Nachteile der Tragerampholyten-lIEF, wie ihrer geringen Reproduzierbarkeit und dem
Kathodendrift, wurde durch den Einsatz von immobilisierten pH-Gradienten (IPG) die
Auftrennung der Proteine in der ersten Dimension deutlich verbessert. Ein Vorteil der
IPG-IEF ist, dass die puffernden Gruppen kovalent mit der Gelmatrix verbunden sind
und dadurch die pH-Gradienten wahrend des gesamten Experiments fixiert sind. Ein
weiterer Vorteil der Immobilintechnik ist die Herstellung von Gelen mit sehr engen
pH-Bereichen, so dass Proteine, die sich nur minimal (0,01 pH-Einheiten)
unterscheiden, noch aufgetrennt werden kénnen'®*'%. Die zweite Dimension ist eine
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Laemmli®'. Aufgrund
der hohen Auflésung wird heutzutage noch das 1970 von Laemmli eingeflhrte,
SDS-haltige, diskontinuierliche Tris-HCI/Tris-Glycin-Puffersystem eingesetzt. Das
Gel besteht hierbei aus zwei Teilen, dem grobmaschigen Sammelgel (4%ig; pH 6,8)

und dem engmaschigen Trenngel (12%ig, pH 8,8).

Um die aufgetrennten Proteine zu detektieren, stehen eine Vielzahl von
Farbemethoden zur Verfigung, unter anderem die kolloidale Coomassie-Farbung,

die hochsensitive Silberfarbung'® oder Fluoreszenzfarbungen''"°.

Die 2D-DIGE Methode ist ein Fortschritt der ,klassischen® 2D-Gelelektrophorese, die

von Unli et al. 1997 entwickelt wurde'”

. Das Prinzip ist die Markierung der
Proteinproben in vitro mit Cyanin Farbstoffen (Cy dyes). Es stehen zwei verschieden
Arten der Markierung zur Verfugung: die Minimummarkierung und die
Sattigungsmarkierung. In dieser Arbeit wurde mit der Minimummarkierung (mimimal
labeling) gearbeitet. Die Minimummarkierung besteht aus drei Fluoreszenzfarbstoffe
(Cy2, Cy3 und Cy5) mit unterschiedlichen Emissionsspektren. Dies ermdglicht die
Untersuchung zweier differentieller Proteinlysate (z.B. transgen/nicht transgen)
hinsichtlich ihres quantitativen Proteinexpressionsmusters, indem sie mit Cy3 und

Cy5 und umgekehrt markiert werden. Mit dem dritten Farbstoff (Cy2) wird der interne
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Standard (engl.: Internal Pooled Standard = IPS) markiert. Dieser besteht aus einem
Aliquot jeder Probe und wird zusammen mit der Cy3 und der Cy5 markierten Proben
in jedem Gel mit aufgetragen. Der Vorteil der 2D-DIGE Technik gegenuber der
klassischen 2D-Gelelektrophorese ist, dass nur noch ein an Stelle von zwei Gelen
bendtigt werden. Des Weiteren kdénnen zwei verschiedene Proben in einem Gel
gemeinsam wandern, so dass das Problem der Spotzuordnung beim Vergleich
zweier einzelner Gele wegféallt und die Analyse dadurch bequemer macht. Der
interne Standard wird bevorzugt einmal fur alle Gele einer Serie von Replikaten
markiert. Bei der Minimummarkierung wird nur eine geringe Menge an Protein an der
epsilon-Aminogruppe von nur 1-2% ihrer Lysinreste markiert. Die Markierung
verandert die Ladung der Proteine nicht, so dass das Laufverhalten wahrend der
ersten Dimension nicht beeintrachtigt ist. Auch die zweite Dimension bleibt
unbeeinflusst, da sich die Masse eines jeden Proteins nach Farbstoffanlagerung um
nur 0,5 kDa erhoht. Im Gegensatz dazu werden bei der Sattigungsmarkierung alle
vorhandenen Cysteinreste markiert. Damit werden bereits geringe Mengen eines
Proteins detektiert. Diese Markierungsmethode wird generell bei Vorliegen geringer
Probenmengen angewandt. Die Arbeitschritte eines 2D-DIGE Experiments in dieser
Arbeit bestehen aus vier Hauptschritten: Markierung der Proteinlysate, 2D-
Gelelektrophorese und anschlieBendem Scannen der Gele, softwaregestutzte
Auswertung der Gele und letztendlich die Identifizierung der signifikant differenziellen

Proteine Uber die Massenspektrometrie.

Die dominierende Methode fiir die ldentifizierung von Proteinen war bis in die
neunziger Jahre hinein der Edman-Abbau®®. Der Edman-Abbau ist ein zyklischer
Prozess, bei dem in jedem Reaktionszyklus von einem Ende der Peptidkette die
endstandige (N-terminale) Aminosdure abgespalten und identifiziert wird'®. Der
Durchbruch der Massenspektrometrie kam mit der Moglichkeit, intakte Peptidionen
zu generieren. Die bedeutendsten lonisierungsverfahren sind die Matrix Assisted
Laser Desorption lonisierung (=MALDI) von Karas et al. 1988% und Tanaka et al.
1988"®" entwickelt und die Electrospray lonisierung (ESI) von Fenn et al. 1989**. Bei
MALDI werden die Peptide mit einer Matrix (z.B. a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure) auf
einem festen Trager kristallisiert. Der Beschuss durch einen Laser bewirkt
Verdampfung und lonisation der Peptide. Dieser Prozess wird im Hochvakuum
durchgefuhrt, da die lonisierung im Vakuum effizienter ist als unter atmospharischem

Druck. Nach der MALDI-lonisierung liegen die Peptidionen meist einfach protoniert
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vor. In der Massenspektrometrie wird immer das Verhaltnis von Masse zu Ladung
(m/z) gemessen. TOF (,Time Of Flight*)-Gerate (Flugzeit-Massenspektrometer)
werden haufig in Kombination mit MALDI-lonisierungsquellen eingesetzt. Das Prinzip
dabei ist, dass die lonen in einem elektrischen Feld beschleunigt werden. Dann wird
die Flugzeit der lonen in einem Flugrohr gemessen. lonen mit einem hohen Masse
zu Ladungs-Verhaltnis (m/z) treffen spater am lonendetektor auf, als lonen mit

kleinem m/z'%.

Elektrospray-lonisierung (ESI) generiert intakte Peptidionen, indem Peptide in
saurem Milieu gel6st, durch eine unter Spannung stehende, diinne Nadel geleitet
und Uuber eine Strecke mit hoher Potentialdifferenz gespriht werden. Die
elektrostatisch geladenen Tropfchen verdampfen im Gasstrom. Die anwachsende
Ladungsdichte fuhrt zu einem stabilen Spray. Bei der ESI-lonisierung werden neben
einfach geladenen lonen auch mehrfach geladene Peptidionen gebildet. Zur
Massenanalyse der ESI-lonen wird zum Beispiel die lonenfalle verwendet. Hier
werden die einzelnen Peptidionen isoliert und durch Kollision mit Gasmolekulen (z.B.
Helium) fragmentiert. Dabei brechen die Peptide vor allem an ihren Peptidbindungen
auf und es entsteht ein charakteristisches Fragmentmuster. Das Masse zu Ladungs-
verhaltnis (m/z) der Fragmente wird anschlieBend bestimmt. Oftmals ist ein
lonenfallen-Massenspektrometer mit einem Chromatographieverfahren, z.B. mit einer
HPLC (High Performance Liquid Chromatography) gekoppelt, einer so genannten

LC-MS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)'®.

Heutzutage ist die MS (Massenspektrometrie) basierte Identifizierung von Proteinen

das dominierende Verfahren der Proteinanalytik.

2.5 Proteomstudien liber die Nebennieren

Jalili et al. 2004 untersuchten das Proteom des bovinen Nebennierenmarkes mit zwei
unterschiedlichen ~ massenspektrometrischen ~ Methoden®'®>,  Das  bovine
Nebennierenmark wurde einmal mit einer Reversed Phase-HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) fraktioniert und anschliefend mit MALDI-TOF MS analysiert.
Es konnten 47 Proteine identifiziert werden®. In der zweiten Analyse wurde das
bovine Nebennierenmark durch HPLC fraktioniert und mittels Tandem-
massenspektrometrie analysiert. Mit dieser Methode konnten 71 Proteine identifiziert

werden®'. Gasnier et al. 2004 untersuchten die posttranslationalen Modifikationen
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von Chromogranin B aus dem bovinen Nebennierenmark. Dazu wurde Chromogranin
B aus den chromaffinen Zellen des bovinen Nebennierenmark gereinigt, enzymatisch
gespalteten, Uber eine FlUssigkeitschromatographie fraktioniert und
massenspektrometrisch analysiert. Es konnten 18 posttranslationale Modifikationen
detektiert werden®'. Brouwers et al. 2005 untersuchten das Serumproteom von
Phaochromozytom-Patienten. Bei einem Phaochromozytom handelt es sich um
einen Katecholamin-produzierenden Tumor der chromaffinen Zellen vor allem im
Nebennierenmark. Ziel der Studie war es, Biomarker zu entdecken, um benigne von
malignen Entwicklungen unterscheiden zu koénnen?’. Marengo et al. 2004
untersuchten auf Proteomebene Nebennieren von gesunden und an
Neuroblastomen erkrankten Nacktmausen. Der Vergleich des
Proteinexpressionsmusters beider Stadien erfolgte Uber eine 2D-Gelelektrophorese.
In der sich anschlieRenden MALDI-TOF Analyse konnten 14 differentiell abundante

Proteinspots identifiziert werden'".

Die Humane Proteom Organisation (HUPO) wurde 2001 gegrindet um die
Proteomforschung im humanen Bereich verstarkt voranzutreiben. Unter ihrer
Schirmherrschaft wurden das Humane Plasma-Proteomprojekt, das Humane Leber-

Proteomprojekt und das Humane Gehirn-Proteomprojekt gegriindet.

Uber das Proteom der Nebenniere gibt es nur wenige Studien, einzig die bovine
Nebenniere, genauer gesagt das Nebennierenmark wurde, wie bereits erwahnt,
genauer analysiert. In dieser Arbeit wurden die Nebennieren von Mausen, mit der
GH/IGF-I Achse als genetischen Hintergrund, zum allerersten Mal auf Proteomebene

untersucht.

2.6 Vorarbeit und Zielsetzung

In einer Vorarbeit dieser Studie wurden PEPCK-bGH transgenen Mausen mit CMV-
mIGFBP-2 transgenen Mausen gekreuzt, um die Rolle von IGFBP-2 in der
postnatalen Wachstumsregulation zu klaren. Dadurch entanden vier Genotypen:
doppeltransgene (GB), bGH transgene (G), mIGFBP-2 transgene (B) und
nichttransgene (WT = Wildtyp) Mause. Das Koérpergewicht war bei den 15 Wochen
alten mannlichen Nachkommen der Gruppe GB im Vergleich zur Gruppe G um 17%
und der Gruppe B im Vergleich zur Gruppe WT um 13% reduziert. So konnte in vivo

zum ersten Mal gezeigt werden, dass IGFBP-2 das GH-stimulierte Wachstum
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hemmt®’. In einer weiterfihrenden Studie, der zentralen Vorarbeit fiir diese Studie,
wurde der GH- bzw. IGFBP-2- Effekt speziell auf die Nebennieren der bereits
erwahnten vier Genotypen untersucht. Das absolute Gewicht der Nebennieren war
signifikant erhdht bei den finf Wochen und den vier Monate alten der bGH
transgenen (G) Mause im Vergleich zu den nichttransgenen WT (=Wildtyp) Mause
und den mIGFBP-2 transgenen (B) Mause. Die Uberexpression von IGFBP-2 in
doppeltransgenen (GB) Mausen reduzierte den GH-Effekt um 26% in den funf
Wochen alten bzw. um 37% in den vier Monate alten Tieren. Durch umfangreiche
stereologische Untersuchungen an den Nebennieren von allen vier Genotypen (G,
GB, B und WT Mause) ergab sich der hochinteressante Befund, dass die GH-
induzierte Hypertrophie der Zona fasciculata-Zellen durch die gleichzeitige
Uberexpression von IGFBP-2 signifikant reduziert wurde, wohingegen die
Hyperplasie der Zellen nicht beeinflusst wurde®. Die inhibitorischen Wirkung von
IGFBP-2 auf die GH/IGF-I induzierten Hypertrophien der Nebennierenrindenzellen
bietet einen hervorragenden Ausgangspunkt fur die systematische Analyse der

Mechanismen der ZellgréRenkontrolle.

Eine Proteinanalyse auf Signalebene und eine holistische Proteomanalyse sind zwei

Strategien, um die Zellgrolkenregulation dieses Mausmodels naher zu beleuchten.

Das Ziel dieser Studie war es, eine holistische Proteomanalyse der Nebennieren von
Mausen durchzufihren und zu versuchen, Kandidatenproteine mit Relevanz fur das
Nebennierenwachstum zu identifizieren. Dazu wurden zwei Vergleiche
vorgenommen: bGH transgene Mause (G) versus nichttransgene Mause (WT) und
bGH transgene Mause (G) versus bGH/mIGFBP-2 transgener Mause (GB).
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Chemikalien

Substanz Firma
Acetonitril (ACN) Roth
Acrylamid-Losung Serva
(Acrylamid:Bisacrylamid 37,5:1)

Agarose Invitrogen
Ammoniumsulfat (NH4)2>SO4 Merck
Ammoniumperoxidisulfat (APS) Merck
Bromphenolblau Merck
Bovine Serum Albumine (BSA) Sigma

Calibration Mixture 2 (Kalibrations-Mix f. MS)

Applied Biosystems

3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propanesulfonat (CHAPS)

Sigma

Coomassie Brilliant Blue G-250

Sigma

a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure (CHCA)

Applied Biosystems

Dithioerythritol (DTE)

Roth

dNTP Set (100mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

MBI Fermentas

EDTA Merck
Eisessig Roth
Ethanol Roth
Ether (Narkose) Merck
Ethidiumbromid (10 mg/ml) Roth
Glycerin Roth
Glycin Roth
Harnstoff Roth
lodacetamid Sigma
Isopropanol Roth
L-Lysin-monohydrochlorid Sigma
3-Mercaptoethanol Sigma
Methanol Roth
Natriumhydroxid (NaOH) Merck
Natriumlaurylsulfat (SDS) Serva
N,N-Dimethylformamid (DMF) Roth
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth
Pharmalyte 3-10 GE Healthcare
Phosphorsaure (85%) Merck
Proteinase K (20 mg/ml) Roche
Roti®-Blue (kolloidale Coomassie-Farbung) Roth
Salzsaure HCI (25%) Merck

SYPRO Ruby

laboreigene Herstellung

Trypsin (porzines)

Promega
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Trifluoressigsaure (TFA) Fluka
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Roth
Wasserstoffperoxid (H20,) Roth

Molekulargewichtsstandard fiir DNA:

pUC Mix Marker 8

MBI Fermentas

Molekulargewichtsmarker fiir Proteine:

Dalton Mark VII-L Sigma
3.1.2 Verbrauchmaterialien, Kits
Produkt Firma

DryStrip Cover Fluid

GE Healthcare

Electrode Strips

GE Healthcare

Falcon Roéhrchen (15 ml und 50 ml) TPP
Immobiline DryStrips (pH 4—7 und 3-10; 18cm) | GE Healthcare
ZipTip U-C18 Pipettenspitzen Millipore
PD-Desalting Columns® Amersham Biosiences
Pipettenspitzen 0,5-10 pl Gilson
Pipettenspitzen 2—200 ul Brand
Pipettenspitzen 50—-1000 ul Brand
QlAshredder Qiagen
Sample Cups (fur “Cup-Loading”) GE Healthcare
Safe-Lock Tubes 1,5 und 2,0 ml Eppendorf
Skalpelle Cutfix Braun

96-fach PCR-Reaktionsgefalle ABgene

Filterpapier (g 240 mm)

Schleicher & Schuell

Kit Firma
Tag DNA Polymerase Kit Qiagen
HotStar Taq DNA Polymerase Kit Qiagen
Wizard genomic DNA purification kit® Promega

CyDye DIGE minimal labeling kit

GE Healthcare

3.1.3 Gerate

Gerat Firma
Analysenwaage 2357 Sartorius
Brutschrank Heraeus
Eagleeye |l Stratagene
Fluoreszenzscanner Typhoon 9400 GE Healthcare
Gelkammern fur Agarosegele MWG-Biotech

Gewebe-Homogenisator: Art-Micro D8

ART Labortechnik

LTQ Linear lon Trap ESI mass spectrometer

Thermo-Finnigan
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4700 MALDI-TOF/TOF® Analyzer

Applied Biosystems

Magnetrahrer Omnilab

Mini Protean |l BioRad
Multiphor Il (IEF-Apparatur) GE Healthcare
pH-Meter 761 Calimatic Knick
Powersupply POWER PAC 3000 BioRad
Protean Il xi Cell BioRad
Rehydratisierungskassette (“Reswelling tray”) GE Healthcare
Ultraschallbad: Sonorex RK 100 Bandelin
Spectrophotometer DU-65 Beckman
SpeedVac Bachhofer
Stereolupe (Stemi DV 4) Zeiss

T3 Thermocycler (PCR) Biometra
Thermomixer 5436 Eppendorf
Thermostat (flr Protean Il xi Cell) Eppendorf
Vortex Genie 2 Scientific Industries
Zentrifuge GS-15R Beckmann
Zentrifuge 5417R Eppendorf
3.1.4 Software

Software Firma
DeCyder, Version 6.5 GE Healthcare
ImageQuant 5.2 GE Healthcare

MASCOT MS/MS search engine, Version 2.1

Matrix Science

ProteomWeaver, Version 2.2

Definiens

GPS Explorer, Version 3.6

Applied Biosystems

3.1.5 Wasser

Es wurde immer Reinstwasser nach Ultrafiltration (Milli-RO Plus 60, Millipore)
verwendet. Fur die PCR wurde autoklaviertes Reinstwasser (s.0.) verwendet. In der

LC-MS/MS Analyse kam Reinstwasser von Merck (LiChrosolv®) zum Einsatz.
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3.2 Versuchstiere und Methoden

3.2.1 Versuchstiere

Das Probenmaterial (Nebennieren) fur diese Arbeit kam von IGFBP-2 sowie von bGH
transgenen Mausen. Dazu wurden weibliche hemizygote Mause, die das Maus (m)
IGFBP-2 unter der transkriptionellen Kontrolle des Cytomegalovirus (CMV)-
Promotors iberexprimieren®, mit mannlichen hemizygoten Mausen, die das bovine
Wachstumshormon (bGH) unter der Kontrolle des Ratten-Phosphoenolpyruvat
Carboxykinase (PEPCK)-Promotors Uberexprimieren, verpaart®”. Dadurch wurden
vier verschiedene genetische Gruppen von Nachkommen generiert (siehe Abbildung
4).

mIGFBP-2 tg (B) bGH tg (G)

Q - hemizygot d‘ - hemizygot

WT

Abbildung 4: Nach dem Mendelschen Gesetz ergeben sich vier verschiedene
Genotypen innerhalb der Fs-Generation: Tiere, die beide Genotypen tragen (GB),
bGH transgene Tiere (G), mIGFBP-2 transgene Tiere (B) und nichttransgene Tiere
(WT).
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Das PEPCK-bGH transgene Mausmodell war urspringlich auf einem C57BL/6 x SJL
Hintergrund erzeugt worden und wurde von Dr. T. E. Wagner, Edison Biotechnology
Center, Ohio University, zur Verfugung gestellt''*'"”. Die hemizygoten Mause, die fiir
diese Studie zum Einsatz kamen, wurden bis zur 12. Generation bei Charles River
auf einen NMRI Hintergrund ausgeziichtet®’.

Die Mause wurden unter spezifisch pathogen-freien (SPF) Bedingungen bei 22°C,
65% Luftfeuchtigkeit und einem 12 h Lichtprogramm (Hell-Dunkelrhythmus) gehalten.
Die Tiere hatten freien Zugang zu einem Standard-Nagerfutter (V1534, Ssniff, Soest)
und Wasser. Die Tiere wurden bis zu einem Alter von drei Wochen gemeinsam mit
den Muttertieren in einer Gruppe gehalten und dann nach Geschlechtern getrennt
abgesetzt. Es wurden ausschliellich die Nebennieren der mannlichen Tiere
verwendet. Zum Zeitpunkt des Absetzens wurden den Tieren unter Athernarkose die
letzten 2-3 mm des Schwanzes mit einer sterilen Schere entfernt. Diese

Schwanzbiopsien wurden fir die Genotypisierung verwendet.

3.2.2 Isolierung von DNA aus Schwanzspitzen

FUr die Genotypisierung wurde zunachst aus den Schwanzbiopsien die DNA mittels
des Wizard genomic DNA purification kit® (Promega) gemaR der Angaben des
beiliegenden Protokolls isoliert. Die Schwanzspitzen wurden mit 637,5 ul Puffer bei

56°C in einem Thermomixer Uber Nacht inkubiert.
Zusammensetzung des Puffers:
120 pl 0,5 M EDTA pH 8,0

500 pl Nuclei Lysis Buffer > pro Schwanspitze

17,5 pl Proteinase K (20 mg/ml)
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Am folgenden Tag wurden jeder Probe 3 ul RNase A (4 mg/ml) zugesetzt und fir 20
min bei 37°C inkubiert. Nach 5 min Abkuhlung auf Raumtemperatur wurden je 200 pl
Protein Precipitation solution zugegeben, die Proben 20 sec gevortext und 5 min auf
Eis abgekuhlt. Danach wurden die Proben bei 15.000 x g, 20°C flir 4 min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal® tberfihrt.
AnschlielRend erfolgte die DNA-Fallung mit 600 pl Isopropanol und die Proben
wurden ein weiteres Mal bei 15.000 x g, 20°C fur 2 min zentrifugiert. Die
entstandenen DNA-Pellets wurden einmal mit 70%igem Ethanol gewaschen und
anschlielend an der Luft getrocknet. Nach vollstandiger Trocknung wurde das DNA-
Pellet in 100 pl Rehydration Solution gelost und fur eine Stunde bei 56°C inkubiert.
Fur den PCR-Einsatz wurde die genomische DNA im Verhaltnis 1:10 mit PCR-H,O

verdunnt und 1 ul dieser Verdinnung verwendet.

3.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR dient der Vervielfaltigung eines kurzen, genau definierten Teils eines DNA-
Strangs. Als Primer werden kurze Oligonukleotide verwendet, die sich innerhalb der
gewlnschten Sequenz anlagern. Um einen zur DNA komplementaren Strang
aufzubauen, wird die Polymerase des Bakteriums Thermophilus aquaticus
verwendet. Diese Polymerase ist thermostabil, wodurch sich der Strangaufbau haufig
wiederholen lasst, weil nach der Denaturierung ein erneutes Anlagern der Primer
moglich wird. Auf diese Weise kommt es zu einer exponentiellen Vermehrung des
gewulnschten DNA-Fragmentes. Alle PCR-Reaktionen fur diese Arbeit wurden auf

Eis angesetzt.

