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Abklrzungen

AKT

ALS

Bcl-2

BIRA

CSF

DMEM

DU6

DU6P

DUC

EGF

EMEM

FCS

FGF

GH

GHBP

GHRH

GHRs

HBD

IGF1

IGFIR

IGF2

IGF2R

IGFBP1-6

IGFBP-rPs

Protein Kinase B

Saure-empfindliche Untereinheit bzw. Acid-labile Subunit
B-cell lymphoma 2

BP2 Enhanced IGF-Related AKT phosphorylation
Cerebrospinalflissigkeit

Dulbeco’s Modified Essential Medium

Dummerstorfer Mauslinie selektiert auf hohe Kérpermasse
Dummerstorfer Mauslinie selektiert auf hohe Proteinmasse
Dummerstorfer Inzucht-Mauslinie

Epidermal Growth Factor

Eagle’s Minimum Essential Medium

Fetales Kalberserum (Fetal Calf Serum)

Fibroblast Growth Factor

Somatropin bzw. Growth Hormone

GH-Bindungsproteine

GH-freisetzende Hormone

Growth Hormone Rezeptoren

Heparin Bindungsdomanen

Insulin-like Growth Factor 1

IGF1/2 Rezeptor Typ 1 Tyrosin Kinase

Insulin-like Growth Factor 2
IGF2/Mannose-6-Phosphat-Rezeptor
IGF-Bindungsprotein 1 bis 6

IGF-Bindungsprotein zugehorige (related) Proteine



IGFBPs IGF-Bindungsproteine

IGFs Insulin-like Growth Factors

llp45 IGFBP2 binding protein

IR Insulin Rezeptor

IRS Insulin Rezeptor Substrat

IRR Insulinrezeptor-zugehdrige Rezeptoren
KCl Kaliumchlorid

KH2PO4 Kaliumbihydrogenphosphat

KIRA Kinase Rezeptor Aktivierung

LAMB1 Laminin, Beta 1

M6P Mannose-6-Phosphat

MAPK Mitogen-activated Protein-Kinase

mTOR mammalian Target Of Rapamycin, auch bekannt als mechanistic TOR
Na;HPO,4 Natriumhydrogenphosphat

NaCl Natriumchlorid

NFkB Nuclear Factor kB

PAPP-A Pregnancy-associated plasma protein-A
PAPP-A2 Pregnancy-associated plasma protein-A2
PBS Phosphatgepufferte Salzlosung

Phos-AKT AKT phosphoryliert an Serin 473

PI3K Phosphoinositide-3-Kinase

PIP, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
PIPs Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
PKCC Protein Kinase C zeta type

PTEN Phosphatase and Tensin homolog



RPTPB

Receptor Protein Tyrosin Phosphatase

STC1 Stanniocalcin 1
STC2 Stanniocalcin 2
TBST Tris-buffered saline with Tween20
TGFB Zytokin Transforming Growth Factor Beta
wiB Western Immuno Blot
WLB Western Liganden Blot
Einheiten
Symbol | Einheit Umrechnung in SI-Einheit
min Minuten I1min=60s
h Stunden 1 h=60min=3600s
d Tage 1d=24h=86400s
Wo Wochen 1Wo=7d=604.800s
ng Nanogramm 1ng=103pg=10"2kg
ug Mikrogramm 1pg=103mg=10%kg
mg Milligramm 1mg=103%g=10%kg
g Gramm 1g=103kg
kDa Kilo-Dalton 1kDa=1,661-10% kg
ul Mikroliter 1ul=103ml=10°m?3
ml Milliliter 1ml=10°%m3
°C Grad Celsius 0°C=273,15K; 100 °C=1373,15K
RCF Relative Zentrifugalbeschleunigung | 1 RCF = 9,81 m/s?
uM Mikromolar 1 uM =103 mol/m3
mM Millimolar 1 mM = 1000 pM = 1 mol/m?3




Zelllinien

Bezeichnung

Primarzelle/Zelllinie

Beschreibung

HEK293 transformierte Zelllinie Embryonale Nierenzellen aus dem Menschen

HEK293-2 transfizierter HEK293 | HEK293, transfiziert mit EcoRl verdautem Neomyzin
Kontroll-Zellklon Resistenz Plasmid pSV2neo (Clontech, Heidelberg,

Deutschland) und mit Expressionvektor pCMV-int-
mIGFBP2 (Xhol Verdau)

HEK293-10 transfizierter HEK293 | HEK293, transfiziert mit EcoRl verdautem Neomyzin
Zellklon mit hoher | Resistenz Plasmid pSV2neo (Clontech, Heidelberg,
Expression von IGFBP2 Deutschland) und mit Expressionvektor pCMV-int-

mIGFBP2 (Xhol Verdau)

C2C12 Spontan immortalisierte | Myoblasten von der Maus
Zelllinie

HuH?7 Krebs-Zelllinie Leberzellkarzinom von einem 57-jahrigem Mann

3T3-L1 Spontan immortalisierte | Fettgewebe von der Maus
Zelllinie




Zusammenfassung

Die Mitglieder des Insulin-dhnliche Wachstumsfaktor-System (Insulin-like Growth Factor-
System; IGF-System) regulieren das Wachstum auf unterschiedlichen Ebenen. Zu diesen Regulatoren
gehoren neben den zwei Peptidhormonen (IGF1 und IGF2), den Rezeptoren (IGF1-Rezeptor und IGF2-
Mannose-6-Phosphat-Rezeptor) und den sechs IGF-Bindungsproteinen (IGFBP1 bis -6) auch Proteasen
(PAPP-A und PAPP-A2) sowie Protease-Inhibitoren (Stanniocalcin 1 und 2). In der Vergangenheit zog
man zur Beschreibung des IGF-Systems (berwiegend absolute Konzentrationen einzelner Hormone
heran. Nach aktuellem Verstédndnis riickt fir die addquate Beschreibung des komplexen IGF-Systems
jedoch die Analyse der biologischen Aktivitdit des Gesamtsystems in den Vordergrund. In der
vorliegenden Arbeit wird die Interaktion mehrerer Faktoren zur Beschreibung der
Wachstumsregulation in auf das Wachstum selektierten und in transgenen Mauslinien (in vivo) starker
beriicksichtigt. Mittels eines neuartig entwickelten in-vitro-Testsystems wird zudem die biologische

Aktivitat des IGF-Systems auf die intrazellulare Signaltransduktion bestimmt.