Komponenten Mengen in [ pl ]
10-fach Puffer (Qiagen) 2,00 pl
Magnesiumchlorid (25mM, Qiagen) 1,25 pl
Q-Solution (5-fach, Qiagen) 4,00 pl
d 'NTP's (1mM, Fermentas) 2,00 pl
mIGFBP-2 sense (2 uM) 2,00 pl
mIGFBP-2 antisense (2 uM) 2,00 ul
PCR-H,0O 5,65 pl
HotStar Taq Polymerase (5U/ul, Qiagen) 0,10 ul
Genomische DNA (1:10 verdinnt) 1,00 pl
Gesamtvolumen 20,00 pl

Tabelle 1: Master-Mix fur die IGFBP-2 PCR
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Schritt Temperatur in °C Zeit in Minuten
Initiale Denaturierung 95°C 15
Denaturierung 94°C 1
Primer-Anlagerung 54°C 1
Verlangerung 72°C 1

Wiederholungen

34 mal ab Schritt 2

Finale Verlangerung

72°C

10

Tabelle 2: Reaktionsbedingungen fur die IGFBP-2 PCR

Komponenten Mengen in [ pl ]
10-fach Puffer (Qiagen) 2,00 pl
Magnesiumchlorid (25mM, Qiagen) 1,25 ul
Q-Solution (5-fach, Qiagen) 4,00 pl
d 'NTP's (1mM, MBI Fermentas) 4,00 pl
bGH sense (2 uM) 1,00 pl
bGH antisense (2 uM) 1,00 pl
PCR-H,0 5,65 pl
Taq Polymerase (5U/ul, Qiagen) 0,10 ul
Genomische DNA (1:10 verdinnt) 1,00 pl
Gesamtvolumen 20,00 pl

Tabelle 3: Master—Mix fur die PEPCK-bGH PCR

Schritt Temperatur in °C Zeit in Minuten
Initiale Denaturierung 95°C 4
Denaturierung 94°C 1
Primer-Anlagerung 54°C 1
Verlangerung 72°C 2
Wiederholungen 34 mal ab Schritt 2
Finale Verlangerung 72°C 10

Tabelle 4: Reaktionsbedingungen flr die PEPCK-bGH PCR
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Der Master-Mix fur die IGFBP-2 bzw. die bGH PCR ist in Tabelle 1 und 3 dargestelit.
In Tabelle 2 und 4 sind die PCR-Bedingungen fur den IGFBP-2 und den bGH
Nachweis aufgefuhrt. Die PCR wurde in einem T3 Thermocycler (Biometra)
durchgefuhrt.

3.2.4 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese wird verwendet, um Nukleinsauren nach ihrem
Molekulargewicht aufzutrennen und anschlieend sichtbar zu machen. Die PCR-
Produkte werden in einem Gel, bestehend aus Agarose und Puffer, aufgetrennt.
Durch das Anlegen eines elektrischen Feldes wandern die PCR-Produkte wegen
ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen zur Anode. Die Auftrennung der
Nukleinsauren nach ihrer Grole erfolgt aufgrund des Molekularsieb-Effekts des
Agarosegels. Die Wanderungsgeschwindigkeit verhalt sich bei linearisierten
doppelstrangigen Molekllen im Agarosegel umgekehrt proportional zum Logarithmus
ihres Molekulargewichts. Zur Bestimmung der Lange der aufgetrennten DNA werden
je nach GroRRe der aufzutrennenden DNA verschiedene Molekulargewichtstandards

verwendet.

3.2.4.1 TAE-Agarosegele

Fir die Genotypisierung wurden 2%ige Agarosegele angefertigt. Dazu wurde eine
entsprechende Menge Agarose in Millipore-H,O aufgekocht. Nachdem sich die
Agarose vollstandig aufgelost hatte, wurde das verdampfte Wasser ersetzt und die
entsprechende Menge an 50-fach TAE-Puffer fir eine 1-fach konzentrierte Gellésung
zugesetzt. Der fertigen Gellésung und dem 1-fach Laufpuffer wurde Ethidiumbromid
in einer finalen Konzentration von 0,5 pg/ml zugegeben. Die Auftrennung der
Nukleinsaurefragmente erfolgte bei 5 V/cm fur ca. 45 min. Alle Gele wurden unter
Verwendung des Stratagene Eagle Eye Il dokumentiert. Die Visualisierung erfolgte

bei einer Wellenlange von 366 nm.

Zusammensetzung des 50-fachen TAE-Puffers (1000 ml):
242 g Tris (Tris-hydroxymethyl-aminomethan) [2 M]

57,1 ml 100%ige Essigsaure

100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 [50 mM]
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3.3 Nebennierenpraparation

Fur den holistischen Proteomvergleich bGH transgene Mause versus Wildtyp—Mause
und bGH transgene Mause versus bGH/mIGFBP-2 transgene Mause wurden
Nebennieren dieser 11 Wochen alten, mannlichen Genotypen verwendet. Die
Nebennierenpraparation fand immer um 10 Uhr vormittags statt. Die Tiere wurden in
Ather anasthesiert und mittels Genickbruch getdtet. Nach der Eréffnung der
Bauchhohle und der Entfernung des Magen-Darmtrakis wurden die Nebennieren
vorsichtig entnommen und auf eine frische Petrischale verbracht. Bei den bGH
transgenen und den bGH/mIGFBP-2 transgenen Mause war die Leber sehr grol3, so
dass diese mit Hilfe von Stecknadeln zur Seite verbracht wurde, umso besser
praparieren zu konnen. Nach der Entnahme jeweils beider Nebennieren einer Maus
wurden diese unter der Stereolupe auf einer gekuhlten Metallplatte innerhalb von 8
Minuten von dem sie umhullenden Organfett befreit und einzeln gewogen. Im
Anschluss daran kamen die Nebennieren sofort auf Trockeneis, um gleichmafig
durchzufrieren. FUr die proteomanalytischen Experimente wurden immer beide

Nebennieren einer Maus verwendet.

3.3.1 Zellaufschluss der Nebennieren

FUr den Zellaufschluss wurden beide Nebennieren je einer Maus in ein 2 ml
Eppendorfgefall verbracht und 350 ul Lysepuffer fur eine normale 2D-
Gelelektrophorese bzw. 350 pl ,Labeling-Buffer® fur eine 2D-DIGE Analyse hinzu
pipettiert. Der Unterschied zwischen beiden Lysepuffern besteht darin, dass der
,Labeling-Buffer® kein DTE enthalt, da dieses die Markierung der Proteine mit
Fluoreszenzfarbstoffen negativ beeintrachtigen wirde (siehe Tabelle 5). Die beiden
Nebennieren sind mittels eines Homogenisators (Art-Micro D8) zweimal fur je 30 sec.
zerkleinert worden. Zwischen der ersten und zweiten Zerkleinerung der Organe stand
das Eppendorfgefall auf Eis, damit die Warme, die beim Homogenisieren entstand,
abgefiihrt werden konnte. Zwischen jeder neuen Organprobe wurde der
Homogenisatorstab mit einer 1 M NaOH-L6sung, danach mit Millipore-H,O und
zuletzt mit Lysepuffer benetzt. Die homogenisierten Nebennieren wurden zum
besseren Zellaufschluss flir 5 min in ein mit Eis gekuhltes Ultraschalbad gegeben.
Die Viskositat der erhaltenen Proteinldsung wurde mittels QIAshredder® durch

abzentrifugieren fur 2 min bei 6000 x g reduziert. Die abzentrifugierte Proteinlosung
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wurde in ein frisches 2 ml Eppendorfgefald pipettiert und eine Proteinbestimmung
nach Bradford durchgefuhrt.

»,Normaler“ Lysepuffer DIGE-Lysepuffer
8 M Harnstoff 8 M Harnstoff
40 mM Tris 40 mM Tris
4% w/v CHAPS 4% w/iv CHAPS
65 mM DTE pH-Wert 8,5 mit 25% HCI einstellen

Tabelle 5: Zusammensetzung des ,Normalen® und des DIGE-Lysepuffers

Die hohe Konzentration des Harnstoffs (8 M), einem nichtionischen Chaotrop, dient
der Verbesserung der Loslichkeit der Proteine. Zusatzlich wird die Loslichkeit
hydrophober Proteine durch das zwitterionische Detergenz CHAPS erhoht.
Zusatzlich wurde mit DTE reduziert, damit die Disulfidbricken zwischen den

Cysteinen aufbrechen.

3.3.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Ermittlung des Proteingehaltes erfolgte mit dem Bradford-Test'®. Dieser ist etwa
um den Faktor zwei sensitiver als andere Tests (Lowry- oder BCA-Test) und ist somit
der empfindlichste quantitative Farbetest'®. Der saure Farbstoff Coomassie Brilliant
Blue G-250 bindet an kationische und nichtpolare, hydrophobe Seitenketten der
Proteine (v. a. an Arginin-Reste) und bewirkt eine Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffes von 465 nm (ungebunden) nach 595 nm. Mit
einer 100 pg/ml BSA-L6osung (Pipettierschema siehe Tabelle 6) wurde eine

Kalibriergerade erstellt (siehe Abbildung 5).
Bradford-Losung:

0,01% Coomassie G-250

5% Ethanol (99%ig)

10% H3PO4 (85%ig)
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Gesamtvolumen pro Ansatz = 100 pl

Pro Ansatz werden 1 ml Bradford-Losung zugegeben

Prote‘”fg}ﬁﬁntration 0 | 125 | 25 | 375 | 50 | 625 | 75 | 87,5 | 100
V°'“mifr’]””f’r°tei” 0 | 125 | 25 | 375 | 50 | 625 | 75 | 875 | 100
Vquri?]e:I H.O 100 | 87,5 75 62,5 50 37,5 25 12,5 0

(e 0 |0,052 0,128 | 0,190 | 0,288 | 0,358 | 0,400 | 0,465 | 0,548

Tabelle 6: Erstellen einer Bradford-Kalibriergerade

Bradford-Kalibriergerade
0,7
y =0,0054x
0.6 R?=0,9955
0,5 S~
S /
= 0,4 /
L
=< 0,3
L
0,2
0,1
0 I I I I I
0 20 40 60 80 100 120
Proteinkonzentration in pg/ml

Abbildung 5: Bradford-Kalibriergerade

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration eines Lysates wurden drei
Verdinnungen hergestellt: 1:100, 1:75 und 1:50. Pro Verdlinnung wurde 1 ml
Bradford-Losung hinzugefligt und die Extinktion wurde bei einer Wellenlange von A =
595 nm gemessen. Die Proteinkonzentration wurde Uuber eine Bradford-

Kalibriergerade bestimmt.
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3.4 Proteinauftrennung mit Hilfe der SDS-Polyacrylamidgel-
elektrophorese (PAGE)

Um Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen, muss die Eigenladung der
Proteine Uberdeckt werden, da je nach pH-Wert des Puffers Proteine in einem
Gemisch unterschiedliche Nettoladungen mit unterschiedlichen Vorzeichen hatten.
SDS (Natriumdodecylsulfat; engl.: Sodiumdodecylsulfat) ist ein negativ geladenes
Detergenz, das die Tertiarstruktur der Proteine denaturiert, indem es durch
Anlagerung sowohl  Wasserstoffbrickenbindungen, als auch hydrophobe
Wechselwirkungen innerhalb der Proteinkette =zerstort und es so zu einer
,Linearisierung“ des Proteins kommt. Da sich pro 3 Aminosauren je ein SDS-Molekdl
anlagert, sind alle Protein-SDS-Komplexe negativ geladen und wandern wahrend der
Elektrophorese zur Anode. Aufgrund der hohen Auflosung wird heutzutage noch das
von Laemmli 1970 eingefuhrte, SDS-haltige, diskontinuierliche Tris-HCI/Tris-Glycin-
Puffersystem eingesetzt”’. Das Gel besteht hierbei aus zwei Teilen, dem
grobmaschigen Sammelgel (pH 6,8) und dem engmaschigen Trenngel (pH 8,8). Im
Sammelgel dient als Leition CI" und als Folgeion Glycin, welches bei pH 6,8 kaum
geladen ist. Die Proteine werden entsprechend ihrer elektrolytischen Mobilitaten
konzentriert, so dass ein ,Proteinstapel“ entsteht. Dieser ,Stapel“ bewegt sich relativ
langsam zum Trenngel. Beim Ubergang in das Trenngel wird Glycin deprotoniert und
lauft als geladenes kleines Molekul vor der Proteinbande. Die Proteine werden beim
Ubergang in das engmaschige Trenngel gebremst, was eine Bandenscharfung zur
Folge hat. Da die elektrophoretische Mobilitdt nun nur von der Grélie des Proteins
abhangt, ein annahernd konstantes Masse-Ladungs-Verhaltnis der Protein-SDS-

Komplexe vorausgesetzt, werden diese nach ihrem Molekulargewicht getrennt.

3.4.1 Eindimensionale SDS-PAGE

Die Proteinlysate wurden vor der eindimensionalen SDS-Polyacrylamidgel-
elektrophorese mit einem 2-fach Probenpuffer nach Laemmli®' gemischt (siehe
Tabelle 7) und bei 95°C fur 5 min in einen Thermomixer inkubiert. Das Erhitzen auf
95°C und die Zugabe von reduzierendem B-Mercaptoethanol (Aufbrechen der

Disulfidbricken) fuhren zur vollstandigen Denaturierung der Proteine.
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2-fach-Probenpuffer (nach U.K. Laemmli; 1970)

Volumen Endkonzentration
0,5 M Tris-HCI-L6sung, pH 6,8 1,0 ml [0,0625 M]
10%ige SDS-LAsung 1,6 ml [2% wiv]
100%iges Glycerin 0,8 ml [10% wi/v]
B-Mercaptoethanol 0,4 ml [5% wiv]
0,8%ige Bromphenolblauldsung 0,4 ml [0,04% wi/v]*

auf 8 ml mit Millipore-H,0O auffullen.

*Original nach Laemmli: 0,001% BPB

Tabelle 7: Zusammensetzung des 2-fach Probenpuffers

Die Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels entsprach exakt den
Gelkonzentrationen fir die 2D-Gelelektrophorese (siehe unter 3.4.2.2). Die 1D-
Gelelektrophorese wurde im Mini Protean II-System mit 1-fach Laufpuffer (Rezept fur
5-fach Laufpuffer siehe unter 3.4.2.2.1) durchgefuhrt. Eine Auftrennung wurde durch

das Anlegen einer Spannug von 100 Volt fur zirka 60 min erreicht.

3.4.2 Hochauflosende 2D-SDS-PAGE

Die zweidimensionale Polyacrylamidgelelektrophorese, die eine Kombination einer
isoelektrischen Fokussierung in der ersten und einer SDS-PAGE in der zweiten
Dimension darstellt, ist bis heute noch Methode der Wahl, um komplexe
Proteingemische zu analysieren. Sie hat ein sehr hohes Auflésungsvermoégen. Man

|131

unterscheidet die Methode nach O’Farrel und Klose88, bei der der pH-Gradient

wahrend der Fokussierung mit Hilfe von Tragerampholyten ausgebildet wird und die
Methode nach Bjellqvist™, bei der in der ersten Dimension immobilisierte pH-
Gradienten eingesetzt werden. In dieser Arbeit wurden ausschlieRlich immobilisierte

pH-Gradienten verwendet.
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3.4.2.1 Erste Dimension: Isoelektrische Fokussierung

Es wurden nur kommerziell erhaltliche immobilisierte pH-Gradienten (IPG-Strips von
GE Healthcare) im pH-Bereich 4-7 verwendet. Die Gelstreifen (IPG-Strips) fur
praparative Gele (500 ug Gesamtprotein) wurden im ,Reswelling Tray“ von GE
Healthcare rehydratisiert. Dabei wird die Rehydratisierungslosung (siehe unten)
zusammen mit dem Proteinlysat in eine Vertiefung des ,Reswelling Trays® pipettiert
und der Gelstreifen kommt mit der Gelseite nach unten auf diese Losung, wird mit 2-
3 ml Plus One Dry Strip Cover Fluid® (Mineraldl) bedeckt und iber Nacht (15 h) in
einem kihlen Raum rehydratisiert. Fur analytische Gele (100 bzw. 150 ug
Gesamtprotein bei DIGE-Gelen) wurden die Gelstreifen zwischen zwei Glasplatten
gelegt und der Rehydratisierungspuffer mittels einer 25 ml Spritze Uber einen
Silikonschlauch in den Spalt verbracht. Die Dichtung der Glasplatten bestand seitlich
aus zwei Gummidichtungen, die durch Klammern fest aneinander gepresst wurden.
Die Proteinlysate werden in der Regel Uber Probenaufgabetrichter mit einem
Fassungsvermogen von je 100 uyl an der Anode der Multiphor Il (= IEF-Apparatur)
aufgetragen (sog. ,Cup-Loading“). Falls das Fassungsvermdgen eines
Probenaufgabetrichters zu gering war, wurde zusatzlich an der Kathode ein
Probenaufgabetrichter befestigt. So konnten insgesamt 200 pl Proteinlysat
aufgetragen werden. Fur praparative Gele mit einem Gesamtproteingehalt von 500
Mg wurde das Proteinlysat, wie bereits oben erwahnt, zusammen mit der
Rehydratisierungslésung in die Gelstreifen eingequollen. Die Erfahrung hat gezeigt,
dass das Auftragen der Proben mittels der Probenaufgabetrichter ein etwas

scharferes Proteinmuster erzeugte.

Rehydratisierungslosung:

Harnstoff [8 M]
CHAPS [4% wiv]
DTE [13 mM]

Pharmalyte® pH 3-10  [1% w/V]

+ eine Spatelspitze Bromphenolblau
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Die Steuerung der IEF erfolgte Gber zwei Programme:

pH 3-10: pH 4-7:

500 V fur 2 h 500 V fur 2 h
Rampe auf 3500 Vin 1,5 h Rampe auf 3500 Vin 1,5 h
3500 V fur 10 h 3500 V fur 1 h
5000 V fur 1 h 5000 V far 1 h
Insgesamt 44 kVh 14,5 h Insgesamt 51 kVh 16,5 h

Die fertig fokussierten Gelstreifen wurden in einer Petrischale bis zur weiteren

Verwendung bei - 80°C gelagert.
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3.4.2.2 Zweite Dimension: SDS-PAGE

Die fur die zweite Dimension verwendeten SDS-Polyacrylamidgele wurden jeweils

am Vortag gegossen. Die Polymerisierung erfolgte bei Raumtemperatur Gber Nacht.

Herstellung eines 12%igen Trenngels:

H20 13,40 ml
1,5 M Tris-HCI-Losung, pH 8,8 10,00 ml
Acrylamid (30%ig) 16,00 ml
C———> fiir 15 min entgasen
10%ige SDS-Loésung 0,40 ml
10%ige APS-Ldsung 0,20 ml
TEMED 0,02 mi

Nach Zugabe der ersten drei Komponenten des Trenngels wurde diese fur 15 min
entgast. Die fertig hergestellte Gelldsung wurde umgehend gegossen und
anschliellend mit H,O zlgig Uberschichtet. Das Sammelgel wurde am nachsten Tag

gegossen.

Herstellung eines 4%igen Sammelgels:

H,O 6100 pl
0,5 M Tris-HCI-L6ésung, pH 6,8 2500 pl
Acrylamid (30%ig) 1300 pl
10%ige SDS-Ldsung 100 pl
10%ige APS-Ldsung 50 ul
TEMED 10 pl
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3.4.2.2.1 Vorbereitung der IPG-Streifen fur die 2. Dimension

Bevor die fokussierten Gelstreifen fur die 2. Dimension eingesetzt wurden, mussten
sie equilibriert werden. Das Equilibrieren mit DTE reduziert die Proteine, d.h. es
spaltet die Disulfidbricken auf, so dass die Proteine in ,linearisierter* Form vorliegen.
lodacetamid bewirkt eine Alkylierung von Thiolen. Pro Gelstreifen wurden in je 15 ml
Equilibrierungspuffer (siehe unten) jeweils 1% DTE und 2,5% lodacetamid
eingewogen. Um eine sichtbare Lauffront in der 2. Dimension zu erkennen, wurden
der 2,5%igen lodacetamidlésung zusatzlich eine Spatelspitze Bromphenolblau
hinzugeflugt. Fiur eine optimale Equilibrierung der Gelstreifen wurden diese bei 100
U/min auf einen horizontalen Schwenker fur jeweils 15 min bewegt. Die Gelstreifen
wurden mit einer 0,5%igen Agaroselosung oberhalb des Sammelgels fixiert. Es
wurde ein Molekulargewichtsmarkers (Dalton Mark VII-L, Sigma) aufgetragen. Die
Gelelektrophorese wurde in einer auf 8°C gekuhlte Gelelektrophoresekammer
(Protean Il xi Cell, Biorad) zusammen mit zwei Litern 1-fach Laufpuffer (5-fach
Laufpuffer siehe unten) durchgefuhrt. Eine Auftrennung wurde erreicht durch eine
Stromstarke (pro Gel) von 30 mA fur exakt 30 min und 40 mA fir zirka 2 h und 45

min.

5-fach Laufpuffer (1000 ml):

159 Tris (Tris-hydroxymethyl-aminomethan) [125 mM]
729 Glycin [960 mM]
59 SDS [0,5% wiv]

Equilibrierungspuffer (250 ml):

25 ml 0,5 M Tris-HCI-L6sung, pH 6,8 [50mM]
90,1¢g Harnstoff [6 M]

86 ml 87%ige Glycerinlésung [30% v/v]
59 SDS [2% wiv]
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Nach der Auftrennung der Proteine hinsichtlich ihres Molekulargewichts wurde das
Proteinmuster durch spezifische Farbungen visualisiert. Die hier verwendeten
Farbungen waren zum einen die kolloidale Coomassiefarbung (Roti®Blue, Roth) fiir
praparative Gele und die Fluoreszenzfarbung mittels Sypro Ruby fur analytische
Gele. Auf eine weitere, hier verwendete Fluoreszenzmarkierung (2D-DIGE) zur

Visualisierung fur analytische Gele wird in dem Abschnitt 3.6 genauer eingegangen.
a) Kolloidale Coomassie-Farbung (Roti®Blue von Roth)
Prinzip der Farbung:

Roti®Blue ist eine kolloidale Coomassie Brilliant Blue G-250 Farbung fiir u.a. Proteine
in Polyacrylamidgelen. Aufgrund seiner kolloidalen Eigenschaften bindet der
Farbstoff an die Proteine und nur minimal an die Gelmatrix. Dadurch entfallen langer
andauernde Waschschritte zur Hintergrundentfarbung gegeniber nicht-kolloidalen

Coomassie-Farbungen. Die Roti®Blue Farbung ist MS-kompatibel.
Benotigte Losungen:
1. Fixierlosung fur 1 Liter: 10 ml o-Phosphorsaure 85%ig, 200 ml Methanol

2. Roti®Blue-Farbeldsung fiir 1 Liter: 200 ml Methanol, 600 ml Millipore-H20 und
200 ml Roti®Blue (5-fach Konzentrat)

3. Waschlésung fur 1 Liter: 250 ml Methanol (99,8%ig)
4. Stabilisierungslosung fur 1 Liter: 200 g Ammoniumsulfat

5. Trocknerlosung fur 1 Liter: 100 ml Glycerin (99,5%ig) und 200 ml Ethanol

Schritte Losungen Ablauf
1. Fixierung Fixierldsung 1 h bei RT fixieren
2. Farbung Roti®-Blue Farbeldsung | zirka 12 h bei RT schiitteln
3. Waschen Waschlésung 5 min bei RT schatteln
I I . Aufbewahrung
4. Stabilisieren Stabilisierungslésung (bis z. B. zum Spotpicken)

Tabelle 8: Durchfiihrung der Roti®Blue Farbung
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b) Sypro Ruby—Farbung
Prinzip der Farbung:

Die farbende Komponente von SYPRO Ruby ist ein organischer Rutheniumkomplex,
der nicht-kovalent an Proteine bindet'’. Es ist eine sehr sensitive Fluoreszenzfarbung
(1-10 ng/Spot), die einen wesentlich hdheren dynamischen Bereich (um 3
GroRenordnungen) aufweist, als z.B. die Silberfarbung (ebenfalls 1-10 ng/Spot). Das

Emmissionsmaximum von Sybro Ruby liegt bei einer Wellenlange von 610 nm.
Bendtigte Losungen:

1. Fixierungslésung fur 1 Liter: 10% Ethanol und 7% Eisessig

2. Farbeldsung fur 1 Liter: 20% Ethanol und 20 pl Sypro Ruby

3. Entfarbeldsung fur 1 Liter: 250 ml Ethanol (25%) und 70 ml Eisessig (7%)

Schritte Lésungen Ablauf
1. Fixierung Fixierlosung 30 min bei RT
, ; ; Uber Nacht; dunkel
2. Farbung Sypro Ruby-Farbeldsung lagern
3. Entfarben Entfarbelésung zirka 6 h bei RT
- kurz vor dem Scannen
4. Waschen Millipore-H,O der Gele

Tabelle 9: Durchfliihrung der Sypro Ruby-Farbung

Die fluoreszenzgefarbten Gele wurden mit einem Fluoreszensscanner (Typhoon

9400 von Amersham) sichtbar gemacht.
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3.5 Qualitative Proteomanalyse der Nebennieren mittels 2D-Nano-
LC-MS/MS

Eine qualitative Proteomanalyse gibt Aufschluss darlber, welche Proteine in einem

Gewebe, einer Zelle oder einem Zellkompartiment vorhanden sind. Man erhalt

Protein-Identitaten und kann die Proteine klassifizieren entsprechend der

Lokalisation oder bezuglich der Funktion. Somit wird eine molekulare

Charakterisierung der Mausenebennieren auf Proteinebene maoglich.

Um die Proteine von Nebennieren identifizieren zu kdnnen, wurde in dieser Arbeit
eine zweidimensionale LC-MS/MS, sprich eine Flussigkeitschromatographie (engl.:
Liquid Chromatography) gekoppelt mit einer Tandemmassenspektrometrie (MS/MS)

verwendet.

3.5.1 Prinzip der zweidimensionalen Flussigkeitschromatographie (2D-
LC)

Die zweidimensionale Flussigkeitschromatographie besteht, wie der Name es sagt,
aus zwei unterschiedlichen Dimensionen. Die erste Dimension ist eine
Kationenaustauschchromatographie  (engl.: strong cation-exchange  SCX),
wohingegen die zweiten Dimension eine ,Reversed Phase” Chromatographie
darstellt. Ein groRer Vorteil dieser Kombination ist es, dass Salzionen der SCX
Fraktion, die die MS-Analyse empfindlich stéren, durch die ,Reversed Phase”

entfernt werden®.

In der hier verwendeten Versuchsanordnung (ESI-Online Setup) schlie3t sich der
zweidimensionalen Flussigkeitschromatographie sofort die massenspektrometrische
Analyse an, das bedeutet, dass das Eluat der ,Reversed Phase“ Chromatographie

direkt in das Massenspektrometer gespruht wird.

3.5.2 Prinizip der ESI-Massenspektrometrie

Dieses Verfahren besteht aus einem lonisierungverfahren, der Elektrospray-
lonisierung (ESI) und einer MS/MS = Tandemmassenspektrometrie-Analyse. Bei der
ESl-lonisierung werden neben einfach geladenen lonen auch mehrfach geladene
Peptidionen gebildet. Im Anschluss daran werden die einzelnen Peptidionen in der
lonenfalle isoliert und fragmentiert. Die Massen der Fragmente werden bestimmt,

man spricht dabei von einem MS/MS-Spektrum.
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Erst durch die Kombination von MS und MS-MS Daten erfolgt die Identifizierung der
Peptide bzw. Proteine.

3.5.3 Durchfuhrung der qualitative Proteomanalyse der Nebennieren
ohne Vorfraktionierung

Beide Nebennieren einer zirka sieben Monate alten, mannlichen C57BL/6N Maus
wurden lysiert (siehe unter 3.3.1) und der Gesamtproteingehalt bestimmt (siehe unter
4.4). Als nachsten Schritt schloss sich eine Alkylierung der Proteine im Lysat flr zehn
Minuten durch Zugabe von 325 mM lodacetamid an (2,12 mg lodacetamid fur 50 pg

Gesamtprotein).

Die Entsalzung des Proteinlysates erfolgte mit PD-Desalting Columns® von
Amersham  Biosiences. Die  Saulenvorbereitung erfolgte nach  dem
Herstellerprotokoll. Es wurden 50 pg in 35,2 pl Proteinlysat aufgetragen und mit je 1
ml NH4HCOg3-Losung fraktioniert eluiert. Insgesamt erhielt man 10 entsalzte
Proteinfraktionen. Die Bestimmung der Proteinkonzentration jeder Fraktion erfolgte

photometrisch bei einer Wellenlange von 280 nm (siehe Ergebnisse).

Fur die weitere Analyse fanden Fraktionen 3 und 4, die lyophilisiert wurden,
Verwendung. Die Fraktionen wurden mittels porcinem Trypsin (Promega;
Konzentration der Gebrauchslosung: 1 ug pro 10 ul) Uber Nacht bei 37°C im
Brutschrank hydrolytisch gespalten. Dazu beide lyophilisierten Fraktionen in 40 pl
NH4HCO3-Losung geldst und 10 pl Trypsinldsung dazugegeben. Die so entstandene
Peptidldsung wurde lyophilisiert und in 200 ul 1%iger Ameisensaureldosung geldst. 40

Ml der Peptidlésung wurden fir die LC-MS/MS Analyse eingesetzt.

3.5.4 Durchfuhrung der qualitativen Proteomanalyse der Nebennieren
mit Vorfraktionierung

Fur die qualitative Proteomanalyse mit Vorfraktionierung kam das identische

Nebennierenlysat einer zirka sieben Monate alten, mannlichen C57BL/6N Maus, wie

bereits unter 3.5.3 verwendet, zum Einsatz. Das entsalzte und tryptisch gespaltene

Nebennierenlysat wurde zu gleichen Teilen mit 2-fach Probenpuffer nach Laemmli

vermischt und fur 5 min in einem Thermoblock auf 95°C erhitzt.

Die Vorfraktionierung bestand aus einer eindimensionalen SDS—Gelelektrophorese

mittels Mini Protean® von BioRad mit aufsteigenden Proteinkonzentrationen: 12,5 ug;
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25 ug; 37,5 ug; 50 ug; 62,5 pg und 70 ug (siehe Abbildung 12). Es wurde mit der 25
Mg Bande weitergearbeitet aufgrund der Tatsache, dass die Coomassie-Farbung bei
dieser Proteinkonzentration am Ende des dynamischen Bereichs angekommen war

und sich die Trennscharfe der einzelnen Banden nicht mehr steigern konnte.

Die 25 pg Bande wurde in 12 Stlicke eingeteilt (siehe Abbildung 13), jeweils in ein
frisches 1,5 ml Eppendorfgefall Uberfihrt und mit einer Pipettenspitze zerkleinert. Die
Gelstuckchen wurden mit einer 50 mM NH4HCO3-LAsung, die 45 mM DTE beinhaltet,
Uberschichtet und fur 30 min bei 55°C inkubiert. Nach der Reduktion der Proteine
wurden sie zweimal fur je 15 min bei Raumtemperatur, durch eine NH4sHCO3-Lésung,
die 100 mM lodacetamid beinhaltet, alkyliert. Die Gelstickchen wurden anschlieend
zweimal 15 min mit einer 50 mM NH4HCO3;-Losung gewaschen und wiederum mit
der identischen Ldsung Uberschichtet. Fur die hydrolytische Spaltung der Proteine
wurde porzines Trypsin (Promega) im Verhaltnis 1:50 zur Proteinlésung zugesetzt
und Uber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde jede
Losung in ein frisches Eppendorfgefal® pipettiert. Die Gelstuckchen wurden fur 10
min mit einer 70%igen Acetonitrillosung bedeckt. Die Acetonitrilldsung wurde mit der
jeweils bereits abpipettierten Losung vereinigt. Die so erhaltenen Fraktionen wurden
lyophilisiert. Fur die anschlieRende LC-MS/MS Analyse wurden die einzelnen Proben
in 40 yl 1%iger Ameisensaureldsung resuspendiert. Die qualitative Proteomanalyse
der Nebennieren wurde mit einem LTQ Linear lon Trap ESI Massenspektrometer von

Thermo-Finnigan durchgefuhrt.

3.6 Quantitative Proteomanalyse der Nebennieren mittels 2D-DIGE

Die zweidimensionale ,difference gel electrophoresis® (= 2D-DIGE) ist eine Methode,
bei der die Proteine vor der zweidimensionalen Auftrennung mit
Fluoreszenzfarbstoffen (Cy3, Cy5 und Cy2) markiert werden'’®. Das so genannte
»-Minimal Labeling“ ist eine Mdglichkeit, zwei unterschiedliche Proteinlysate, in dieser
Arbeit zwei unterschiedliche Genotypen, hinsichtlich ihres quantitativen
Proteinexpressionsmusters zu untersuchen. Ein groRer Vorteil der 2D-DIGE Technik
gegenuber der herkdbmmlichen 2D-Gelelektrophorese ist neben der hohen
Sensitivitat, dass die Normalisierung Uber einen so genannten internen Standard
(engl.: Internal Pooled Standard = IPS), der in jedem Gel mit aufgetrennt wird, lauft.
Der interne Standard besteht in der Regel aus einem Gemisch zu jeweils gleichen

Proteinmengen aller in einer Analyse verwendeten Proben, der mit Cy2 markiert wird.
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Uber die Normalisierung ist es, im Gegensatz zu anderen Visualisierungverfahren
moglich, das Abundanzverhaltnis eines Proteins in unterschiedlichen Proteinlysaten
deutlich reproduzierbarer zu ermitteln, da Variationen zwischen den einzelnen Gelen
innerhalb eines Experiments Uber den internen Standard korrigiert werden. Es

wurden zwei vergleichende 2D-DIGE Experimente durchgefihrt
1. PEPCK-bGH transgene Mause versus Wildtypmause (G versus WT)

2. PEPCK-bGH transgene Mause versus PEPCK-bGH/mIGFBP-2 transgene Mause
(G versus GB)

Als Untersuchungsorgan fur den Proteomvergleich G versus WT und G versus GB
wurden pro Genotyp je funf Nebennierenpaare von je funf Tieren verwendet (Daten
der Versuchstiere siehe unter 4.4). Die 2D-SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
wurde im pH-Bereich 4-7 durchgefihrt. Pro Genotyp wurden 50 ug Protein eingesetzt
und mit jeweils 400 pmol Fluoreszenzfarbstoff (Cy3 und Cy5) markiert (gemalt dem
Protokoll von GE Healthcare). Der interne Standard 1 bestand aus je 50 ug Protein
aller bGH und aller WT Nebennieren. Der interne Standard 2 wurde aus je 50 ug
Protein aller bGH und aller bGH/mIGFBP-2 Nebennieren hergestellt. Der interne
Standard 1 und 2 wurde in jeweils einem Arbeitsschritt mit dem Farbstoff Cy2
markiert. Nach der Markierung der Proteine folgte die Auftrennung mit Hilfe der 2D-
Gelelektrophorese. Fur die erste Dimension wurden je 50 pg einer Cy3 zusammen
mit 50 pg einer Cy5 markierten Probe unterschiedlichen Genotyps und 50 ug des
entsprechenden internen Standards (1 bzw. 2) vereinigt und anschlie3end fokussiert
(Programm siehe wunter 3.4.2.1). Die 2D-DIGE Gele wurden mittels des
Fluoreszenzscanners Typhoon 9400 von Amersham Biosiences eingescannt. In

Tabelle 10 sind die Scanparameter dargestellt.

Cy 2 > 488 nm
Wellenlange Laser Cy3->532nm
Cy 5> 633 nm
Photomultiplier zwischen 500 und 600 V
Sensitivity normal
Pixel Size 100 um
Focal Plane + 3 mm
Scan Area C2-1L10
Press Sample Yes

Tabelle 10: Scanparameter des Fluoreszenzscanners Typhoon 9400
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Die Spotmuster der 2D-Gele wurden mittels der Software ,DeCyder, Version 6.5

bezlglich der Position und der Intensitat verglichen und statistisch ausgewertet.

3.7 ldentifikation der differenziell abundanten Proteinspots mittels
Massenspektrometrie (MALDI-TOF/TOF)
Neben der Elektrospray lonisierung (ESI) gibt es ein weiteres bedeutendes

lonisierungverfahren, die Matrix-Assisted Laser Desorption lonisierung (MALDI).

3.7.1 Prinzip einer MALDI-TOF/TOF Analyse

Bei dieser Analysemethode werden Peptide mit einer Matrix auf einem festen Trager
kristallisiert. Die hier verwendete Matrix ist eine a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure. Die
Matrix liegt in einem hohen molaren Uberschuss im Vergleich zum Analyten vor und
bewirkt beim Beschuss durch einen Laser die Verdampfung und lonisation der
Peptide. Dieser Prozess wird im Hochvakuum durchgefuhrt. Nach der MALDI-
lonisierung liegen die Peptidionen meist einfach protoniert vor. In der
Massenspektrometrie wird immer das Verhaltnis von Masse zu Ladung (m/z)
gemessen. TOF (,Time Of Flight*)-Gerate werden haufig in Kombination mit MALDI-
lonisierungsquellen eingesetzt. Das Prinzip dabei ist, dass die lonen in einem
elektrischen Feld beschleunigt werden. Dann wird die Flugzeit der lonen in einem
Flugrohr gemessen. lonen mit einem hohen Masse- zu Ladungsverhaltnis (m/z)
treffen spater an dem lonendetektor auf, als lonen mit kleinem m/z. Die Flugzeiten
liegen im ps Bereich und die Flugstrecken bei mehreren Metern. Um die Auflésung
und die Massengenauigkeit des Analysators zu erhdhen, besitzen viele
Massenanalysatoren lonenreflektoren. Diese bremsen die angekommenen lonen ab
und beschleunigen sie dann in entgegengesetzter Richtung. Hierbei dringen
schwerere lonen tiefer in den Reflektor ein als leichtere. lonen mit gleichem m/z

werden dabei fokussiert, was zu einer hoheren Auflosung der Messung fuhrt.

3.7.2 Probenvorbereitung fur die MALDI-TOF/TOF Analyse

Nach der Auswertung der analytischen Gele mittels der Software DeCyder, Version
6.5° (GE Healthcare) wurden praparative Gele (500 pg Gesamtprotein) hergestellt
und mit der kolloidalen Coomassie-Farbung Roti®Blue gefarbt. Die differentiell
abundanten Spots wurden mit praparierten 200 pl Pipettenspitzen (gekurzt auf einen
Durchmesser von zirka 2-3 mm) aus dem Coomassie gefarbten Polyacrylamidgel

ausgestochen und in ein 1,5 ml Eppendorfgefald tUberflhrt. Die Proteinspots wurden
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zweimal fur 15 min mit jeweils 500 pl Millipore-H,O gewaschen. Anschliel3end
wurden die Spots zweimal fur 15 min mit 50 mM NH4HCO3-L6sung inkubiert. Die
Proteine missen in Peptide gespalten werden, da die MALDI-TOF/TOF Analyse nur
auf Peptidebene funktioniert. Hierfur wurden die Spots mit einer Pipettenspitze
zerkleinerte, mit 20 ul einer 50 mM NH4HCO3-Losung Uberschichtet und pro Spot 70
ng Trypsin-Losung hinzugegeben. Der Ansatz inkubierte Uber Nacht bei 37°C im
Brutschrank. Am nachsten Tag wurde jede Losung ohne Gelstuckchen in frische 1,5
ml EppendorfgefalRen abpipettiert und auf Eis gestellt. Die Gelstickchen wurden
erneut mit 40 yl einer 50 mM NH4HCO3-Lésung Uberschichtet, abpipettiert und mit
den auf Eis stehenden Losungen vereinigt. Die Gelstickchen wurden mit einer
70%igen Acetonitril-Losung fur 15 min gewaschen und wiederum mit den jeweiligen
Lésungen auf Eis vereinigt. Die Peptidldsungen wurden in einer Vakuumzentrifuge

lyophilisiert.

Um das Salz, das die Identifizierung der Proteine stért, zu entfernen, kamen ZipTips®
von Millipore zum Einsatz. ZipTip-Saulen sind Pipettenspitzen mit einem Volumen
von 10 ul, an deren Ende ein Reversed-Phase Chromatographiematerial eingebettet
ist. Dieses besteht aus aliphatischen Cs-Kohlenstoffwasserketten, die kovalent an
Kieselsaure gebunden sind. An dieses Material binden die Peptide in der Losung.
Damit die Bindung optimal funktioniert, sollte die Losung einen pH-Wert von unter 4
aufweisen. Die lyophilisierten Peptidldsungen wurden aus diesem Grund in je 10 pl
einer 0,5%igen TFA-LOsung rekonstituiert und fur zirka 5 min in ein Ultraschallbad
zur besseren Losung gegeben. Die ZipTip-Saulen wurden zweimal mit einer 50%igen
Acetonitiril-Losung + 0,1% TFA angefeuchtet und anschlieRend zweimal mit einer
0,1%igen TFA-LOsung equilibriert. Das Waschen der ZipTip-Saulen erfolgte jeweils
zweimal mit 5%iger Methanol-Lésung + 0,1% TFA und mit 0,1%iger TFA-LOsung.
Die gebundenen Peptide wurden direkt mit der Matrix-Losung auf ein Opti-
TOF®MALDI target eluiert. Damit eine mdglichst exakte Messung durchgefiihrt
werden konnte, musste das Massenspektrometer vor jeder Messung neu kalibriert
werden. Hierfur diente ein Kalibrations-Mix (Applied Biosystems), der eine Mischung

von Peptiden bekannter Masse enthalt.
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Matrix-Losung:

50% Acetonitril

0,1% Trifluoressigsaure (TFA)

5 mg/ml a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure

3.7.3 Durchfuhrung der MALDI-TOF/TOF Analyse

Das praparierte Opti-TOF® MALDI Target wurde Uber eine Vakuumschleuse in ein
4800 MALDI TOF/TOF® Massenspektrometer von Applied Biosystems eingefiihrt.
Die Position des MALDI Targets wurde justiert, damit die einzelnen Spots fur den
Laserbeschuss exakt festgelegt waren. Der Precursor lonen Scan wurde in einem
Massenbereich zwischen 800 Da und 4500 Da durchgeftihrt. Flr die Erstellung der
MS-Daten wurden 1600 Laserschuss eines 355 nm Nd: YAG Lasers verwendet.
Humanes Keratin und porcine Trypsinfragmente wurden von der Peakliste
ausgeschlossen. Zunachst wurden alle Positionen auf dem Target im MS Modus
analysiert, um so die Peptidmassen fur die PMF (=Peptide mass fingerprint) basierte
Proteinidentifizierung zu generieren. Im anschlieBenden Schritt wurden von den
jeweils 10 starksten Precursor lonen eines MALDI Spots MS/MS Spektren (mit 500
Laserschuss) erzeugt. Das Verhaltnis von Signal zu Grundrauschen wurde sowohl
fur die MS-, als auch fur die MS/MS-Analyse auf 10 eingestellt. Zur Identifizierung der
Proteine aus den 2D-Gelspots wurden die MS-, sowie die MS/MS-Daten mittels der
Software MASCOT (iber die GPS Explorer®Version 3.6 Software in der murinen
SwissProt Datenbank (Version 49) durchgeflhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Genotypisierung der Versuchstiere

4.1.1 bGH- und IGFBP-2-PCR

Um die vier mdglichen Genotypen der Fi-Generation (G, GB, B und WT) zu
charakterisieren, wurden spezifische PCR-Reaktionen durchgefuhrt. Als Template flr
die PCR-Reaktion diente die, nach proteolytischem Verdau gewonnene genomische
DNA aus den Schwanzspitzen der Tiere. Die 17 bp bzw. 20 bp groRen IGFBP-2
Primer und die 20 bp bzw. 21 bp groRen bGH Primer (siehe Tabelle 11) binden
innerhalb des Transgens. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden mit Hilfe eines
2%igen TAE-Agarosegels aufgetrennt. Das zu erwartende Fragment aus der PCR fur
das PEPCK-bGH-Konstrukt hat eine Grofde von 608 bp und im Falle einer mIGFBP-
2—Transgenitat ist das Fragment 342 bp gro. Um die GroRen der Fragmente zu
bestimmen, wurde ein Molekulargewichtsstandard (pUC Mix Marker 8, MBI

Fermentas) mit aufgetrennt. Somit war es mdglich, die Genotypen exakt zu

bestimmen.
mIGFBP-2 (sense) 5 GTG TAC GGT GGG AGG TC 3
mIGFBP-2 (antisense) 5 TCG GCAGCATGTTGG CTT GT 3
PEPCK-bGH (sense) 5" CGG ACC GTG TCT ATG AGA AGC 3
PEPCK-bGH (antisense) 5° GGA AAG GAC AGT GGG AGT GG &

Tabelle 11: mIGFBP-2 und PEPCK-bGH sense und antisense Primer

In Abbildung 7 und 8 sind die PCR-Ergebnisse aller eingesetzten Versuchstiere zu

sehen.

4.1.2 Optimierung der IGFBP-2 PCR

Zu Beginn der Genotypisierung der Versuchstiere traten bei der IGFBP-2 PCR,
zusatzlich zu dem spezifischen 342 bp groRen IGFBP-2 PCR-Produkt, zwei Banden
auf (siehe Abbildung 6: 330 bp und 120 bp). Durch die Verwendung einer HotStar

TagPolymerase an Stelle der normalen TaqPolymerase (beide von Qiagen) konnten
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die unspezifischen Amplifikationen zu Beginn der PCR verhindert werden (siehe
Abbildung 10 und 11).

pUC Mix Marker, 8
Positiv Negativ
Kontrolle Kontrolle

404 bp

330 bp
331 bp

120 bp

Abbildung 6: IGFBP-2 PCR: links: IGFBP-2 PCR-Produkt ist 342 bp grof3; rechts:
Auftreten einer unspezifischen 330 bp und 120 bp grof3en Bande

4.1.3 Bilder der PCR-Ergebnisse der eingesetzten Versuchstiere

In Abbildung 7 und 8 sind die Ergebnisse der bGH und IGFBP-2 PCR der
eingesetzten Versuchstiere (G: n=5, GB: n=5 und WT: n=7) dargestellt.

Positiv. Negativ

pUC Mix Marker, 8 Kontrolle Kontrolle

G B B BGBGBGBGBGBGBGBGBGBGBGBGBGB

bGH PCR
608 bp

692 bp

501 bp

Positiv. Negativ
Kontrolle Kontrolle

G B B BGBGBGBGBGBGBGBGBGBGBGBGBGB

pUC Mix Marker, 8

IGFBP-2 PCR
404 bp

342 bp

331 bp

Abbildung 7: bGH PCR- und IGFBP-2 PCR-Ergebnisse (1)
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pUC Mix Marker, 8
Negativ Positiv
Kontrolle Kontrolle
GG BWITWTWTGBWTGBWTGWTG WT B GB B

bGH PCR
692 b
g <+— 608 bp
501 bp
pUC Mix Marker, 8
Negativ Positiv
Kontrolle Kontrolle
GG BWTWTWTGBWTGBWTGWTG WT B GB B
IGFBP-2 PCR

404 bp
342 bp

331 bp

Abbildung 8: bGH PCR- und IGFBP-2 PCR-Ergebnisse (2)

4.2 Korpergewicht der Versuchstiere

Das Korpergewicht der 11 Wochen alten, mannlichen bGH transgenen (G) Mause,
doppelttransgenen (GB) Mause und der nichttransgenen Mause (WT) wurde von 36
Tieren festgestellt (WT: n=12; G:n=12; GB: n=12; siehe Abbildung 9)
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Abbildung 9: Koérpergewicht in Gramm (g) der drei unterschiedlichen, genetischen
Gruppen (GB, G, WT)

Das Korpergewicht der bGH (G) transgenen Mause ist um 15% (p-Wert < 0,001
gegenuber den doppeltransgenen (GB) Mausen und um 44% (p-Wert < 0,001) im
Vergleich zu den nichttransgenen (WT) Tieren erhoht. In Abbildung 10 sind die

deutlichen phanotypischen Grélenunterschiede sichtbar.

Abbildung 10: Phanotypische Unterschiede der vier Genotypen: G, GB, WT und B
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4.3 Nebennierengewicht der Versuchstiere

Nach der Nebennierenpraparation wurde das Gewicht der linken und rechten

Nebenniere eines Tieres zusammen bestimmt.

Das Nebennierengewicht beider Organe der bGH (G) transgenen Mause ist um 13%
(p-Wert = 0,004) gegenuber den doppelttransgenen (GB) Mausen und um 42% (p-
Wert < 0,001) im Vergleich zu den nichttransgenen (WT) Tieren erhoht (siehe
Abbildung 11).

——

2

Gewicht
beider Nebennieren [mg]
(6]

=GB oG z WT

Abbildung 11: Gewicht beider Nebennieren in Milligramm (mg) der drei
unterschiedlichen, genetischen Gruppen (GB, G, WT)

4.4 Proteinbestimmung der Nebennieren

Fur die Proteomanalyse eines Tieres wurden immer beide Nebennieren verwendet,
da eine Nebenniere eine zu geringe Gesamtproteinkonzentration liefert. Der
Gesamtproteingehalt der Nebennieren wurde mittels Bradford (siehe unter 3.3.2)
bestimmt. Die Gesamtproteinkonzentrationen der eingesetzten Versuchstiere fir das
,Cross-Labeling“, die 2D-DIGE Experimente und flir die qualitative Proteomanalyse

sind in Tabelle 12 zu sehen.
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Genotyp Maus-Nummer K6rpe_rgewicht NN-G_ew2ic|Ll:‘l in mg GesagrrelearI?teln
ng (e ) Mg/350ul
GB 233 53,7 6,0 637
GB 304 54,8 6,2 721
GB 306 53,4 6,2 710
GB 349 51,5 5,9 861
GB 358 50,2 5,7 686
G 324 62,5 7,0 864
G 394 60,9 7,3 973
G 412 58,1 7,0 889
G 419 58,4 7,5 976
G 422 57,8 6,8 941
WT 237 32,8 4,0 592
WT 239 35,2 4.1 634
WT 254 34,0 4,4 626
WT 321 30,7 4,4 630
WT 360 33,9 4,6 651
WT 387 32,0 4,2 619
WT 420 32,7 4,4 626
Adulte, manl\r;lllche C57BL/6N 36.0 26 497
aus

Tabelle 12: Korpergewichte, Nebennierengewichte von je zwei Nebennieren und

Proteinkonzentrationen der Nebennierenlysate aller eingesetzten Mause

4.5 Qualitative Proteomanalyse der Nebennieren mittels Nano-LC-
MS/MS

Das Ziel der qualitativen Proteomanalyse war eine moglichst hohe Anzahl an

Proteinidentifizierungen. Das Nebennierenlysat der adulten, mannlichen C57BL/6N

Maus wurde einmal ohne und einmal mit Vorfraktionierung auf Proteinebene mit der

Nano-LC-MS/MS Analyse untersucht. Das Proteinlysat ohne Vorfraktionierung wurde

vor der LC-MS/MS Analyse entsalzt (sieche unter 3.5.3) und die

Proteinkonzentrationen der zehn Eluate wurden photometrisch bestimmt.
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Ergebnis der photometrischen Messung bei einer Wellenlange von 280 nm:

Fraktion 1:  0,0001 mg/mi Fraktion 6: 00,0053 mg/ml
Fraktion 2:  0,0014 mg/ml Fraktion 7:  0,0336 mg/ml
Fraktion 3: 0,0368 mg/ml Fraktion 8: 0,2844 mg/ml
Fraktion 4: 0,0570 mg/ml Fraktion 9: 0,8818 mg/ml
Fraktion 5: 00,0022 mg/mi Fraktion 10: 1,0132 mg/mi

Aufgrund des Umrechnungsfaktor = 1 entspricht die Extinktion bei 280 nm der
Proteinkonzentration. Fraktion 3 und 4 zusammen wurden flr die qualitative Analyse

ohne Vorfraktionierung eingesetzt.

Gesamtprotein in pg
MG
(Dalton) 12,5 25 37,5 50 62,5 75

66.000 = ——

45.000  o—
36.000 ===

29.000 o
24.000 e

20.000 (—

14200 - == vo o > o "l " '

Abbildung 12: Eindimensionales SDS-Gel: Sechs Gelspuren mit aufsteigender

Proteinkonzentration (12,5 ug bis 75 pg)
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25 ug
MG
[kDa] | F&S )
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Abbildung 13: 25 ug Gelspur in zwolf Gelstlicke unterteilt

Fur die Vorfraktionierung wurden sechs verschiedene Proteinkonzentrationen, 12,5
Mg, 25 g, 37,5 pg, 50 pg, 62,5 ug und 75 pg auf ein 1D-SDS-Gel (siehe Abbildung
12) aufgetragen. In Abbildung 13 ist die Gelspur mit einer Proteinkonzentration von

25 ug zu sehen, die in 12 Banden eingeteilt wurde.

Das Proteinlysat ohne Vorfraktionierung und die zwdlf Proteinlysate aus den zwolf
Gelstucken wurden tryptisch gespalten und auf Peptidebene in zwei orthogonalen
Chromatographieschritten  aufgetrennt. In der ersten Dimension, einer
Kationenaustauschchromatographie (engl.: strong cation-exchange SCX), wurden
durch eine Stufenelution mit aufsteigender Salzlésung (10 mM, 25 mM, 50 mM, 100
mM, 500 mM, und 800 mM NH4CI-Losung) sechs SCX-Fraktionen generiert. Die
einzelnen SCX-Fraktionen wurden anschlieBend durch einen 110 mindtigen
.Reversed Phase“ Gradienten (siehe Abbildung 14) aufgetrennt. Die Flussrate der

ersten Dimension betrug 1 ul/min, die der zweiten Dimension 200 nl/min.

Der zweidimensionalen  Flussigkeitschromatographie = schloss  sich  die
massenspektrometrische Analyse unmittelbar an. Das Eluat der ,Reversed Phase®-
Chromatographie wurde direkt in das Massenspektrometer gespriht (,Online“-LC-
MS).
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Abbildung 14: Der Acetonitril-Gradientenverlauf der ,Reversed Phase®

Chromatographie

Das ESI-Tandem Massenspektrometrieverfahren besteht aus einem
lonisierungverfahren, der Elektrospray-lonisierung (ESI) und einer MS/MS = Tandem
Massenspektrometrie. Bei der ESI-lonisierung wurden einfach und mehrfach
geladene Peptidionen gebildet, die einzeln in der lonenfalle isoliert und anschlielend

fragmentiert wurden. Die Massen der Fragmente wurden bestimmt.

Mit den erhaltenen Fragmentmassen nach der zweidimensionalen LC-MS/MS
Analyse wurde eine Suche in der SwissProt (Version 49) und der IPI-Datenbank
(Version  3.16) mittels des Datenbank  Suchprogramms ,MASCOT*
(http://www.matrixsience.com) durchgefihrt. Dabei wurden die experimentell
ermittelten Fragmentmassen mit den in silico generierten, theoretischen

Fragmentmassen der Proteindatenbanken verglichen.
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Die genauen Parameter fir die Datenbankanalyse gehen aus Abbildung 15 hervor.

MASCOT MS/MS lons Search

Your name |LAFUGA Email |

Search title [C57BL/6N

Database |SwissProt =l
Tazonomy | .................. Mus musculus (house mouse) ;I
Enzyme |Tr\,rp5in j Allowe up to |2 "I missed cleavages
Fized [Carbamyl (K) - Variable [methylthio (C) B
modifications |carbamyl (M-term _I J

modifications |ppCaMm (C

Carboxyrnethiyl (C) Diidation (M)
Cation:Ma (C-term) Oxidation (HW) -]
Cation:Ma (DE) ;l Phospho (ST) ;l
Protein mass I— kDa IcaTt T
Peptide tol. + [2.0 [pa =l MS/MS tol. + |0.8 [pa =]
Peptide charge |1+, 2+ and 3+j Monoisotopic * Average T
Data file I Durchzuchen... |
Data format |Sequest (.DTA) ;l Precursor I— mjz
Instrument |ESI-TRAP =l
Overview [ Report top |20 - | hits
| Start Search ... | Reset Form I

Abbildung 15: Angewandte Parameter zur Spezifizierung der ,MASCOT"“-Suche fur
die LC-ESI-MS/MS Ergebnisse

Ein Protein galt als eindeutig identifiziert, wenn zwei Peptide pro Protein folgende
Kriterien erflllten: p-Wert des Student’s t-Test < 0,01 und sog. ,MASCOT ion score
cut-off > 30.
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4.5.1 Ergebnis ohne Vorfraktionierung des Proteinlysats:

Es konnten insgesamt 151 Proteine mit Hilfe der SwissProt (Version 49) und 166
Uber die IPI (Version 3.16) Datenbank eindeutig identifiziert werden.

Eine Einteilung der 151 Proteine nach ihrer zelluldren Lokalisation Uber ein im
Internet verfigbares Programm ,BABELOMICS® (http://babelomics.bioinfo.cipf.es/)

ergab, dass 66% der Proteine intrazellularen, 18% extrazellularen Ursprungs und
16% Membranproteine sind (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16: Qualitative Proteomanalyse ohne Vorfraktionierung; Kategorisierung
der Proteine nach ihrer zellularen Lokalisation

4.5.2 Ergebnis mit Vorfraktionierung des Proteinlysats

Die LC-MS/MS Analyse der zwolf vorfraktionierten Peptidldsungen, mit je sechs
Salzschritten (wie unter 1.5.1 beschrieben) pro Analyt, ergab eine 72-malige
Datenbanksuche. Die Datenbanksuche erfolgte mittels der Software ,MASCOT". Es

wurde insgesamt gegen zwei Datenbanken, die IPI-Mouse (Version 3.16) und die
SwissProt-Mouse Datenbank (Version 49) gesucht.

Uber die IPI Datenbank, IPI (= International Protein Index) wurden 964 Proteine und

mittels der SwissProt Datenbank wurden 868 Proteine aus den Nebennieren der
C57BL/6N Maus identifiziert.
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Um die identifizierten Proteine zu kategorisieren, wurde sie nach ihrer zellularen

Lokalisation dber ein im Internet verfugbares Programm, ,BABELOMICS®
(http://babelomics.bioinfo.cipf.es/) eingeteilt.

Die Kategorisierung nach der zellularen Lokalisation ergab in der SwissProt
Datenbank folgendes Ergebnis: 63% der Proteine sind intrazellularen, 14% sind
extrazellularen Ursprungs und 23% konnten Membranproteinen zugeordnet werden
(siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Qualitative Proteomanalyse mit Vorfraktionierung; Kategorisierung der
Proteine nach ihrer zellularen Lokalisation

Die 868 mittels der SwissProt Datenbank identifizierten Proteine wurden mit dem
Programm ,BABELOMICS® nach ihrer Funktion unterteilt (siehe Tabelle 13). Es
wurden auch seltener vertretene Proteine aus dem Bereich der Transkription,
Translation und dem Signaling identifiziert.
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Intrazelluldre Proteine Membranproteine Extrazelluldre Proteine
100% -
90%

80% -

70% —

60% —

50% —

40% -

30% -

20% -

10% -

0% -

1 2 3

B Enzyme B Signaling O Strukturmolekile

O Enzymregulatoraktivitdst B Transkription @ Translation

M Transporter O Protein bindend @ lon bindend

O Lipid bindend M Nukleotid bindend O Nukleinsaure bindend
B weitere bindende

Tabelle 13: Einteilung der intrazellularen Proteine, extrazellularen Proteine und

Membranproteine nach ihrer Funktion

Datenbank-,Matches“ kdnnen zufallsbedingt sein. Dies ist abhangig von der Grolde
der Datenbank, der Genauigkeit der m/z-Werte und der gewahlten Score-Kriterien.
Um den Anteil dieser falsch-positiven ldentifizierungen zu ermitteln, wurden ,Decoy”
(engl.: Falle, Koder) Datenbanken generiert. Jeder Sequenzeintrag der
ursprunglichen  Datenbank  wird unter Beibehaltung der Aminosaure-
Zusammensetzung nach dem Zufallsprinzip neu angeordnet. Etwaige ,Matches® mit
experimentellen MS-Daten sind daher per definitionem zufallig. Das Verhaltnis der
Decoy-ldentifizierungen zu den urspringlichen ldentifizierungen gibt die Rate der
falsch positiven unter den Identifizierungen an. Sowohl der SwissProt, als auch der
IPI Datensatz wurde gegen diese ,Decoy“-Datenbank mit exakt den gleichen
Parametern wie bei der normalen Datenbanksuche analysiert. Die ,Decoy“-IPI

Datenbanksuche ergab einen Anteil von 1% und die ,Decoy“-SwissProt
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Datenbanksuche ergab einen Anteil von 0,2% der identifizierten Proteine, die als

falsch positiv erkannt wurden.

In Abbildung 18 ist die Kategorisierung der Proteine nach ihrer zellularen Lokalisation
einmal mit und einmal ohne Vorfraktionierung gegenlbergestellt. Die Zahl der
Proteinidentifikationen unterschied sich deutlich um den Faktor sechs (von 151 auf
868 bzw. von 166 auf 964 Proteine), wohingegen die Klassifizierung der Proteine
nach ihrer Lokalisation eine ahnlich prozentuale Verteilung aufwies. Ohne
Vorfraktionierung des Probenmaterials auf Proteinebene ergab sich folgende
Verteilung: 66% intrazellulare Proteine, 18% extrazellulare Proteine und 16%
Membranproteine (siehe Abbildung 16). Die Vorfraktionierung mittels 1D-
Gelelektrophorese ergab: 63% intrazellulare Proteine, 14% extrazellulare Proteine
und 23% Membranproteine (siehe Abbildung 17). Einzig signifikanter Unterschied lag
in der ldentifizierungsrate von Membranproteinen, die mit Vorfraktionierung des

Proteinlysates um 7% hoher lag (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18: Kategorisierung der Proteine nach ihrer zellularen Lokalisation: a)

ohne Vorfraktionierung, b) mit Vorfraktionierung
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4.6 2D-DIGE Vorversuch

Um einen Vergleich der Nebennieren der bGH transgenen Mause versus Widtyp-
Mause und der bGH transgenen versus bGH/mIGFBP-2 transgenen Mause auf der
Basis der 2D-DIGE Technik durchfuhren zu kdnnen, mussten zwei Kriterien Uberpraft
werden. Zum einen musste getestet werden, inwieweit die Nebennierenlysate
reproduzierbar hergestellt werden kdnnen und zum anderen mussten die potentiellen
Unterschiede der Abundanz der Spots, die durch die Farbstoffe hervorgerufen

werden kdnnen, aufgedeckt werden.

Dazu wurden die Nebennieren von zwei Wildtypmausen in einer so genannten
,Cross-Labeling“ Reaktion mit Fluoreszenzfarbstoffen (Cy2, Cy3 und Cy5) markiert

und mit der Software ,DeCyder, Version 6.5 ausgewertet.

,»Cross-Labeling* der Wildtyp-Nebennieren:

Es wurden die Nebennieren von zwei verschiedenen, 11 Wochen alten, mannlichen
Wildtyp-Mausen (Nr. 237 und 239) ausgesucht (genaue Daten zu den NN siehe unter
4.4) und fur die 2D-Gelelektrophorese prapariert. Der einzig wichtige Unterschied
war, dass der DIGE-Lysepuffer eingesetzt wurde, da der ,Normale“ Lysepuffer die

Labeling-Reaktion stéren kann (siehe unter 3.3.1).

Far die ,Cross-Labeling“ Reaktion wurde das Nebennierenlysat der Maus Nr. 237 mit
Cy3, das der Maus Nr. 239 mit Cy5 und umgekehrt markiert. FUr den internen
Standard wurden beide Nebennierenlysate vereinigt und mit Cy 2 markiert (siehe
Abbildung 19).

Gel Cy2 = interner Standard Cy3 Cy5 gggazrirt]ggtlg;
1 Pro Gel 50 g 50 2u§]7Nr. 50 2|1399Nr. 150
(25 pg von Maus Nr. 237 und 50 ug Nr. 50ug Nr. oro ngegl
2 25 ug von Maus Nr. 239 239 537

Abbildung 19: ,Cross-Labeling“ Schema

Beide markierten Nebennierenlysat-Mischungen, je 150 ug (50 ug Cy3, 50 ug Cy5
und 50 pg Cy2 markiert) pro Gel, wurden mittels der 2D-Gelelektrophorese
aufgetrennt. Fur die 1. Dimension wurden Gelstreifen mit einem pH-Bereich von 4-7

verwendet. Das Einscannen beider Gele nach Beenden der zweiten Dimension
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erfolgte mit dem Fluoreszenzscanner Typhoon 9400 (von GE Healthcare). Die
Scannparameter sind unter 3.6 dargestellt. Die beide 2D-DIGE Gele wurden in die
Software ,DeCyder, Version 6.5 eingeladen und mittels der zwei Module ,Differential
In-Gel Analysis“ (DIA) und der ,Biological Variance Analysis® (BVA) ausgewertet. Die
Parameter fur die Auswertung waren: Spot muss in allen Images vorkommen,;
Student’s t-Test: < 0,05; Unterschiede in der Abundanz um mindestens den Faktor
+/- 2,0.

Fluoreszenzfarbstoffe konnen artifiziell die Abundanz verandern, indem sie als so
genannte Lichtflecken (engl.: speckles) auftreten. Derartige Lichtflecken, die sich als
sehr kleine und intensiv gefarbte Punkte darstellen, traten in beiden Gelen auf. Die
Filterkriterien in der Software ,DeCyder, Version 6.5 wurden so eingestellt, dass die

stérenden Lichtflecken vor der Auswertung entfernt werden konnten.

Der direkte Vergleich beider 2D-DIGE Gele zeigte keine differentiell abundaten

Proteinspots.

4.7 2D-DIGE Hauptversuch

Um die Frage zu klaren, ob sich das Proteinexpressionsmuster bei dem Vergleich
PEPCK-bGH transgener versus PEPCK-bGH/mIGBFBP-2 transgener Mause

unterscheidet, wurden zwei 2D-DIGE Experimente durchgeflhrt:
1. PEPCK-bGH transgene Mause versus Wildtyp-Mause
2. PEPCK-bGH transgene Mause versus PEPCK-bGH/mIGFBP-2 transgene Mause

In Abbildung 20 und 21 ist das ,Labeling“-Schema fir den Vergleich der bGH
transgenen Mause (G) mit den Wildtyp-Mausen (WT) bzw. mit den doppeltransgenen
Mause (GB) dargestellt.

68



Ergebnisse

=j Konzentration
Gel Cy2 = interner Standard 1 Cy3 Cy5 Gesamtprotein
1 50 ug Gy | 50 ug WT;
2 50 ug G, | 50 ug WT,
Pro Gel 50 pg 150
3 (5,0 pg von jeweils 50 ug WT3 | 50 pg Gs - ClSJgI
G1-Gsund WT4-WTs) P
4 50 ug WTs | 50 ug Ga
o 50 uyg WTs | 50 ug Gs
Abbildung 20: ,Labeling“-Schema der 2D-DIGE Analyse G versus WT
=j Konzentration
Gel Cy2 = interner Standard 2 Cy3 Cy5 Gosamtprotein
1 50 ug G1 | 50 ug GB4
2 50 ug G2 | 50 pg GB:
Pro Gel 50 pg 150
3 (5,0 ug von jeweils 50 ug GB3 | 50 ug Gs - ggl
G1-G5 und GB1-GB5) p
4 50 ug GB4 | 50 ug Gy
S 50 ug GBs | 50 ug Gs

Abbildung 21: ,Labeling“-Schema der 2D-DIGE Analyse G versus GB

Die Scanparameter flr Fluoreszenzscanners Typhoon 9400 sind unter 3.6

beschrieben. Die Spotmuster der insgesamt zehn 2D-Gele wurden mittels der

Software ,DeCyder, Version 6.5 bezlglich der Position und der Intensitat verglichen

und statistisch ausgewertet. Das Programm besteht aus zwei Teilen, dem Modul

,Differential In-Gel Analysis“ (DIA) und dem Modul ,Biological Variance Analysis*

(BVA). In DIA erfolgte fur jedes einzelne Image, ein Gelbild besteht aus drei Images,

die Detektion der Spots. Alle erzeugten DIA-Dateien wurden in BVA eingeladen und

Spots, die innerhalb der verschiedenen Gele einander nicht korrekt zugeordnet

wurden, mussten manuell nachbearbeitet werden.
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4.7.1 PEPCK-bGH transgene Mause versus Wildtyp-Mause

Fur den Vergleich bGH transgener Mause versus Wildtyp-Mause wurden funf Gele
(15 Images) in der Software ,DeCyder, Version 6.5 ausgewertet. Die Parameter fur
die Auswertung waren: Spot muss in allen Images vorkommen, Student’s t-Test: <
0,05 und Unterschiede in der Abundanz um mindestens den Faktor +/- 2,0. Die
softwaregestitzte Auswertung ergab, dass 25 Spots den oben erwahnten
Parametern entsprechen und daher signifikant in ihrer Abundanz verandert sind. In
Abbildung 22 sind die 25 Proteinspots rot eingekreist dargestellt. Die Spothummern
entsprechen denen in der ,DeCyder” Software. Die unterstrichenen sieben
Spotnummern entsprechen den Proteinspots, die anschlief3end

massenspektrometrisch nicht identifiziert werden konnten.

4,2 6,8 Spot-Nr. 234;
I - - 258; 262; 259;
263

135; 301; 305

Spot-Nr. 3237 |

451; 463; 471 Spot-Nr. 1336

Spot-Nr. 1524;

_/
Spot-Nr. 939; 1490

962; 1149;
1224; 1399

Spot-Nr. 1551;
1559

" . Spot-Nr. 1336
. — ; - /
14kDa ha ¢ At . - @

Spot-Nr. 1737

Abbildung 22: Ein Cy5-Image des Vergleichs G versus WT im pH-Bereich 4-7; es

wurden 25 differentiell abundante Proteinspots (rot eingekreist) ermittelt
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In Tabelle 14 sind die einzelnen p-Werte des Student’'s t-Test und die

Abundanzfaktoren aller 25 differentiell abundanter Spots dargestellt.

Spot-Nr. Student’s t-Test Abundanzfaktor im Bezug
»,DeCyder* p-Wert auf bGH
127 0,00096 -2,3
135 0,00023 -2,6
234 0,00036 +2,0
258 0,00066 +25
259 0,03 +2,0
262 1,4e-006 +2,8
263 0,00073 -2,8
301 6,2e-005 +2,0
305 0,00017 +2,0
323 0.00034 -2,2
451 0.00018 - 3,7
463 0,00068 +2,6
471 0,0015 +2,1
939 5,3e-006 -2,2
962 1,8e-006 -2,0
1149 9,5e-006 +2,0
1224 3,3e-006 +25
1336 6,2e-006 + 3,4
1399 0,0011 +2,3
1490 0,00076 +2,2
1524 2,2e-005 -24
1551 0,00081 -21
1559 0,00038 -2,3
1737 0,00053 -21
2241 5,8e-005 -2,2

Tabelle 14: p-Werte und Abundanzfaktoren der 25 signifikant differentiell abundante
Proteinspots im Vergleich G versus WT; 18 Spots (grau unterlegt) konnten

massenspektrometrisch identifiziert werden

Das Vorzeichen der Abundanzfaktoren bezieht sich auf die bGH transgenen Mause.
Plus bzw. Minus bedeutet, dass die Abundanz des Proteinspots bei den bGH
transgenen Mausen erhoht respektive erniedrigt ist im Vergleich zu den Wildtyp-
Mausen. In der Software ,DeCyder” kann die Fluoreszenzintensitat jedes Spots in
einer dreidimensionalen Struktur anschaulich dargestellt werden. In Abbildung 23, 24
und 25 sind die differentiell abundanten Spots, die im Anschluss auch
massenspektrometrisch identifiziert wurden, in ihrer dreidimensionalen Ansicht

dargestellt. Der blaue Rand der 3D-Ansicht entspricht der Spotdarstellung im Cy3
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Image, wohingegen der grine Rand das Cy5 Image kennzeichnet. Aufgrund des
,Labeling“-Schemas (siehe Abbildung 20 und 21) wechselt der Genotyp, z. B. bGH,
nach den ersten zwei 3D-Darstellungen vom Cy3 ins Cy5 Image. Neben der 3D-
Darstellung ist die Abundanz des jeweiligen Spots in einem Diagramm, der so
genannten ,Graph View“ logarithmisch auf der Ordinate aufgetragen. Die Steigung
der blauen Gerade gibt den Wert der mittleren Abundanz des Spots an. Die funf
schwarz gestrichelten Geraden geben die logarithmische Abundanz der Spots im

Cy3 und Cy5 Image der flnf analytischen Gele an.
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Abbildung 25: 3D-Ansicht der differentiell abundanten Proteinspots (Nr. 1524/1551/1559; 323/962/1737; 2241) und die

korrespondierenden ,Graph Views*
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4.7.2 PEPCK-bGH transgene Mause versus PEPCK-bGH/mIGFBP-2
transgener Mause

Fur den Vergleich bGH transgener versus doppelttransgene Mause wurden ebenfalls
funf Gele (15 Images) mit der Software "DeCyder, Version 6.5 ausgewertet. Die
Parameter der Auswertung waren: Spot muss in allen Images vorkommen, Student’s
t-Test: p < 0,05 und Unterschiede in der Abundanz um mindestens den Faktor +/- 2,0
(siehe auch unter 4.7.1). Bei einem Faktor von +/- 2,0 war kein einziger Spot
verandert, so dass der Faktor auf +/- 1,5 gesenkt wurde. Als Ergebnis waren 4 Spots
in ihrer Abundanz verandert. In Abbildung 26 ist ein Cy5 Image von dem Vergleich G

versus GB zu sehen.

opH = 42 _ _6,8
70 kDa I '

Spot Nr. 186

Spot-Nr. 206

- 9 -
14kDa | B4 ' By

Abbildung 26: Ein Cy5-Image des Vergleichs G versus GB im pH-Bereich 4-7; es

wurden 4 differentiell abundante Proteinspots (rot eingekreist) ermittelt

In Tabelle 15 sind die p-Werte und der Abundanzfaktor der vier differentiell
abundanten Proteinspots dargestellt.
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Spot-Nr. , Abundanzfaktor im Bezu
,,DECy der® Student’s t-Test auf bGH g
186 0,03 -1,7
206 0,02 -1,6
1529 0,011 +1,6
1682 0,019 -1,5

Tabelle 15: p-Werte und Abundanzfaktoren der 4 signifikant differentiell abundanten
Proteinspots im Vergleich G versus GB; alle 4 Spots konnten massenspektrometrisch

identifiziert werden

In Abbildung 27 sind die vier differentiell abundanten Spots, die im Anschluss auch
massenspektrometrisch identifiziert wurden, in ihrer dreidimensionalen Ansicht
dargestellt. Neben der 3D-Darstellung ist die Abundanz des jeweiligen Spots in
einem Diagramm, der so genannten ,Graph View* logarithmisch auf der Ordinate

aufgetragen. Genauere Erklarung siehe unter 4.7.1.
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Abbildung 27: 3D-Ansicht der differentiell abundanten Proteinspots (Nr. 186/206; 1529;
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4.8 Identifizierung der differentiell abundanten Proteine durch
MALDI-TOF/TOF Analyse

Nach der 2D-DIGE Gelauswertung beider Genotypvergleiche wurden praparative

Gele mit jeweils 500 pg Gesamtprotein angefertigt. Die differentiell abundanten Spots

wurden aus dem Polyacrylamidgel ausgestochen und mittels Massenspektrometrie

(MALDI-TOF/TOF) identifiziert.

4.8.1 Anfertigung praparativer Gele fur die Analyse

Fur die Herstellung der Proteinlysate der praparativen Gele wurden samtliche
Losungen, die fur den 2D-DIGE Versuch verwendet wurden, beibehalten. Die
praparativen Gele wurden mit der Roti®BIue-FérbeI65ung (entspricht einer kolloidalen
Coomassie-Farbung, siehe unter 3.4.2.2.1; Tabelle 8) angefarbt. In Abbildung 28
sind 20 differentiell abundate Proteinspots im Vergleich G versus WT und 4
differentiell abundate Proteinspots (Nummern sind unterstrichen) im Vergleich G

versus GB dargestellt.

pH Bereich 4 -7

Spot Nr. 234;
Spot Nr. 127, 258; 262; 186
135; 301; 305 259; 206
Spot Nr. 323;
451; 463; 471

Spot Nr. 1336
Spot Nr. 939
und 962

Spot Nr. 1490; Al "
1524; 1551; 24 . R ulh ¢ S
1559 X L QETI X

3 ..0 . p ®%
20 e i
Spot Nr. 1737 '

Bk %Y } 4 :// Spot Nr. 2241
14284 % Ty g g ‘2 “

b o W . » P . = <
b, B LAS B L Lk 3

e

Abbildung 28: Praparatives Gel (pH 4-7) mit Roti®Blue gefarbt; es sind 20 Spots des
Vergleichs G versus WT und 4 Spots (unterstrichen) des Vergleichs G versus GB

dargestellt
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Funf der insgesamt 25 differentiell abundanten Spots waren zu schwach, um mit der

kolloidalen Coomasie-Farbung Roti®Blue detektiert zu werden.

In Abbildung 29 sind die Spot-Nummern 323, 962, 1737 und Spot-Nummern 1524,
1551, 1559 dargestellt. Spot-Nr. 323 (MG ca. 66 kDa), Spot-Nr. 962 (MG ca. 37 kDa)
und Spot-Nr. 1737 (MG ca. 22 kDa) wurden in der massenspektrometrischen
Analyse als Sekretogranin-2 identifiziert. Spot-Nr. 1524, Spot-Nr. 1551 und Spot-Nr.
1559 mit einem MG von zirka 24 kDa wurden in der massenspektrometrischen

Analyse als Sekretogranin-1 identifiziert.

pH Bereich 4 -7
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e
Y
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- i b <
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z o y i o2 o
- » i § me e 3 : H .»4-—
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. -

Varianten

Spot Nr. 1524;
1551; 1559

Secretogranin-2

Varianten 29
Spot Nr. 323; 3
962; 1737 24 %

20 . -3
- y s .

: .q
14,2~79 ‘ o lPegrep g
\ﬂ—o--g:.‘..-‘..a.:..._“vh‘—--‘“‘-z's-ﬁ-‘“—‘“‘—
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Abbildung 29: Praparatives Gel (pH 4-7) mit Roti®Blue gefarbt; Spot-Nr. 323, 962,
1737 (Sekretogranin-2) und Spot-Nr. 1524, 1551, 1559 (Sekretogranin-1)
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4.8.2 Ergebnisse der MALDI-TOF/TOF Analyse

Die MALDI-TOF/TOF Massenspektrometrie wurde, wie bereits unter 3.7 erklart,
durchgefuhrt. Die MASCOT-Suche der Ergebnisse wurde Uber die GPS
Explorer®Version 3.6 Software in der murinen SwissProt Datenbank (Version 49)
durchgefuhrt. Fur die kombinierte MS und MS/MS Suche in der Datenbank wurden

folgende Parameter verwendet (siehe Abbildung 30).

Enzym Trypsin
Fixed modification Carbamidomethyl (C)
Variable modification Oxidation (M)
Maximum missed cleavages 2
Precursor tolerance 200 ppm
MS/MS fragment tolerance 0,5 Da

Abbildung 30: Angewandte Parameter zur Spezifizierung der ,MASCOT"“-Suche fur
die MALDI-TOF/TOF MS Ergebnisse

Von den 25 differentiell abundanten Proteinspots des Vergleichs G versus WT
konnten 20 Spots in einem paparativen, Roti®Blue gefirbten Gel detektiert werden
(siehe Abbildung 28). Spot-Nr. 263, 451, 1149, 1224 und 1399 hatten eine zu
geringe Intensitat, um sie mit der kolloidalen Coomassie-Farbung sichtbar zu
machen. 18 der 20 Spots konnten uber die MALDI-TOF/TOF Analyse eindeutig
identifiziert werden. Zwei Spots (Nr. 127 und 135) konnten aufgrund einer zu
geringen Intensitat massenspektrometrisch nicht erfasst werden. In dem
Proteomvergleich G versus GB konnten alle 4 differentiell abundanten Proteinspots
massenspektrometrisch eindeutig identifiziert werden. In Abbildung 31, 32 und 33
sind die MS-Spektren der erfolgreich analysierten Proteinspots des quantitativen
Nebennierenproteomvergleichs G versus WT und G versus GB abgebildet. Das m/z
Verhaltnis (Masse zu Ladung) ist fur die Precursor (Vorlaufer) lonen dargestellt, die
wahrend des MS-Schrittes entstehen. Ingesamt hatten die MS-Spektren eine
angemessene Intensitat. Fur jeden einzelnen Spot wurden maximal 10 Precursor
lonen mittels CID (collision-induced dissociation) verarbeitet. Als Ergebnis
entstanden pro MS-Spektrum 10 MS/MS-Spektren.
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Abbildung 31: MS-Spektren der differentiell abundanten Spots (Nr. 234, 1336, 939,

1524, 1551, 1559, 323, 962, 463 und 471); die Spotnummern beziehen sich auf die

Auswertung des Vergleichs G versus WT in der ,DeCyder” Software
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Abbildung 32: MS-Spektren der differentiell abundanten Spots (Nr. 301, 305, 1490,
258, 259, 2241, 262); die Spotnummern beziehen sich auf die Auswertung des

Vergleichs G versus WT in der ,DeCyder” Software
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Abbildung 33: MS-Spektren der differentiell abundanten Spots (Nr. 1529, 1682, 186,
206); die Spotnummern beziehen sich auf die Auswertung des Vergleichs G versus

GB in der ,DeCyder” Software

Ein Parameter, der die Qualitat der Datenbank-Identifikationen beschreibt, ist der so
genannte Mascot Protein Score, auch MOWSE Score (molecular weight search)
genannt. Dieser Score ist ein Mal} fur die Signifikanz eines Ergebnisses, indem man
diesen mit dem Minimum Score vergleicht. Der Minimum Score sagt aus, welchen
Wert die ldentifizierungen mindestens besitzen mussen, um als valide eingestuft zu
werden. Der Mascot Algorithmus stellt diesen Score als eine Nummer und in einem
Diagramm dar. In Abbildung 34 sind zwei Beispiele aufgelistet, wie dieses Diagramm
aussehen kann. Fir ein valides Ergebnis der MALDI-TOF/TOF Analyse musste der
Mascot Protein Score uber 56 sein. Das bedeutet, dass in der rechten Abbildung die
roten Balken in der grin schraffierten Flache nicht signifikante Treffer darstellen,
wohingegen in der linken Abbildung einen validen Treffer und somit eine valide

Proteinidentifizierung aufzeigt.
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Humber of Hits
MHumbrer of Hits

0||||||||||||||||l—r—v 0 4
0 ] 50

- 7 | 3 3 3 40 44
Probability Based Mowse Score Probability Based Mowse Score

Abbildung 34: Beispiel fur den Protein Score (MOWSE Score), die im MASCOT-
Ergebnis dargestellt sind. Links: valide Identifikation eines Proteins; rechts: keine

Identifikation

In Tabelle 16 und 17 sind die Ergebnisse der Datenbanksuche (murine SwissProt
Datenbank, Version 49) dargestellt. Fur jedes identifizierte Protein im
Nebennierenproteomvergleich G versus WT (insges. 18) und G versus GB (insges.
4) sind die Accession number, das theoretische Molekulargewicht (MG) bzw. der
theoretische isoelektrische Punkt (IEP) der Datenbank und der Mascot Protein Score
aufgelistet. Den theoretischen Daten ist das im Experiment tatsachlich ermittelte
Molekulargewicht bzw. der tatsachlich ermittelte Isoelektrische  Punkt
gegenubergestellt. Die Fragmente von Sekretogranin-1 bzw. —2 sind im praparativen

Coomassie-Gel (Abbildung 29) zu sehen.
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Ergebnis der Datenbanksuche: bGH transgene Mause versus Wildtyp-Mause

Spot-Nr. PR Protein R MG Gel | Theoret. | IEP
DeCyder« | AF ey NE Score e [kDa] IEP | Gel
i L, SWissProt* [kDa]
Mortalin
GRP75_Mouse (Stress-70-
234 +2,0 P38647 protein) 118 ca. 74 68 55 5,8
[Precursor]
PHB_Mouse o
1336 +34 P67778 Prohibitin 97 ca. 30 30 5,6 55
CALR_Mouse Calreticulin
939 -2,2 P12211 [Precursor] 122 ca. 48 39 4,3 4,4
SCG1_Mouse | Secretogranin-1
1524 -24 P16014 [Precursor] 75 ca.78 24 50 4,8
1551 | -2,1 s.0. Secretogranin-1 | gg s.0. 24 so. | 49
[Precursor]
1559 | -2,3 s.0. Secretogranin-1 | 44 5.0. 24 so. | 49
[Precursor]
SCG2_Mouse | Secretogranin-2
323 -2,2 Q03517 [Precursor] 80 ca. 70 66 4,7 4,2
1737 | -2, s.0. Secretogranin-2 | g, s.0 22 so. | 43
[Precursor]
962 22,0 s.0. Secretogranin-2 | 4, s.0 37 so. | 44
[Precursor]
+26 Alpha-1
463 +471 | und + | AVAT6 Mouse | v hcin 1.6 | 83Und | 46 46 53 | 45
P81105 401
2,1 [Precursor]
je+ KNG1_Mouse Kininogen-1- 93 und
301 +305 2,1 008677 [Precursor] 92 ca. 73 66 6,0 5,0
Mannose-
1490 | +2,2 | MBL2_Mouse | o o rotein | 210 ca. 26 26 50 | 48
P41317
C [Precursor]
+25 -
' HEMO_Mouse Hemopexin 304 und
258 + 259 u2d0+ Q971X72 [Precursor] 266 ca. 51 68 7,6 6,2
TTHY_Mouse Transthyretin
2241 -2,2 P07309 [Precursor] 70 ca. 16 16 5,8 6,4
ALBU_Mouse Serumalbumin
262 +2,8 P07724 [Precursor] 478 ca. 69 69 55 6,2

Tabelle 16: Alle 18 identifizierten Proteine des Nebennierenproteomvergleichs

PEPCK-bGH

Mausen.

transgene Mause versus
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Abundanzfaktor (AF) bezieht sich auf PEPCK-bGH transgene Mause: + bedeutet
differentiell erhéht und — bedeutet differentiell erniedrigt im Vergleich zu den Wildtyp-

im  Uberblick;
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Ergebnis der Datenbanksuche: bGH transgene versus bGH/mIGFBP-2 transgene

Mause
Spot-Nr. EEEEE Protein | 11e%Tet: | MG Gel | Theoret. | IEP
DeCyder | AF Rabey NETIE Score | MG [kDa] IEP | Gel
i y ,,OwWissProt [kDa]
Steroidgenetic
1529 | +1,6 | STARMouse | 0 e regulatory | 97 ca. 32 28 63 | 65
P51557 X
protein
Thioredoxin-
PRDX3_Mouse dependent
1682 -1,5 P20108 peroxide 200 ca. 28 23 57 6,1
reductase
-1,7- | HEMO_Mouse Hemopexin 174 und
186 + 206 | und Q91X72 P ca. 51 66 76 6,3
-16 [Precursor] 396

Tabelle 17: Alle 4 identifizierten Proteine des Nebennierenproteomvergleichs
PEPCK-bGH transgene Mause versus PEPCK-bGH/mIGFBP-2 transgene Mause im
Uberblick; der Abundanzfaktor (AF) bezieht sich auf PEPCK-bGH transgene Mause:
+ bedeutet differentiell erhoht und — bedeutet differentiell erniedrigt im Vergleich zu
den PEPCK-bGH/mIGFBP-2 transgenen Mausen.
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5 Diskussion

In der zentralen Vorarbeit dieser Studie konnte eine inhibitorische Wirkung von
IGFBP-2 auf die GH/IGF-I induzierte Hypertrophie der Nebennierenrindenzellen
nachgewiesen werden®. Das Ziel dieser Studie war es, eine holistische
Proteomanalyse der Nebennieren von Mausen durchzufiuhren und zu versuchen,
Kandidatenproteine mit Relevanz fur das Nebennierenwachstum zu identifizieren.
Fur die Erstellung des Panels der zu untersuchenden Mause wurden weibliche
hemizygote CMV-mIGFBP2 transgene Mause mit mannlichen hemizygoten PEPCK-
bGH transgenen Mausen verpaart, woraus vier genetische Gruppen an

Nachkommen resultierten:

Doppelttransgene (GB), bGH transgene (G), mIGFBP-2 transgene (B) sowie
nichttransgene (WT) Mause.

FUr die Proteomstudien wurden nur Nebennieren von mannlichen Nachkommen
verwendet, um eine starke Streuung der Daten aufgrund der variablen GroRe der so
genannten X-Zone der Nebennieren bei weiblichen Tieren zu vermeiden. Um die
Effekte von GH/IGF-I und IGFBP-2 hinsichtlich des Nebennierenwachstums auf

Proteomebene zu charakterisieren, wurden folgende Vergleiche vorgenommen:
bGH transgene Mause (G) versus nichttransgene Mause (WT)
bGH transgene Mause (G) versus bGH/mIGFBP-2 transgene Mause (GB)

Fir die Durchfuhrung dieser quantitativen Proteomanalyse standen moderne,
hochsensitive Techniken, wie die 2-D DIGE (two-dimensional difference gel
electrophoresis) und die MALDI-TOF/TOF Analyse (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonisation-Time Of Flight) zur Verfliigung.

Zusatzlich wurde das Nebennierenproteom qualitativ durch Einsatz einer LC-MS/MS

(Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry) Analyse untersucht.
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5.1 Qualitative Proteomanalyse der Nebennieren

Das Nebennierenproteom einer adulten, mannlichen C57BL/6N Maus wurde in zwei
Ansatzen, mit und ohne Vorfraktionierung des Nebennierenlysats auf Proteinebene,
mittels einer 2D-FlUssigkeitschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie-Analyse
(LC-MS/MS) untersucht. Grund der Untersuchung war das Interesse, durch Einsatz
dieser hochauflésenden Technik maoglichst viele Proteine des interessanten und

funktionell komplexen Organs Nebenniere zu identifizieren.

5.1.1 Diskussion der Methode

Bis heute ist die 2D-SDS-PAGE (zweidimensionale Sodiumdodecylsulfat
Polyacrylamidgelelektrophorese) besonders gut geeignet, um  komplexe
Proteingemische eines Organs, Gewebes oder biologischer Flussigkeiten in einzelne

Spots zu trennen.

Die LC-MS/MS-Methode stellt eine schnellere und hoher automatisierbare Alternative
zur 2D-PAGE dar, komplexe Proteingemische aufzutrennen und qualitativ zu

analysieren.

Die in dieser Studie verwendete LC-MS/MS Anordnung bestand aus einer
zweidimensionalen Flussigkeitschromatographie und einem ESI
(Elektrosprayionisierung)-Massenspektrometer. Die Vorschaltung einer zwei-
dimensionalen (2D) an Stelle einer eindimensionalen (1D) Flussigkeits-
chromatographie dient der besseren Trennung des komplexen Peptidgemisches und
fuhrt so =zu einer hoheren Identifizierungsrate. Wahrend bei einer 1D-
Chromatographie die ,Reversed Phase“ Chromatographie direkt mit der ESI-
lonenfalle gekoppelt ist, wird in der 2D-Anordnung eine Kationen-
austauschchromatographie vorgeschaltet. Der Vorteil ist, dass die Elution in Form
eines Stufengradienten erfolgt und somit die Komplexitdat des eingesetzten
Probenmaterials pro Zeiteinheit verringert wird. Die Elution wurde aus
experimenteller Erfahrung mit sechs Salzldsungen (siehe unter 4.5) in aufsteigender
Konzentration durchgefuhrt und ergab sechs SCX-Fraktionen (SCX=strong cation-
exchange). Zur Entfernung storender Salzionen wurde jede Fraktion (SCX-Fraktion)
in eine ,Trap Column® gepumpt und erst dann schlof3 sich die zweite Dimension, eine

.Reversed Phase“ Chromatographie an. Die ,Reversed Phase“ Chromatographie
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wurde im Nano-Bereich (Flussrate: 200 nl/min) durchgefuhrt. Dies flhrte zur
Aufkonzentrierung und Verbesserung des ,Signal-to-Noise“-Verhaltnisses. Die
massenspektrometrische Sensitivitat konnte erhoht werden und lag im femtomol
[107'°] Bereich.

Derzeitig ist eine LC-MS/MS Analyse in der Lage, mehrere hundert bis ein paar
tausend Proteine zu identifizieren®. Dies ist jedoch nur ein kleiner Ausschnitt aus
dem eukaryontischen Proteom, das aus zirka 5 x 10* unterschiedlichen Proteinen
besteht’®. Um an die obere Grenze der maximal mdglichen Identifizierungen zu

gelangen ist eine Vorfraktionierung des Untersuchungsmaterials unumganglich.

Fir eine Vorfraktionierung komplexer Proteingemische stehen verschiedene
leistungsstarke Methoden zur Verflgung, wie zum Beispiel fraktionierte
Zentrifugation,  tragerfreie  Elektrophorese  oder  Gelelektrophorese.  Die
eindimensionale (1D) Gelelektrophorese wurde flr diesen Versuch ausgewahlt, da
sie ohne grolien Gerateeinsatz und innerhalb kurzer Zeit eine gute Trennung des
Nebennierenproteoms bot. Auf ein 1D-Gel wurden sechs unterschiedliche
Proteinkonzentrationen (12 ug, 25 ug, 37,5 ug, 50 pg, 62,5 pg und 75 pg) des
Nebennierenlysats aufgetragen. Die mit 25 ug beladene Gelspur zeigte nach der
Coomassie-Farbung eine klare Auftrennung des Proteingemisches in einzelnen
Banden, wohingegen der Einsatz hoherer oder niedrigerer Proteinkonzentrationen
keine Verbesserung darstellte. FUr die Reduktion der Komplexitat wurde die 25 pg
Gelspur in zwolf ungefahr gleichgrolde Stlcke eingeteilt. Die in den Gelstlcken
enthaltenen Proteine mussten vor der LC-MS/MS Analyse noch mit einer
Endopeptidase, in diesem Fall mit Trypsin, gespalten werden, da die

massenspektrometrische Analyse ausschlieRlich auf Peptidebene funktioniert.

Die qualitative Proteomanalyse der ,nativen“ (ohne Vorfraktionierung) Peptidiésung
sowie die Peptidlésung eines jeden Gelstiickes lieferten jeweils sechs SCX-
Fraktionen als Ergebnis der ersten Dimension der Flussigkeitschromatographie. Jede
Fraktion durchlauft einzeln die zweite Dimension und die massenspektrometrische
Analyse. Die entstandenen Spektiren jeder Fraktion mussten einzeln, ingesamt

sechsmal mit den SwissProt-und den IPI-Datenbankeintragen verglichen werden.
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Eine Vorfraktionierung der Proteine mit der 1D-Gelelektrophorese ergab zwolf
einzelne Banden. Zwolf LC-MS/MS Analysen mit je sechs SCX-Fraktionen, die
einzeln weiterverarbeitet wurden, bedeutete einen zwolfmal hdoheren Arbeitaufwand,

der sich angesichts der Ergebnisse rechtfertigte.

5.1.2 Diskussion der Ergebnisse

Die Vorschaltung einer 1D-Gelelektrophorese flihrte zu einer erheblichen Steigerung
der Anzahl identifizierter Proteine und zwar von 151 auf 868 (SwissProt Datenbank)
bzw. von 166 auf 964 (IPl Datenbank) Proteine. Somit unterschied sich die Zahl der

Proteinidentifikationen deutlich um den Faktor sechs.

Die Klassifizierung der Proteine nach ihrer Lokalisation wies eine ahnlich prozentuale
Verteilung auf. Ohne Vorfraktionierung des Probenmaterials auf Proteinebene ergab
sich folgende Verteilung: 66% intrazellulare Proteine, 18% extrazellulare Proteine
und 16% Membranproteine. Die Vorfraktionierung mittels 1D-Gelelektrophorese
ergab: 63% intrazellulare Proteine, 14% extrazellulare Proteine und 23%

Membranproteine.

Der einzige Unterschied lag in der hoheren Identifizierungsrate (um 7%) von
Membranproteinen mit Vorfraktionierung. Eine Identifizierung von Uber 20%
Membranproteinen ist bemerkenswert, da viele davon schwer I6slich sind und damit

seltener identifiziert werden.

Die Analyse des Nebennierenproteoms der adulten, mannlichen C57BL/6N Maus mit
der LC-MS/MS-Methode ergab ohne vorherige Fraktionierung des Probenlysats auf
Proteinebene insgesamt 151 bzw. 166 unterschiedliche und eindeutig identifizierte
Proteine. Die Identifizierung der Proteine erfolgte uUber die Eingabe der
massenspektrometrischen Daten in ,MASCOT" und der Suche aller erhaltener MS-
und MS/MS-Spektren gegen die murine SwissProt (Version 49) bzw. die murine IPI
Datenbank (Version 3.16). Ein Protein wurde mit mindestens zwei unterschiedlichen
Peptiden und einem Mascot ion score cut-off Gber 30 als identifiziert gewertet. Um
die identifizierten Proteine zu kategorisieren, wurde sie nach ihrer zellularen
Lokalisation Uber ein im Internet verfugbares Programm, ,BABELOMICS®

(http://babelomics.bioinfo.cipf.es/) eingeteilt.
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Die Kategorisierung der 151 identifizierten Proteine nach Lokalisation ergab, dass
66% (absolute Anzahl: 100) der Proteine intrazellularen, 18% (absolute Anzahl: 27)
extrazellularen Ursprungs und 16% (absolute Anzahl: 24) Membranproteine (u.a.
Synaptobrevin-2, Synaptic vesicle membrane protein) sind. Unter den identifizierten
Proteine waren auch nebennierenspezifische, zum einen Proteine der Granin-Familie
(Chromogranin A+B, Sekretogranin-2) und zum anderen Proteine, die an der
Steroidhormongenese beteiligt (insgesamt 7, u.a. Perilipin und Apolipoprotein A-l)
sind. Des Weiteren wurden Hamoglobin (a-und B-Kette), Heat Shock Proteine
(insgesamt 8, u.a. Stress-70 protein, Heat shock protein HSP 90-beta) und
Signalproteine (insgesamt 9, u.a. Protein kinase C inhibitor protein 1, 14-3-3 protein)

identifiziert.

Bisher ist in der Literatur keine LC-MS/MS Analyse des murinen
Nebennierenproteoms beschrieben. Eine LC-MS/MS Analyse des bovinen

Nebennierenmarks wurde 2004 von Jalili und Dass durchgefiihrt ®'.

Jalili und Dass konnten uber die ,SEQUEST" Software in der NCBInr Datenbank 191
Proteine identifizieren, wobei nach Anwendung strenger Auswabhlkriterien nur 71 gute
Score-Werte hatten. Die Auswahlkriterien waren wie folgt: delta correlation value >
0,1; preliminary score > 200; cross-correlation value uber 2,5. Aufgrund dieser
Auswahlkriterien wurden nur Proteine mit mindestens 2 oder mehr Peptiden
identifiziert. Die Proteine mit der hochsten Anzahl an identifizierten Peptiden waren
Chromogranin A und B, Proenkephalin A, Myosin X, Hamoglobin (a-und B-Kette),
Heat shock Protein 10 kDa und Replikase ®'.

Ubereinstimmend wurden in beiden Studien nebennierenspezifische Proteine der
Granin-Familie gefunden. Chromogranine bzw. Sekretogranine gelten als Indikatoren
fir die sympathoadrenale Aktivitdt. Weitere Ubereinstimmungen treffen auf die
Identifizierung von Heat shock Proteinen und auf Hamoglobin zu. Ein Unterschied lag
in der Identifizierung von Proteinen, die mit der Steroidhormonsynthese in
Verbindung stehen. Diese wurden nur in der kompletten Nebennierenproteom-
analyse identifiziert. Die Tatsache, dass die Steroidhormonsynthese in der
Nebennierenrinde und nicht im Nebenierenmark stattfindet, konnte der Grund daftr

sein.
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Die Analyse des Nebennierenproteoms der C57BL/6N Maus mit vorheriger
Fraktionierung des Probenlysats auf Proteinebene (1D-Gelelektrophorese) ergab
nach der Suche aller erhaltener MS-und MS/MS-Spektren gegen die murine
SwissProt Datenbank 868 Proteine und gegen die murine IPI Datenbank 964
Proteine. Die hohe Anzahl an Identifizierungen ist bemerkenswert, da kaum Studien
Uber Gewebe bzw. Organe vorliegen, in denen ahnliche Zahlen an unterschiedlichen
Proteinen festgestellt wurden. Die Identifizierung von 96 Proteinen mehr in der IPI-
Datenbank (301.482 Eintrage, Stand April 2007) kann an der hdheren Zahl der
Eintrage, im Vergleich zur SwissProt Datenbank (261.513 Eintrage, Stand April 2007)
liegen. Die Zahlen der Eintrage innerhalb der Datenbanken unterscheiden sich
deutlich, da in der IPlI Datenbank potentielle und vorhersagbare Proteine und
Proteinvarianten beinhaltet sind, wohingegen die SwissProt Datenbank spezialisiert
ist, nur die funktional bereits charakterisierten Proteine in Verbindung mit der
entsprechenden Literatur bereitzustellen und alle Proteine auszuschliel3en, die einzig
durch Genbestimmungsalgorithmen vorhersagbar sind®. Um das Ergebnis einer
Datenbanksuche auf falsch-positive ldentifizierungen zu untersuchen, wurden
.,pDecoy“ Datenbanken (engl.: decoy = Falle bzw. Koder) generiert. Jeder
Sequenzeintrag der urspringlichen Datenbank wird in einer ,Decoy” Datenbanken
unter Beibehaltung der Aminosaure-Zusammensetzung neu angeordnet. Matches
sind per definitionem zufallig. Das Verhaltnis der Decoy-ldentifizierungen zu den
ursprunglichen ldentifizierungen gibt die Rate der falsch-positiven unter den
Identifizierungen an. Sowohl der SwissProt Datensatz, als auch der IPI Datensatz
wurde gegen die ,Decoy” Datenbank analysiert. Das Ergebnis der ,Decoy”
Datenbanksuche war eine falsch-positiv Rate von 1% in der Decoy-IPIl und von 0,2%
in der Decoy-SwissProt Datenbank. Eine falsch-positiv. Rate von 1% ist

verhaltnismaRig gering.

Die hohe Anzahl an Identifizierungen (Uber 900 Proteine) in Verbindung mit einer
geringen falsch-positiv. Rate zeigen, wie leistungsfahig die moderne

Massenspektrometrie ist.

Die stetige Weiterentwicklung der Massenspektrometrie reflektiert sich in einer
aktuellen Studie von Adachi et al. 2006. In dieser Studie konnten exakt 1543

Proteine im Proteom des humanen Urins mittels einer LC-MS/MS Analyse mit
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einer noch leistungsfahigeren massenspektrometrischen Methode identifiziert
werden. Der Urin wurde mit Hilfe von Ultrazentrifugation konzentriert und Uber eine
eindimensionale  Gelelektrophorese und eine  Flussigkeitschromatographie
vorfraktioniert. Die massenspektrometrische Analyse wurde mit einem LTQ-Orbitrap-
Massenspektrometer  durchgefuhrt. Das  LTQ-Orbitrap ist ein  Hybrid
Massenspektrometer, das auf einem neuartigen Analysatorkonzept, einer
elektrostatischen lonenfalle (Orbitrap) beruht. Damit sind noch genauere
Massenmessungen an Molekllionen und deren Fragmenten bei gleichzeitig extrem
hoher Massenauflésung moglich, als bei herkdmmlichen Geraten mit linearer
lonenfalle. Die Suche gegen die ,Decoy-Datenbank® ergab daher keinen einzigen

falsch-positiven Treffer.

Die stetige Weiterentwicklung in der Massenspektrometrie ermoglicht sowohl eine
immer groRere Anzahl an Proteinidentifizierungen aus Organen, Geweben oder
biologischen Flussigkeiten, als auch einen Einblick in posttranslationale

Modifikationen der Proteine und ihre daraus resultierenden Funktionsanderungen.
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5.2 Quantitative Proteomanalyse der Nebennieren

Das Ziel dieser Studie war es, eine holistische (vom Griechischen holos = das
Ganze) Proteomanalyse der Nebennieren von Mausen durchzufihren und zu
versuchen, Kandidatenproteine mit Relevanz fur das Nebennierenwachstum zu
identifizieren. Es wurden Nebennieren von 11 Wochen alten, mannlichen Mausen
eingesetzt und in zwei Ansatzen miteinander verglichen: bGH transgene Mause (G)
versus nichttransgene Mause (WT) und bGH transgene Mause (G) versus
bGH/mIGFBP-2 transgene Mause (GB).

Es wurde eine quantitative Proteomanalyse der Nebennieren in den zwei

Versuchsanordungen (siehe oben) mit der 2D-DIGE Analyse durchgefihrt.

Die Genotypisierung der Mause erfolgte mittels einer Polymerasekettenreaktion
(PCR). Die unspezifischen Amplifikationen (330 bp und 120 bp grof3e Banden), die
wahrend der IGFBP-2 PCR auftraten, konnten durch die Verwendung einer HotStar
Taq Polymerase an Stelle einer normalen Taq Polymerase beseitigt werden. PCRs

mit nicht eindeutigen Ergebnissen wurden wiederholt.

Da die Nebenniere unter dem Einfluss der GH/IGF-I Achse steht und ihre
Hormonproduktion  tageszeitliche = Schwankungen aufweist, erfolgte die
Nebennierenpraparation aller Versuchstiere immer zur gleichen Tageszeit (10 Uhr).
Das Abpraparieren des umliegenden Fettgewebes von den Nebennieren erfolgte
grundlich unter dem Mikroskop. Die Zeit von acht Minuten zwischen der
Nebennierenpraparation und dem anschlieBenden Gefrieren beider Organe auf
Trockeneis wurde bei jeder Praparation exakt eingehalten. Somit konnte hinsichtlich
der Praparation ein ausgesprochen gut definiertes und homogenes

Ausgangsmaterial geschaffen werden.

Bevor die 2-D DIGE Analyse durchgefuhrt wurde, mussten die Praparation und Lyse
der Nebennieren auf ihre Eignung fur die 2D-SDS-PAGE (zweidimensionale
Sodiumdodecylsulfat Polyacrylamidgelelektro-phorese) und auf ihre
Reproduzierbarkeit hin  Uberpruft werden. Hierfir wurden aus einem
Nebennierenlysat einer Wildtyp-Maus funf 2D-SDS-Gele (pH 4-7) angefertigt und mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Sypro Ruby angefarbt. Alle funf Sypro Ruby gefarbten 2D-
Gele wurden mit der Software ,Proteomweaver, Version 2.2“ (von Definiens)

ausgewertet. Der Vergleich der funf Gele erfolgte hinsichtlich der jeweiligen
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Gesamtanzahl der Spots und der Position im jeweiligen Gel. 532 Proteinspots
konnten in jedem Gel bestimmt werden. Die positionelle Uberpriifung (pH-Bereich
und Molekulargewicht) der 532 Spots, die in allen funf Gelen vorkamen, ergab keine

Abweichungen.

Im nachsten Schritt wurde eine so genannte ,Cross—Labeling“ Reaktion durchgefihrt.
Hierfur wurden die Nebennierenlysate der Wildtyp-Mause Nummer 237 und 239 mit
den DIGE Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 und Cy5 und umgekehrt markiert. Der interne
Standard, bestehend aus einer Mischung beider Lysate, wurde mit Cy 2 markiert
(siehe unter 4.6). Die Auftrennung beider Ansatze erfolgte Uber die 2D-SDS-PAGE
und die Auswertung wurde mit der Software ,DeCyder, Version 6.5 (GE Healthcare)
durchgefuhrt. Mit dieser Technik konnte zum einen Uberpruft werden, inwieweit die
Nebennierenlysate reproduzierbar hergestellt werden kdnnen. Zum anderen, ob
potentielle Unterschiede der Abundanz der Spots durch die Farbstoffe hervorgerufen
werden konnen. Fluoreszenzfarbstoffe konnen artifiziell die Abundanz verandern,
indem sie als so genannte Lichtflecken (engl.: speckles) auftreten. Derartige
Lichtflecken, die sich als sehr kleine und intensiv gefarbte Punkte darstellen, traten in
beiden Gelen auf. Die Filterkriterien in der Software ,DeCyder” wurden so eingestellt,
dass die stérenden Lichtflecken vor der Auswertung entfernt werden konnten. Der
Vergleich der beiden 2D-DIGE-Gele untereinander zeigte keine differentiell
abundanten Proteinspots. Da der Zellaufschluss der Nebennieren und die technische
Durchfuhrung der 2D-Gelelektrophorese keiner Optimierung hinsichtlich der

Reproduzierbarkeit bedurften, konnte mit der 2D-DIGE Analyse begonnen werden.
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5.2.1 Diskussion der Methode

Bis heute ist die 2D-SDS-PAGE (zweidimensionale Sodiumdodecylsulfat
Polyacrylamidgelelektrophorese) besonders gut geeignet, um komplexe
Proteingemische in einzelne Spots zu trennen. Die 2D-DIGE (two-dimensional
difference gel electrophoresis) Technik kombiniert die 2D-SDS-PAGE mit der
sogenannten ,Minimal Labeling“ Technik (siehe unter 3.6) und ermdoglicht dadurch
das Markieren von Proteinen mit Fluoreszenzfarbstoffen vor der zweidimensionalen
Auftrennung. Diese Kombination eignet sich hervorragend, das
Proteinexpressionmuster zweier unterschiedlicher Zellzustande, gesund zu
pathologisch oder zweier unterschiedlicher Genotypen, wie in dieser Studie,

quantitativ zu untersuchen.

Das Auftragen der Proteinprobe auf den Gelstreifen in der 1. Dimension der 2D-SDS
PAGE kann auf zwei unterschiedliche Arten durchgefuhrt werden. Zum einen wird
das Proteinlysat kurz vor dem Start der IEF mit Hilfe eines Probenaufgabetrichters,
dem so genannten ,Cup-Loading®, aufgetragen. Dies ist aber nur bis zu einem
Probenvolumen von insgesamt 200 pl (Anoden-und Kathodenbeladung) madglich. Der
Vorteil dieser Methode ist, dass das Proteinlysat nur kurz ungekunhlt ist und somit
eine geringe Chance fur Proteinmodifikationen besteht, bevor es fokussiert wird. Der

2D-DIGE Versuch konnte mit ,Cup-Loading“ durchgefuhrt werden.

FUr die Erstellung der praparativen Gele (500 ug Gesamtproteinkonzentration) kam
die zweite Methode des Probenauftragens aufgrund des zu groRen Probenvolumens
(Gber 200 ul) zum Einsatz. Hierbei wird die Proteinprobe (max. 350 ul) fur zirka 12
Stunden in den Gelstreifen eingequollen. Nachteil dieser Methode war, dass sich das
Proteinlysat fur zirka 12 Stunden aullerhalb des Tiefkihlschranks befand und
Proteinmodifikationen moglich waren. Aufgrund nicht definierbarer Vorgange in der 1.
Dimension, zeigten sich vereinzelt in der 2. Dimension horizontale Streifen. Dadurch
waren einzelne Proteinspots zu einer Bande verschmolzen und konnten somit auch

nicht fur die weitere ldentifizierung verwendet werden.

Fur die 2-D DIGE Analyse und fur die sich anschlielenden praparativen Gele wurde
der pH-Bereich 4-7 augewahlt, da sich in den Vorversuchen, siehe unter 4.6 zeigte,
dass sich die einzelnen Proteinspots optisch sehr gut aufgelést und deutlich

voneinander abgegrenzt darstellten.
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Pro Genotypenvergleich (G versus WT und G versus GB) wurden funf, insgesamt
zehn DIGE-Gele in der ,DeCyder” Software hinsichtlich differentiell abundanter
Proteinspots ausgewertet. Alle zehn DIGE-Gele wurden hinsichtlich des Software
Alignments der einzelnen Proteinspots einer ausflhrlichen visuellen Prifung
unterzogen. Bei fehlerhafter Zuordnung der positionell identischen Proteinspots

innerhalb der drei Images eines Gels wurde manuell korrigiert.

Idealerweise sollten sich die differentiell abundanten Proteinspots von den 2D-DIGE
Gelen auf der identischen Position in den praparativen Coomassie-Gelen wieder
finden, aufgrund der Tatsache, dass die DIGE Farbstoffe (Cy2, 3, 5) das
Laufverhalten der Proteine nicht verandern. Des Weiteren wurden samtliche
Losungen zur Herstellung der Proteinlysate sowohl fur den 2D-DIGE Versuch, als
auch fir die praparative Gele verwendet. Auch der pH-Bereich von 4-7 und das
Protokoll fur die erste und zweite Dimension der SDS-PAGE wurden exakt
beibehalten. Um die Zuordnung des jeweiligen Spots zwischen den analytischen
(DIGE) und den praparativen Gelen zu erleichtern, wurde jeweils der identische
Molekulargewichtsmarker verwendet. Die Exzision der differentiell abundanten
Proteinspots aus einem praparativen Coomassie-Gel erfolgte manuell mittels
abgeschnittener 200 pl Pipettenspitzen, so dass diese Durchmesser von 2-3 mm
aufwiesen. Dieser Vorgang ware auch komplett automatisch mdglich gewesen.
Hierbei wird aber eine Spotexzisionsnadel mit Standarddurchmesser verwendet,
wohingegen der Pipettenspitzendurchmesser je nach Grélke des Spots variiert

werden konnte.

Der Einsatz der ZipTips® von Millipore war das Mittel der Wahl, um Salze, die die

massenspektrometrische Analyse empfindlich stéren wirden, zu entfernen.

FuUr die exakte Identifizierung der differentiell abundanten Proteine der Nebennieren
in den zwei Versuchsansatzen bGH transgene Mause versus Wildtyp-Mause und
bGH transgene versus bGH/mIGFBP-2 transgene Mause wurde das 4700 MALDI-
TOF/TOF Massenspektrometer von Applied Biosystems verwendet. Die MALDI-
TOF/TOF Analyse ist die eleganteste Methode, um Proteinspots zu analysieren, da
jeder Spot auf einer bestimmten Position des Targets fixiert ist und flr jeden
einzelnen Spot die massenspektrometrischen Parameter verandert werden konnen.
Im Vergleich zu einem LC-ESI Setup ist die MALDI-TOF/TOF Analyse schneller, da
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die ,Reversed Phase“ Gradienten der Flussigkeitschromatographie und der

entsprechende Leerlauf zwischen den einzelnen Spots wegfallt.

5.2.2 Diskussion der Ergebnisse in der Nebennierenproteomstudie bGH
transgene Mause versus Wildtyp-Mause

Es wurden pro Genotyp funf biologische Proben (Nebennieren) fur die Analyse

verwendet. Somit konnten funf 2D-DIGE Gele (insgesamt 15 Images) mittels der

Software ,DeCyder, Version 6.5 ausgewertet werden. Fur die Auswertung der Gele

wurden folgende, stringente Parameter angewandt:

Der p-Wert des Student’s t-Tests lag bei 0,05; die Abundanz der Spots musste sich
um mindestens den Faktor + 2 oder — 2 unterscheiden und die Spots mussten in

allen Images vorkommen.

Das Ergebnis der Auswertung waren 25 Proteinspots, die in ihrer Abundanz
verandert waren. Der p-Wert lag zwischen 1,4x10° und 0,03; der Abundanzfaktor lag

zwischen +/- 2,0 und 3,4.

Von den 25 in der Abundanz um mindestens den Faktor +/- 2,0 veranderten
Proteinspots konnten 18 eindeutig identifiziert werden (siehe Tabelle 18). Von den
restlichen 7 Proteinspots konnten 5 Spots in den praparativen Gelen nicht mehr
detektiert werden und 2 Spots waren nur sehr schwach auf dem praparativen Gel zu
erkennen und konnten mittels der MALDI-TOF/TOF Analyse nicht identifiziert

werden.

Die Fluoreszenzfarbstoffe (Cy2, 3 und 5) des 2D-DIGE Systems sind sehr sensitiv.
Dass bedeutet, sie kbnnen bis zu 125 pg eines einzelnen Proteins detektieren
(gemal Herstellerangaben). Wenn ein Protein gerade noch mit den hochsensitiven
Fluoreszenzfarbstoffen detektiert wurde, kann dieses Protein trotz Erhéhung der
Gesamtproteinkonzentration von 150 pg auf 500 pg mit der weniger sensitiven

Roti®BIue—Férbung meist nicht mehr detektiert werden.
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Spot-Nummer Accession
P « Abundanzfaktor Number Proteinname
»DeCyder . »
»OwWissProt
GRP75 _Mouse Mortalin
234 *+2,0 P38647 (Stress-70-protein)
PHB_Mouse .
1336 +34 P67778 Prohibitin
CALR_Mouse I
939 -2,2 P14211 Calreticulin
SCG1_Mouse .
1524 -24 P16014 Secretogranin-1
1551 -2,1 S.0. S.0.
1559 -2,3 S.0. S.0.
SCG2_Mouse .
323 -2,2 Q03517 Secretogranin-2
1737 -2,1 S.0. S.0.
962 -2,0 S.0. S.0.

A1AT6_Mouse

463 + 471 +2,6und+ 2,1 Alpha-1 antitrypsin 1-6

P81105
301 +305 je+2,1 NS pouse Kininogen-1
o | vaa | LMo | Wemomoian
258 +259 | +2.5und+2,0 HE“&S&’;OZ“SG Hemopexin
2241 .22 TT';E%"OOQUSG Transthyretin
262 +2.8 AL aonse Serumalbumin
Tabelle 18: Im Uberblick alle 18 identifizierten Proteine des

Nebennierenproteomvergleichs PEPCK-bGH transgene Mause versus Wildtyp-

Mause
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Im Folgenden werden die 18 identifizierten Proteinen (siehe Tabelle 18) einzeln ihrer
Funktion entsprechend dargestellt und ihre Veranderung der Abundanz mit den

jeweiligen Genotypen diskutiert.

Mortalin (Synonyme: Stress-70-protein; 75 kDa glucose-regulated protein=GRP 75;
Peptide-binding protein=PBP 74)

In der Maus existieren sieben Mitglieder der Hsp 70 Familie, unter anderem das 75
kDa glucose-regulated protein GRP 75 . Mortalin ist nicht durch definierten akuten
Stress induzierbar (keine Erhdhung der Abundanz des Proteins)*. In der Maus
existieren zwei Isoformen von Mortalin (Mot-1 und Mot-2 **), die sich in zwei
Aminosauren nahe dem C-Terminus unterscheiden'®’, genauer gesagt hat Mot-1
Valin (V) an der Stelle 618 und Arginin (R) an Position 624. Mot-2 hat Methionin (M)
an Stelle 618 und Glycin (G) an Position 624 *°.

Ausschnitt aus der Aminosauresequenz von MOT-1 (SwissProt):
610 620 630 640 650 660
DQLPADECNK LKEEISIVIA LLARIDSETG ENIRQAASSL QQASLKLFEM AYKKMASERE
670 679
GSGSSGTGEQ KEDQKEEKQ

Beide Isoformen sind in der Maus unterschiedlich im Zytoplasma verteilt®®>. Mot-1
kommt panzytosolisch vor, wohingegen Mot-2 perinuklear vorkommt. Mot-1 und
MOT-2 haben voéllig kontrare biologische Eigenschaften. In vitro Versuche haben
gezeigt, dass bei einer Uberexpression von Mot-1 NIH3T3-Zellen vermehrt
absterben, wohingegen eine Uberexpression von Mot-2 zur Inaktivierung von p53
und damit zur Beglnstigung der malignen Eigenschaften der Zellen fuhrt. Sekundar
wirkt Mortalin als Chaperon, wobei Mot-1 eine schwachere Wirkung im Vergleich zu
Mot-2 besitzt>*.

In verschiedenen Veroffentlichungen wird hingegen nicht zwischen Mot-1 und Mot-2
unterschieden, sondern es wird nur von ,Mortalin® gesprochen. Beispielsweise
beschreiben Mizokushi et al. 1999 ,Mortalin“ als ein FGF-1 bindendes Protein und

postulierten, dass die Interaktion von ,Mortalin® mit FGF-1 eine Rolle bei der
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Regulation der Zellantwort auf Proliferationssignale spielen kénnte'?2. Unklar ist

allerdings, auf welche Isoform sich diese Ergebnisse beziehen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht entschieden werden, um welche Isofrom von
Mortalin es sich bei dem als differentiell abundant identifizierten Spot handelt. Fur die
massenspektrometrische Analyse des Proteins wurde Trypsin als Protease
eingesetzt. Dieses Enzym hydrolysiert C-terminale Peptidbindungen von Lysin ()
und Arginin (B). Im Falle des Verdaus von Mot-1 und Mot-2 entstiinden zwar
unterschiedliche tryptische Fragmente, die die unterschiedlichen Sequenzen von
Mot-1 und Mot-2 widerspiegeln (V®"®R®™ versus M®"®R®" bzw. A®®°LLAR®** versus
AL AGK®%). Diese Peptide konnten nicht in dem Massenspektrum der tryptischen
Spaltung gefunden werden. Dies kann durch die geringe Masse dieser Peptide bzw.
durch ihre geringe Hydrophobizitat erklart werden. Daher entziehen sie sich der
massenspektrometrischen Analyse bzw. gehen bei der Entsalzung der tryptischen
Hydrolysate mittels ZipTips® verloren. Eine Unterscheidung zwischen Mot-1 und Mot-
2 ist daher mit den zur VerfUgung stehenden Mitteln nicht moglich. Auf diese

Problematik wiesen bereits Skynner et al. 2002 hin'®".

Mortalin war bei der PEPCK-bGH transgenen Mausen im Vergleich zur Wildtyp-
Mausen in der Abundanz um den Faktor + 2,0 erhéht. Da PEPCK-bGH transgene
Mause eine Neigung zur Ausbildung von Tumoren besitzen, ware die weiterfuhrende
Differenzierung der Isoformen Mot-1 und Mot-2 durchaus relevant. Mortalin-2 kdnnte
die Entartung von Zellen in den PEPCK-bGH transgenen Tieren durch seine erhdhte

Abundanz forcieren.

102



Diskussion

Prohibitin: (Synonyme: B-cell receptor associated protein 32; BAP 32, PHB 1)

Prohibitin 1 und 2 (PHB 1: MG zirka 30 kDa und PHB 2: MG zirka 37 kDa) sind
hochkonservierte Proteine in eukaryontischen Zellen, die in vielen zellularen
Kompartimenten, vornehmlich in Mitochondrien, als Chaperone, aber auch im
Zellkern als Modulatoren der Transkription und in der Blutzirkulation vorkommen.
Ursprunglich wurden fur das Prohibitin inhibitorische Wirkungen auf die
Zellproliferation beschrieben'®. Neuere in vitro Studien zeigen, dass der MAP-
Kinase- Signalweg direkt durch Prohibitin beeinflusst wird und zwar Uber die c-Raf
Proteinkinase. Dabei bildet c-Raf einen Komplex mit Prohibitin aus, was zu einer
verstarkten Aktivierung der Raf-MEK-ERK Kaskade und einer ERK vermittelten
Internalisierung von Cadherin und B-Catenin, einhergehend mit einer Schwachung
des Zell-Zell-Kontaktes, fuhrt. Diese Koppelung ist auch bedeutsam fur die EGF-
induzierte Auslésung der Zellwanderung '*'. Eine Uberexpression von Prohibitin in
Rattenzellen zeigte, dass es die renale interstitielle Fibroblastenproliferation
unterdrickt und eventuell als Ansatzpunkt fur die Therapie der tubulointerstitiellen
Fibrose dienen konnte®®. Eine in vitro Studie an humanen Kolonkarzinomzellen
(Caco2-BBE-Zellen), die Prohibitin Uberexprimieren, hat gezeigt, dass die Zellen vor
einer H,Oz-induzierten Verminderung des Antioxidans Glutathion geschiitzt sind'°.
Prohibitin 1 interagiert mit verschiedenen nuklearen Proteinen, darunter auch zwei
Tumorsuppressorproteinen, (Ostrogenrezeptor, HDAC-1, p53,
Retinoblastomaprotein, E2F, BRG1/BRM, Androgenrezeptor, N-CoR), die an der

Gentranskription beteiligt sind'®. Prohibitin 1 ist mit einer hohen Abundanz im

GefaRsystem des weilen Fettgewebes der Maus und des Menschen vorhanden'®.
Prohibitin wirkt demnach als vaskularer Marker von Fettgewebe '*°. Beide Prohibitine
kommen fraktioniert auf der Plasmamemebran von humanen intestinalen
Epithelzellen als Bindungsort fir das Vi kapsulare Polysaccharid von Salmonella
typhimurium. In vitro bindet Prohibitin in humanem Serum an C3 und verstarkt die
Komplementaktivierung'?'. Prohibitin 1 ist in vielen Tumorzellen berexprimiert™’
und erhdéhte Konzentrationen von Prohibitin 1 zeigten sich in der Zirkulation von

Tumorpatienten®®.

In vivo Versuche mit tierischen Modellen und Untersuchungen an Menschen haben
gezeigt, dass die Expression von Prohibitin nach unten reguliert ist bei der

.Inflammatory Bowel Disease“ (= IBD bzw. chronisch entziindliche Darmerkrankung
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= CED). Interleukin 6 (IL-6) verandert die Prohibitin-Expression in intestinalen
Epithelzellen in Kultur und in vivo. IL-6 Knockout Mause zeigen eine reduzierte

Prohibitin-Expression im Kolon verglichen mit den Wildtypmausen'®®.

Zirkulierende Prohibitine haben moglicherweise eine regulatorische Funktion, die es
zu bestimmen gilt. Der derzeitige Wissensstand Uber die einzelnen Funktionen von
Prohibitin 1 und 2 ist noch sehr unbefriedigend und nur durch Knockout Modelle
konnen Aussagen Uber die physiologische Bedeutung der verschiedenen
Interaktionen, die bereits in vitro gezeigt wurden, getroffen werden'?°. Prohibitin 2
Knockout Mause weisen eine embryonale Letalitat auf. Heterozygote PHB 2 Mause

zeigen eine erhdhte Ostrogen-Empfindlichkeit'?.

Der Vergleich der Massenspektren in der SwissProt Datenbank identifizierte das
Protein Prohibitin 1 der Hausmaus (Mus musculus). Der Proteinspot, der fir die
MALDI-TOF/TOF Analyse aus dem Gel geschnitten wurde, hat ein Molekulargewicht
von zirka 30 kDa. Die Auswertung in der ,DeCyder Software, Version 6.5“ ergab eine
Erhohung der Abundanz um den Faktor + 3,4 bei der PEPCK-bGH transgenen Maus
im Vergleich zur Wildtypmaus. Die Uberexpression von bGH unter der Kontrolle des
PEPCK-Promotors fuhrt bei Mausen zu Viszeromegalie und unter anderem auch zu
pathologischen Veranderungen an den Nieren. Ebenso ist ein mdgliches Auftreten
von hepatozellularen Neoplasien bei bGH transgenen Mausen bekannt. Aufgrund der
in vitro Versuche von Guo et al. 2007 konnte eine vermehrte Expression von
Prohibitin in PEPCK-bGH transgenen Mausen den Nierenveranderungen entgegen
wirken®®. Des Weiteren ware auch, aufgrund des vermehrten Vorkommens von
Prohibitin  bei PEPCK-bGH transgenen Mausen denkbar, dass das
Wachstumshormon seine Wirkung uber Prohibitin vermittelt und der MAP-Kinase
Signalweg in der Nebenniere verstarkt aktiviert ist. Die Verminderung des oxidativen
Stresses und auch die Aktivierung des Tumorsuppressorproteins p53 durch
Prohibitin konnten Regulationsmechanismen gegen die erhohte Tumorneigung bei
PEPCK-bGH transgenen Mausen darstellen. Auf einen mdglichen Einfluss von

Prohibitin auf die Tumorentwicklung haben Rajalingam et al. 2005 hingewiesen''.
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Calreticulin: (Synonyme: CRP 55, Calregulin)

Calreticulin ist ein Calcium-bindendes Chaperon des endoplasmatischen Retikulums
(ER). Die N-terminale Domane und die zentrale P-Domane sind verantwortlich fur die
Chaperon-Aktivitat, wohingegen der C-terminalen Domane eine Schlusselrolle bei
der Ca®*-Speicherung zukommt. Studien an Zellen von Calreticulin-defizienten
Mausen zeigten, dass Ca®*-Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum in
Abwesenheit von Calreticulin gehemmt war und auch Ca**-abhingige Signalwege
beeintrachtigt waren. Zusammen mit Calcineurin, einer Ca?*/Calmodulin-abhangigen
Phosphatase, kann Calreticulin die Apoptoserate beeinflussen, indem es indirekt
Uber Calcineurin Apoptosefaktoren (Bax, Bid, Caspase 9) dephosphoryliert oder
Transkriptionsfaktoren (NF-AT, MEF2, CREB, Elk-1) aktiviert®>. In vivo Studien
haben gezeigt, dass ein Calreticulin-Mangel wahrend der Embryonalentwicklung der
Maus auf Grund von daraus resultierenden Lasionen in der Ventrikelwand tddlich
ist'"®. Calreticulin beeinflusst die Zelladhdsion, indem es die Expression von
mehreren Genen, die fur Adhasionsproteine (z. B. Vinculin und N-Cadherin)

', UbermaRige Adipositas ist mit chronischer Entziindung

kodieren, regulie
assoziiert, sowohl in humanen, als auch in murinen Adipositasmodellen. Adiponektin,
das von Adipozyten gebildet wird, ist ein Hormon, welches antidiabetische und
antiinflammatorische Wirkungen aufweist. Adiponektin-defiziente (APN-KO) Mause
konnten apoptotische Zellen, welche ihnen intraperitoneal injiziert wurden, schlechter
entfernen und umgekehrt forderte die Verabreichung von Adiponektin die Clearance
apoptotischer Zellen durch Makrophagen. Es konnte gezeigt werden, dass
Adiponektin apoptotische Zellen opsonisiert und sie dann uber ihre Bindung an
Calreticulin an der Oberfliche von Makrophagen der Phagozytose zufiihrt'®®. Uber
Vasostatin, der N-terminalen Domane von Calreticulin, wurde in verschiedenen
Veroffentlichungen deren antiproliferative und anti-Tumor Effekte in endothelialen
Zellen und Maustumormodellen berichtet’. Eine in vivo Studie mit Nacktmausen,
denen Vasostatin-exprimierende BON-Zellen (humane Pankreastumorzellen)
implantiert wurden, zeigte, kontrar zu friheren Untersuchungen, ein friheres und
schnelleres Tumorwachstum verglichen mit den Wildtyp—Mausen. Des Weiteren war
die Expression von Tumorsuppressorgenen, u.a. von p53, nm23, Rb und Vinculin
und des zellregulatorischen Proteins p27kip1 und der zelldifferenzierungsabhangigen
Proteinkinase PRK herrunterreguliert’. In einer Untersuchung der Expression von

intrazellularen Proteinen im Vergleich zwischen einer regressiven und einer
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progressiven murinen Fibrosarkomzelllinie konnten insgesamt neun Proteinspots
identifiziert werden, die in der Abundanz zwischen den zwei Zelllinien signifikant
verandert waren. Einer der signifikant veranderten Proteinspots konnte als
Calreticulin identifiziert werden. Calreticulin war in der progressiven Zelllinie deutlich

iberexprimiert®’.

Calreticulin war bei der PEPCK-bGH transgenen Maus im Vergleich zur Wildtyp-
Maus in der Abundanz um den Faktor - 2,2 erniedrigt. Eine Reduktion von
Calreticulin in PEPCK-bGH transgenen Mausen konnte daflr sprechen, dass die
Clearance apoptotischer Zellen nicht im vollen Umfang funktioniert und eventuell in

einer systemischen Entzindung endet.
Chromogranine/Sekretogranine:

Chromogranine und Sekretogranine gehdren zu einer einheitlichen Gruppe aus
sauren und Ibslichen sekretorischen Proteinen, die in Neuronen und
neuroendokrinen Zellen gemeinsam mit biogenen Aminen und Neurotransmittern in
Vesikeln gespeichert werden. Die Vesikel sind im Transmis-
sionselektronenmikroskop als elektronendichte Strukturen sichtbar. Die drei
klassischen ,Granine“ sind Chromogranin A, Chromogranin B und Secretogranin-II;
weitere Mitglieder der Granin-Familie sind Secretogranin-Ill (1B1075), Secretogranin-
IV (HISL-19), Secretogranin-V (7B2) und Secretogranin-VI (NESP55)'®. Das relative
Verhaltnis der ,Granine“ variiert zwischen den einzelnen Spezies, den Geweben und
Zellen, was darauf hinweist, dass sie unterschiedliche Funktionen besitzen®'. Unter
anderem besitzen sie Erkennungsstellen flir Endopeptidasen, die die Prohormone
durch proteolytische Spaltung in die bioaktive Form uberfuhren. Aufgrund ihres
ubiquitaren Vorkommens in neuroendokrinem Gewebe und im Nervensystem,
konnen sie als Indikatoren fur die sympathoadrenale Aktivitat dienen. Des Weiteren
kdnnen sie in klinischer Hinsicht sehr nutzliche Marker darstellen flr ihre Sekretion in

gesunden im Vergleich zu pathologisch verdnderten, neuroendokrinen Zellen'®®.

Chromogranin B (Synonym: Secretogranin-I; 657 AS [Mus musculus])

Es wurden drei Fragmente mit einem Molekulargewicht von ca. 24 kDa als

Secretogranin-1 identifiziert. Das theoretische Molekulargewicht von Secretogranin-1
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[Precursor] liegt bei ca. 78 kDa. Die drei Fragmente konnen das Ergebnis einer
proteolytischen Spaltung sein. Ein Vorkommen bzw. die Bedeutung eines 24 kDa
grolRen Fragmentes von Chromogranin B der Maus wurde in der Literatur bisher nicht
beschrieben. Gasnier et al. 2004 spaltete enzymatisch das gereinigte bovine
Chromogranin B mit der Endoproteinase Lys-C und erhielt nach der Auftrennung
mittels SDS-PAGE 10 Fragmente mit einem Molekulargewicht zwischen 100 kDa und
18 kDa, unter anderem war auch ein Fragment mit 24 kDa dabei®'. Als Pro-Protein,
kann Chromogranin B gespalten werden in das antibakterielle Peptid Sekretolytin
(bovin: CHGB 614-626) und in andere Peptide mit nicht definierten biologischen
Funktionen, einschlie3lich SR-17 (porcin: CHGB 586-602), CCB (human: CHGB 597-
653), GAWK (human: CHGB 420-493) und PE-11 (Ratte: CHGB 552-562)""2,
Chromogranin B ist nicht nur in den sekretorischen Granula, sondern auch im
Nukleus vorhanden. Huh et al. 2006 zeigten, dass Chromogranin B bei der IP3-
induzierten Ca*-Mobilisierung im Nukleus beteiligt ist’. Yoo et al. 2002 stellten fest,
dass Chromogranin B die Transkription verschiedener Gene induzieren (MEF2C,
hCRP2, abLIM) oder unterdricken (hcKrox, T3-Rezeptor, Troponin C, Intergrin)

kann'®®.

In einer in vitro Studie flhrte man eine Proteomanalyse (2D-SDS PAGE,
Silberfarbung und anschlielender Identifizierung mittels N-terminaler AS-
Mikrosequenzierung) vor und nach Behandlung von PC12 Zellen
(=Nebennierenpheochromozytomzellen der Ratte) mit NGF (Nerve Growth Factor)
durch. Das Ergebnis war, dass ein 43 kDa Chromogranin B Fragment und beta-
Tubulin nach der Behandlung mit NGF signifikant in ihrer Abundanz erhoht waren.
Dieser Effekt konnte spezifisch mit einem MEK-1 Inhibitor (PD98059) geblockt
werden. Die Schlussfolgerung war, dass das vermehrte Vorkommen des
Chromogranin B Fragmentes auf die Aktivierung des MAP-Kinase Weges zurick zu
fuhren ist und dass dieses Fragment eventuell als neuer Marker fur neuronale

Differenzierung in Proteomstudien angesehen werden kann’?.

Secretogranin-Il (Synonym: Chromogranin C; 617 AS [Mus musculus])

Auch hier wurden drei Fragmente mit einem Molekulargewicht von ca. 66, 37 und 22

kDa als Secretogranin-2 identifiziert. Das theoretische Molekulargewicht von
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Secretogranin-2 [Precursor] liegt bei ca. 70 kDa. Das 66 kDa Fragment kann das
ausgeschleuste Secretogranin-2, das heil3t nach Abspaltung der Signalsequenz (30
AS), darstellen. Das ca. 37 kDa grol’e Fragment und das 22 kDa grolse Fragment
konnten nach proteolytischer Spaltung entstanden sein. Das Auftreten eines 37 bzw.
24 kDa grolles Fragmentes von Secretogranin-2 der Maus nach einer 2D-SDS
PAGE wurde in der Literatur bislang nicht beschrieben. Sekretoneurin, ein
Neuropeptid, das von Sekretogranin-Il abstammt, besitzt verschiedene Aufgaben. Es
verhindert die endotheliale Zellapoptose, stimuliert die endotheliale Zellproliferation

und aktiviert das MAP-Kinase System und den Akt-Signalweg®’.

Sowohl Chromogranin B, als auch Secretogranin-lIl waren bei der PEPCK-bGH
transgenen Maus im Vergleich zur Wildtypmaus in der Abundanz um den Faktor -2,0
bis -2,4 erniedrigt. Das verminderte Vorkommen von Chromograninen in der
Nebenniere von PEPCK-bGH transgenen Mausen konnte ein Hinweis auf eine

verminderte sympathoadrenale Aktivitat sein.

Alpha-1 Antitrypsin 1-6: (Synonym: Serinprotease Inhibitor 1-6, 412 AS [Mus

musculus])

Das Alpha-1 Antitrypsin gehoért zu den Akute-Phase Proteinen, die bei einer
Gewebeschadigung aktiviert werden und als Serinproteaseinhibitor (Serpin) die
Gewebsschadigung reduzieren'®. Lu et al. 2006 zeigten in einer Studie mit NOD
(Non Obese Diabetic) Mausen, dass eine Gentherapie mit humanem Alpha-1
Antitrypsin die zellvermittelte Autoimmunitat erhalt, das T-Zell-Rezeptor Repertoir
andert und somit die Mause effektiv vor der Ausbildung eines Typ 1 Diabetes

t'"  Eine in vitro und eine in vivo Studie Uber die

schutz
Lungenemphysempathogenese ergaben, dass humanes Alpha-1 Antitrypsin direkt
die Caspase-3 hemmt und somit antiapoptotisch wirkt. Dieser Anti-Apopotose
Mechanismus konnte relevant sein fir Krankheiten, die durch exzessive, strukturelle
Zellapoptose, oxidativen Stress und Entzundung, wie beim Lungenemphysem der
Fall, gekennzeichnet sind'*®. In einer in vivo Studie wurden Méusen subkutan UV-
induzierte Hautfibrosarkomzellen injiziert, um dann in vivo sezernierte Peptide bzw.
Proteine aus der Tumormasse einmal im progressiven und einmal im regressiven
Tumorstadium mittels Massenspektrometrie zu bestimmen. Unter anderem wurde

Alpha-1 Antitrypsin 1-6 aus der Tumormasse nur des regressiven Stadiums
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identifiziert. Dies konnte ein Ansatz sein fur die Entdeckung von in vivo Biomarkern in

menschlichen Krankheiten’>.

Beide differentiell abundanten Proteinspots, die als Alpha-1 Antitrypsin 1-6
identifiziert wurden, waren bei der PEPCK-bGH transgenen Maus im Vergleich zur
Wildtypmaus in der Abundanz um den Faktor +2,1 beziehungsweise um +2,6 erhoht.
Da PEPCK-bGH transgene Mause pathologische Veranderungen an inneren
Organen (v.a. an Niere und Leber) und auch eine erhdhte Tumorneigung aufweisen,
konnte Alpha-1 Antitrypsin eventuell als Schutz vor oxidativem Stress in Erscheinung
treten. Die Tatsache, dass Alpha-1 Antitrypsin in einer Lungenemphysemstudie einen
anti-apoptotischen Effekt aufwies (Petrache et al. 2006'*°) und die MS-Identifizierung
von Alpha-1 Antitrypsin nur aus der regressiven, nicht der progressiven Tumormasse

(Huang et al. 2006"%) méglich war, unterstiitzt die These.
Kininogen-1:

Kininogen-1 ist ein Plasmaprotein und besteht aus einer schweren und einer leichten
Kette und dem 9 AS grolien, vasoaktiven Peptid Bradykinin. HMW (High Molecular
Weight) Kininogen schutzt Prakallikrein vor der Inaktivierung, so dass die
Blutgerinnungskaskade in Gang gesetzt werden kann'**. Das HMW (High Molecular
Weight) Kininogen wirkt aufgrund der Freisetzung von Bradykinin positiv auf die
Angiogenese. Song et al 2004 konnten mittels eines monoklonalen Antikorpers
(C11C1) die Bindung von HMW (High Molecular Weight) Kininogen an endotheliale
Zellen verhindern und somit die Tumorangiogenese (humanes Kolonkarzinom in

Nacktmause verpflanzt) hemmen'®?.

Kininogen-1 war bei der PEPCK-bGH transgenen Maus im Vergleich zur Wildtyp-
Maus in der Abundanz um den Faktor + 2,1 erhoht. Diese Erhohung wurde fur ein
Tumorgeschehen und der damit verbundenen Tumorangiogenese sprechen, wobei
in den Nebennieren der PEPCK-bGH transgenen Mausen keine tumordsen

Veranderungen beobachtet wurden.
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Mannose-binding Protein C: (Synonym: Mannan-binding Protein, Mannan-binding

Lectin)

Das Mannose-binding Protein C (MBP) ist ein Ca®"-abhangiges Serumlektin, das
hauptsachlich von Hepatozyten gebildet wird. Es bindet mit hoher Affinitat an
Glucoproteinen mit terminalen Mannose-, Fucose- und N-acyetylglucosamin- Reste,
die auf der Oberflache von Mikroorganismen zu finden sind. MBP aktiviert durch die
Bindung an Kohlenhydrate das Komplementsystem (Lektin-Weg) und ist somit ein
wichtiger Bestandteil der angeborenen Immunitat. Endogene MBP-Liganden sind
Meprine (a und B), sogenannte Metalloprotease, die im Burstensaumepithel der
proximalen Nierentubuli und in den Epithelzellen des Darms von Mensch und Maus
vorkommen. Meprine sind unter anderem an Tumorwachstum und Metastasierung
beteiligt. MBP ist ein naturlicher Metalloprotease-Inhibitor und kann als
therapeutischer Ansatz in der Tumorprogression gesehen werden®. Eine in vivo
Studie mit humanen Kolonkarzinomzellen, die in Nacktmausen implantiert wurden
hat gezeigt, dass das Mannose-binding protein C eine deutliche Verminderung des
Tumorwachstums und dadurch eine Lebensverldangerung dieser Mause bewirkte'"°.
Eine in vitro Studie mit einer humanen Hepatozytenzellinie untersuchte, inwieweit
Hormone, wie GH, Hydrokortison, IGF-I, Insulin, Interleukin-6 oder Thyroidhormone
(Ts und T4) die Synthese des Mannose-binding Protein C beeinflussen. Anhand der
Messung der MBP—mRNA zeigte sich, dass GH, Tz und T4 einen deutlichen Anstieg

der MBP-Synthese verursachen'®.

Mannose-binding protein C war bei der PEPCK-bGH transgenen Maus im Vergleich
zur Wildtypmaus in der Abundanz um den Faktor +2,2 erhoht. Die erhohte bGH-
Expression in Mausen vermindert durch Organveranderungen, v.a der Niere, die
Lebenserwartung dieser Mause deutlich (siehe unter 2.2.2.1). Das vermehrte
Vorkommen von Mannose-binding protein C bei den PEPCK-bGH transgenen
Méausen kénnte aufgrund der GH-Wirkung (siehe Sgrensen et al. 2006'%) erklarbar
sein und sich zudem auch positiv auf die Lebenserwartung (Ma et al. 1999'"%) der

PEPCK-bGH transgenen Mausen auswirken.
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Hamopexin:

Hamopexin ist ein Serumglykoprotein (Akute-Phase-Protein), das freies Ham aus
dem Blutstrom mit hoher Affinitat absondert und es dann zur Leber fur die
Eisenaufbereitung transportiert. Es wird vor allem in der Leber, aber auch im

peripheren Nervensystem exprimiert'"

Hamopexin hemmt deutlich die Ham-
katalysierte Sauerstoffradikalbildung und ist daher ein wichtiger Schutz der Lipide
und Proteine vor oxidativem Stress'®. In Hamopexin-Knockout Mausen zeigte sich
nach einer akuten Hamolyse in der Niere mit verstarkter Hamoglobinurie, renaler
Eisenansammlung und Lipidperoxidation als Folge ein schwerer, renaler Schaden im
Gegensatz zu Wildtypmausen'”'. Eine weitere Aufgabe von Hamopexin als
hepatische Hyaluronidase die Mithilfe bei der Clearance von Hyaluron-Fragmenten
aus dem Blutstrom. Stred et al. 2003 stellten fest, dass Hamopexin ein GH-
induzierbares Gen in der Rattenleber in vivo und in kultivierten Ratten-Hepatom-
Zellen ist'®®. In Maus-Hepatomzellen (Hepa) zeigte sich, dass der Ham-Hamopexin
Komplex JNK/SAPK aktivieren und die Expression von p53 und p21WAFV/CIPY/SDH
erhdhen kann*?. Infektion geht oft mit Hamolyse einher und filhrt damit zu einem
erhdhten Vorkommen von freiem Ham. Zu grole Mengen an freiem Ham sind
toxisch, da sie die Haupteisenquelle fir das Wachstum der eingedrungenen
Bakterien darstellen. Bei einem in vivo Versuch wurden Mause mit Pseudomonas
aeruginosa infiziert und die Verteilung der Plasmaproteine nach Entfernung von
Albumin mittels 2D-Gelelektrophorese und MALDI-TOF Analyse ermittelt. Wie
erwartet, waren viele murine Akute-Phase Proteine hochreguliert. Der erhdhte Level
an Hamopexin im entzindeten Mausplasma wurde mit einer Western Blot Analyse
bestatigt®®. Cheung et al. 2000 zeigten, dass Ratten, denen humanes Hamopexin in
die suprarenale Arterie infundiert wurde, einen deutliche Proteinurie und auch MCD

(Minimal Change Disease)-ahnliche Veranderungen an den Nieren entwickelten®.

Beide differentiell abundanten Proteinspots, die als Hamopexin identifiziert wurden,
waren bei der PEPCK-bGH transgenen Maus im Vergleich zur Wildtypmaus in der
Abundanz um den Faktor + 2,0 beziehungsweise um + 2,5 erhdht. Der Einfluss von
GH kénnte fir die verstarkte Exprimierung von Hamopexin, wie Stred et al. 2003
feststellten, verantwortlich sein. Der erhohte Hamopexin-Spiegel konnte, durch
Hemmung der Sauerstoffradikalbildung, oxidativen Prozessen in PEPCK-bGH

transgenen Mausen entgegenwirken.
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Transthyretin: (Synonym: Praalbumin)

Transthyretin ist ein so genanntes Negativ-Akute-Phase Protein, dessen
Plasmakonzentration bei einer Entzindung sinkt*® wird hauptsachlich in der Leber,
aber auch im Plexus choroideus gebildet und kommt somit im Plasma und in der
Zerebrospinalflissigkeit vor. Es besitzt hochaffine Bindungsstellen fir die
Thyroidhormone (T3 und T4) und bildet mit Retinol Binding Protein (RBP) einen
stabilen Komplex*'. Transthyretin kann sich durch eine Punktmutation als
Amyloidfibrillenprotein (Ersatz von Valin durch Methionin an Position 30) in Organen
ablagern und eine Amyloidose verursachen'?. In adulten Patienten mit Morbus
Crohn (=chronisch-entzindliche Darmerkrankung) ist unter anderem IGF-l und
Transthyretin ~ vermindert vorhanden und negativ  korreliert mit dem
Krankheitsverlauf'*®. Eine Studie lber renales Zellkarzinom war der Serumspiegel
von Transthyretin und Leptin der Patienten umgekehrt korreliert mit dem
Tumorstadium und der Tumordifferenzierung'*. Eine Studie an mannlichen Ratten,
denen die Hypophyse entfernt wurde, ergab, dass die Expression von Transthyretin
deutlich reduziert war im Serum und in der Leber dieser Tiere. Ein Ersatz durch GH
senkte die mMRNA Expression noch weiter herab. Bei den Kontrolltieren mit normaler
Schilddrisenfunktion bewirkte eine GH-Behandlung eine Hemmung der

Transthyretin-Expression'’®.

Transthyretin war bei der PEPCK-bGH transgenen Maus im Vergleich zur
Wildtypmaus in der Abundanz um den Faktor 2,2 erniedrigt. Ein Grund konnte die
hemmende GH-Wirkung auf die Transthyretin-Expression, die von Vranckx et al.
1994 beobachtet wurde'’®, sein.

Serumalbumin:

Die Entfernung der Hypophyse bei Ratten zeigte als Folge eine verminderte
Albuminsyntheserate Die Substitution von GH bewirkte eine verstarkte

Albuminsyntheserate®®.

Hana et al. 2002 untersuchten die Wirkung von GH-Ersatz auf die reduzierte
mikrovaskularer Perfusion GH-defizienter Menschen. Nach einer GH-Therapie
konnte die verminderte Stickoxid (NO)-Bildung normalisiert werden. Aus friheren

Studien zeigte sich, dass eine Vasodilatation stimuliert durch IGF-I komplett durch
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einen NO-Synthase Inhibitor verhindert werden kann. Es wurde der IGF-I-NO-
Synthase—-NO-Achse eine SchlUsselrolle in der Regulierung der Mikrozirkulation
zugesprochen. Der GH-Ersatz stimulierte die Umwandlung von Thyroxin (T4) in das
aktive Hormon Triiodthyronin (T3). Dieser erhdhte Triiodthyronin-Level konnte

ebenfalls zu einer erhdhten Mikrozirkulation beitragen®.

Serumalbumin war bei der PEPCK-bGH transgenen Maus im Vergleich zur
Wildtypmaus in der Abundanz um den Faktor + 2,8 erhoht. Der Grund fur das
erhdhte Vorkommen von Albumin ist die direkte positive Wirkung von GH auf die
Albuminsyntheserate (Kernoff et al. 1971)% oder indirekt tiber Triiodthyronin durch

die verbesserte Blutzirkulation (Hana et al. 2002).
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5.2.3 Diskussion der Ergebnisse der Nebennierenproteomstudie bGH
transgener versus bGH/mIGFBP-2 transgener Mause

Auch bei dem zweiten Nebennierenproteomvergleich wurden pro Genotyp funf
biologische Proben (Nebennieren) fur die Analyse verwendet. Somit konnten funf 2D-
DIGE Gele (insgesamt 15 Images) mittels der ,DeCyder Software, Version 6.5
ausgewertet werden. Zwei Parameter fur die Auswertung konnten, wie im DIGE-
Experiment G versus WT angewandt, beibehalten werden (p-Wert < 0,05 und Spot
muss in allen Images vorkommen). Dagegen konnte mit der Wahl des
Abundanzfaktors von +2 oder -2 kein einziger, differentiell abundanter Proteinspot
detektiert werden. Erst nach Korrektur des Faktors um 0,5, dass bedeutet einen Wert
von + 1,5 oder — 1,5, konnten 4 Proteinspots in ihrer Abundanz als differentiell
ausgemacht werden. Der p-Wert lag zwischen 0,01 und 0,03 und der Abundanzfaktor
lag zwischen +/- 1,5 bis +/-1,7. Von den vier in der Abundanz um den Faktor +/- 1,5
veranderten Proteinspots konnten alle vier mittels der MALDI-TOF/TOF Analyse

eindeutig identifiziert werden (siehe Tabelle 19).

Spothnummer Accession
“ Abundanzfaktor Number Proteinname
»DeCyder - —
»OwissProt
STAR Mouse | Steroidgenetic acute
1529 *+16 P51557 regulatory protein
Thioredoxin-
1682 -1,5 PRDX3_Mouse dependent peroxide
P20108
reductase
HEMO_Mouse .
186 + 206 -1,7und -1,6 Q91X72 Hemopexin
Tabelle 19: Im Uberblick alle 4 identifizierten Proteine des

Nebennierenproteomvergleichs  PEPCK-bGH  transgene  versus  PEPCK-
bGH/mIGFBP-2 transgene Mause
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Im Folgenden werden die 4 identifizierten Proteinen (siehe Tabelle 19) einzeln ihrer
Funktion entsprechend dargestellt und ihre Veranderung der Abundanz mit den

jeweiligen Genotypen diskutiert.

Steroidgenetic acute regulatory protein (StAR): (Synonym: Luteinizing hormon-

induced protein)

StAR, eine essentielle Komponente der Steroidhormonsynthese, ist fur den Transport
von Cholesterin vom Zytoplasma zur inneren Mitochondrienmembran zustandig.
Untersuchungen an Menschen, die an kogenitaler lipoiden adrenalen Hyperplasie
(engl.: lipoid CAH), einer autosomal rezessiven Erbkrankheit leiden, haben ergeben,
dass bei ihnen eine Mutation am Star Gen auftritt, die fur die Entstehung eines

t*3. Eine Studie an Star

funktionell unwirksamen StAR-Proteins verantwortlich is
Knockout Mausen zeigte, dass die meisten Tiere innerhalb von ein bis zwei Tagen
nach der Geburt aufgrund von Lungenversagen, die verbleibenden Tiere nach zirka
zwei Wochen mit klinischen Anzeichen von Hypovolamie starben. Makroskopisch
waren die Nebennieren der Knockout Mause kleiner, als die der nicht transgenen
Wurfgeschwister und die mannlichen Mause wiesen weibliche aullere
Geschlechtmerkmale auf. Deutliche histologische Veranderungen traten an der
Nebennierenrinde beider Geschlechter und an den Hoden in Form von
Lipidablagerungen  auf®®  (genauere  Beschreibungen der histologischen
Veranderungen siehe Hasegawa et al. 2000). Hormonelle Veranderungen waren
deutlich erniedrigte Kortikosteron- und Aldosteron-Spiegel, wohingegen eine
Erhéhung des ACTH- und des CRH- Spiegels aufgrund des fehlenden negativen
Feedbacks Mechanismus eintrat. Eine Behandlung mit Kortikosteroiden post partum
erhielt einzelne Mause bis zu 14 Wochen am Leben®®?. Die Erkenntnis dieser Studie
ist, dass StAR post partum lebensnotwendig flr die Synthese von Steroidhormonen
ist, die unter anderem essentiell fur die Lungenreifung (Glukokortikoide) und die
Regulation des Blutdrucks (Aldosteron) sind. Angiotensin II-, Kalium- und ACTH-
Stimuli induzieren die Expression des StAR Proteins®. Ca?*-Signal stimuliert die
Expression von StAR und somit der Steroidhormonsynthese in bovinen
fasciculata/reticularis Zellen'®. In einer Studie mit H295R Zellen (humane
adrenokortikalen Zellen) konnte gezeigt werden, dass JAK2 durch Angiotension Il
aktiviert wurde und dass die Hemmung von JAK2 mit AG490 die Angiotensin II-
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abhangige Aktivierung der StAR-Transkription blockiert und die Progestreonsynthese

hemmt®’.

Steroidgenetic acute regulatory protein (StAR) war bei der PEPCK-bGH transgenen
Maus im Vergleich zur PEPCK-bGH/mIGFBP-2 transgenen Maus in der Abundanz
um den Faktor + 1,6 erhdoht. StAR, eine essentielle Komponente der
Steroidhormonsynthese in der Nebenierenrinde, konnte unter dem Einfluss des
Wachstumshormons stehen. Hoeflich et al. konnten 2002 zeigen, dass IGFBP-2 das
durch GH-stimulierte Wachstum (nur Hypertrophie) der Zona fasciculata-Zellen der

Nebnnierenrinde hemmt®®

. AuBerdem wurde gezeigt, dass IGFBP-2 auch einen
negativen Einfluss auf die Steroidsynthese ausuben kann, indem es den GH-
abhangigen Anstieg der Serum-Kortikosteronkonzentration vollstandig blockierte.
Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kdnnte IGFBP-2 seinen negativen
Einfluss auf die Serum-Kortikosteronkonzentration durch eine Hemmung der

Steroidhormonbiosynthese auslben.

Thioredoxin-dependent peroxide reductase (PRDX 3): (Synonym: Peroxiredoxin-

10

Peroxiredoxine sind eine Familie von multifunktionalen, Thioredoxin-abhangigen
Peroxidasen. Es gibt sechs bekannte Peroxiredoxine (PRDX I-VI) unter den
Saugetieren'®. Zu ihren Hauptaufgaben zahlen der zelluldre Schutz vor oxidativem
Stress, Modulation intrazellularer Signalkaskaden, die Wasserstoffperoxid (H203) als
sekundaren Botenstoff bendtigen und Regulation der Zellproliferation”. PRDX-III ist
ein mitochondriales Mitglied der Peroxiredoxin-Familie. Ein niedriger H»,O,-Spiegel,
der von den Mitochondrien produziert wird, reguliert physiologische Prozesse,
inklusive Zellproliferation. Dagegen ist ein hoher H>O»>-Spiegel zelltoxisch und
induziert Apoptose. Die Expression von Peroxiredoxinen ist in verschiedenen
humanen Tumoren erhdht. Eine Uberexprimierung von PRDX-IlIl in murinen
Thymuszellen (WEHI7.2) bewirkt eine Veranderung des mitochondrialen
Membranpotentials, die  Verminderung des H;O,-Spiegels und eine

Wachstumsverzégerung ohne Veranderung der basalen Apoptoserate’°.

Die Thioredoxin-abhangigen Peroxidasen katalysieren die Reaktion:

2R-SH + ROOH < R’-S-S-R™ + H,O + ROH
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Die Thioredoxin-abhangige Peroxidase Il (PRDX-Ill) war bei der PEPCK-bGH
transgenen Maus im Vergleich zur PEPCK-bGH/mIGFBP-2 transgenen Maus in der
Abundanz um den Faktor -1,5 erniedrigt. In Tumorzellen der Nebennierenrinde (Y-1
Zellen) konnte gezeigt werden, dass IGFBP-2 in die Kontrolle von oxidativem Stress

involviert ist’

. Aktuelle Ergebnisse zeigen, dass auch in unterschiedlichen Geweben
von [IGFBP-2 transgenen Mausen die spezifische Enzymaktivitat von
unterschiedlichen Redox-relevanten Enzymen (Katalase, Superoxiddismutase)
verandert ist (Hoeflich et al. 2006, Patentschrift). Mit PRDX-IIl ist ein weiteres,
bislang nicht berticksichtigtes Redox-relevantes Enzym identifiziert worden, wodurch
eine Beteiligung von IGFBP-2 bei der Kontrolle des oxidativen Stresses unterstutzt

wird.

Hamopexin:

Hamopexin ist ein Serumglykoprotein, das freies Hdm aus dem Blutstrom mit hoher
Affinitat absondert und es dann zur Leber fur die Eisenaufbereitung transportiert

(genaueres siehe unter 5.2.2).

Beide differentiell abundaten Proteinspots, die als Hamopexin identifiziert wurden,
waren bei der PEPCK-bGH transgenen Maus im Vergleich zur PEPCK-
bGH/mIGFBP-2 transgenen Maus in der Abundanz um den Faktor -1,6 bzw. -1,7
erniedrigt. Das vermehrte Vorkommen bei PEPCK-bGH/mIGFBP-2 transgenen
Mausen konnte im Zusammenhang mit der Beteiligung von IGFBP-2 bei der

Kontrolle von oxidativem Stress stehen.

Im Rahmen dieser holistischen Proteomanalyse konnten Kandidatenproteine mit
Relevanz fur das Nebennierenwachstum identifiziert werden. Somit steht eine solide
Basis fur weitere Untersuchungen zur Verfligung. Ein interessanter Ansatz ware, die
Funktion von Prohibitin und Sekretogranin-l und -Il in den MAP-Kinase Signalwegen

zU untersuchen.
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6 Zusammenfassung

Das GH/IGF-System ist maligeblich an der Regulation von Wachstumsprozessen
beteiligt. Die Funktion der IGF-Bindungsproteine (IGFBPs) wurde sowohl in vitro, als
auch in transgenen Tiermodellen untersucht. In den IGFBP transgenen
Mausmodellen zeigte sich haufig ein im Wachstum retardierter Phanotyp. Speziell fur
IGFBP-2 konnte gezeigt werden, dass es bei einer gleichzeitige Uberexpression von
GH zu einer signifikanten Abnahme der GH-induzierten Hypertrophie der Zona
fasciculata-Zellen der Nebennierenrinde kommt®®. Ziel dieser Studie war es,
Kandidatenproteine mit Relevanz fur das Nebennierenwachstum zu identifizieren.
Fur die holistische Proteomanalyse der Nebennieren wurden folgende Vergleiche
vorgenommen: bGH transgene Mause (G) versus nichttransgene Mause (WT) und
bGH transgene Mause (G) versus bGH/IGFBP-2 transgener Mause (GB). Die
differentielle Proteomanalyse der Nebennieren (pro Genotyp: n=5) wurde mittels der
2D-DIGE Technik durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden einer softwarebasierten
Bildanalyse zur Quantifizierung untergezogen. Die differentiell abundanten
Proteinspots wurden uber die MALDI-TOF/TOF Analyse identifiziert. Sowohl fur die
Bildanalyse, als auch fur die Massenspektrometrie wurden stringente statistische
Kriterien angewandt. Das Ergebnis des quantitativen Vergleichs des
Proteinexpressionsmusters von G versus WT waren 25 differentiell abundante Spots
mit einem Abundanzfaktor von 2,0. Davon konnten 18 Spots eindeutig identifiziert
werden. Drei der identifizierten Proteine werden in der Literatur als mdgliche
Regulatoren von Wachstumsprozessen beschrieben: Mortalin, Prohibitin,
Chromogranin B bzw. Sekretogranin-Il. Mit einem Abundanzfaktor von 1,5 konnten
im Vergleich G versus GB vier differentiell abundante Spots detektiert werden. Als
potentielle wachstumsregulatorischer Faktoren wurde StAR (= Steroidgenetic acute
regulatory protein) und Peroxiredoxin-lIl identifiziert. Die Ergebnisse der quantitativen
Nebennierenproteomanalyse konnten sowohl bereits bestehende Erkenntnisse der
GH bzw. IGFBP-2 Wirkung bestatigen, als auch neue Kandidatenproteine fur die
Regulation des Nebennierenwachstums liefern. Neben der quantitativen wurde auch
eine qualitative Proteomanalyse des Nebennierenproteom von Mausen mittels LC-
MS/MS durchgefuhrt, wobei 964 Proteine identifiziert werden konnten.
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7 Summary

Holistic proteome analysis of adrenal glands from bGH and IGFBP-2 transgenic

mice

The GH/IGF-System is involved in the regulation of growth processes. The function
of the IGF-binding proteins (IGFBP's) was investigated in vitro as well as in
transgenic animal models. In the IGFBP transgenic mouse models, a primarily growth
retarded phenotype was exhibit. Especially IGFBP-2, in the context of simultaneous
overexpression of GH, lead to a significant decrease of GH induced hypertrophy of
zona fasciculata cells of the adrenal gland. The aim of this study was the
identification of candidate proteins with relevance for the growth of the adrenal gland.
For the holistic proteom analysis the following comparisons were done: bGH
transgenic (G) versus non transgenic mice and bGH transgenic versus bGH/IGFBP-2
transgenic mice. The differential proteome analysis of the adrenal gland (n=5 per
genotype) was performed with 2D-DIGE followed by extensiv software-assisted
image analysis for quantitation. Subsequent identification of the differentially
abundant proteins was carried out by MALDI TOF/TOF MS. For both, image analysis
and mass spectrometry, stringent statistical criteria were applied. As a result of the
comparison G versus WT, 25 differentially abundant proteins were detected with a
ratio of at least 2.0, 18 of which could be identified. Three of the identified proteins
are described in literature as potential regulators of growth: mortalin, prohibitin and
chromogranin b (secretogranin 2). With a ratio of 1.5, four differentially abundant
proteins were detected in the comparison G versus GB. StAR (=steroid genetic
regulatory protein) and thioredoxin-dependent peroxide reductase were identified as
potential regulatory factors of growth. The results of the quatitative proteome analysis
could affirm already known findings about GH respectively IGFBP-2 action as well as
new candidate proteins for growth regulation of the adrenal gland. In addition to the
quantitative proteome analysis of adrenal gland, also a qualitative analysis was
performed using a LC-MS/MS approach. As a result, 964 adrenal proteins could be
identified.
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