Um zu verstehen, wie IGFBPs das IGF-abhangige Wachstum steuern, wurden die longitudinale
Wachstumsaktivitdt, sowie die Konzentration von IGF1 und IGFBPs in unterschiedlichen
Mausmodellen, selektiert auf hohe Proteinmasse (DU6P) und auf hohe Korpermasse (DU6),
vergleichend zu ihrer unselektierten Kontrolle (DUC) zwischen 2. und 54. Wochen untersucht. Die
wachstumsselektierten Mause charakterisieren sich durch eine héhere tagliche Gewichtszunahme
sowie eine langere Wachstumsphase im Vergleich zu den unselektierten Mausen in den
Kontrollgruppen. Im Serum beider Geschlechter dieser Linien wurden die IGF1-Konzentration und die
IGFBP2- bis IGFBP4-Konzentrationen innerhalb der Lebensspanne von 2 bis 54 Wochen quantifiziert.
Das molare Verhaltnis aus IGF1 und der im Serum quantifizierbaren IGFBPs (IGFBP2, -3 und -4), das als
Biomarker fir die Aktivitat des IGF-Systems fungiert, korreliert deutlich mit der taglichen
Koérpergewichtszunahme. Die auf Wachstum selektierten Tiere wiesen wahrend der Wachstumsphase
einen hoheren Quotienten im Vergleich zu den Kontrolltieren auf, der ebenfalls mit der hoheren
Wachstumsaktivitdt in direktem Zusammenhang steht. Konkret kann postuliert werden, dass die
Steuerung der hohen Wachstumsaktivitat wahrend der Pubertat in der Maus nicht nur auf Ebene von

IGF1, sondern auch auf Ebene der IGFBPs erfolgt.

Die Untersuchung der Regulation des Muskelwachstums durch einen ausgewahlten Vertreter
der IGFBPs erfolgte in einem Kreuzungsmodell. Hierbei wurden mannliche Méause mit erhohter
Proteinmasse (DU6P) mit weiblichen IGFBP2-transgenen Mausen gekreuzt. Es zeigten sich
geschlechtsspezifische Wirkungen von IGFBP2 auf Wachstum und Muskelansatz der Tiere. So war das
Karkassengewicht der mannlichen transgenen Mause nicht nur um 20 % geringer als bei nicht-

transgenen Mannchen, Bei den transgenen Weibchen reduzierte sich das Karkassengewicht am 49.



Lebenstag im Vergleich zu den nicht-transgenen Weibchen um 10 %. Obwohl sich die lokale Expression
von IGFBP2 im Muskel von transgenen Tieren beider Geschlechter erhdhte, konnten im Serum der
transgenen Mause keine erhohten Konzentrationen an intaktem IGFBP2 nachgewiesen werden. Bei
den mannlichen Mausen zeigten sich stattdessen groRe Mengen an IGFBP2-Fragmenten. Die
proteolytische Aktivitat im Serum mannlicher IGFBP2 transgener Mause stieg so hoch an, dass sich im
Serum auch die Konzentrationen von intaktem IGFBP3 und IGFBP4 im Vergleich zu nicht-transgenen
Wurfgeschwistern verminderten. Die Ergebnisse legen nahe, dass DU6P Mause durch eine Erhéhung
der proteolytischen Degradation von IGFBPs die Aktivitat des IGF-Systems erhéhen kénnen und dass
dieser Effekt vor allem in mannlichen Mausen besonders deutlich ist. Aufgrund des Mangels an IGFBPs
im Serum méannlicher IGFBP2/DU6P Mause und dem damit einhergehenden Verlust der Stabilisierung

von IGF1 im Serum verminderte sich auch die IGF1-Konzentration im Serum deutlich.

Fir die Beschreibung der biologischen Aktivitat des IGF-Systems auf die Aktivierung der
Proteinkinase B (AKT) wurde ein neuartiges in-vitro-Testsystem entwickelt. In diesem Bioassay erhoht
membrangebundenes IGFBP2 die Sensitivitdt der Zellen gegeniiber IGF1, welches nach Transfektion
von der Zelle selbst gebildet oder von aullen supplementiert werden kann. Die Spezifitdt des
Nachweissystems wurde durch intra- und extrazellulare Inhibitoren der IGF1-Rezeptor-Aktivierung
charakterisiert. Die maximale Antwort auf Ebene der AKT-Aktivierung wurde nach Exposition der Zellen
mit der Testmatrix (rekombinantem IGF1) fiir 15 min erreicht und dauerte weitere 45 min an. Nach
der Etablierung und Charakterisierung des neuartigen Bioassays wurden biologische Matrices
eingesetzt (Serum von Maus, Nacktmull und Mensch, Liguor vom Mensch und bovine Kolostrum- und
Milchproben). Der etablierte und neue Bioassay zeigte sich als sehr sensitiv und robust, und liefert sehr

effizient und kostenglinstig Aussagen lber bioaktives IGF.

In dieser Arbeit sollten die Moglichkeit und Notwendigkeit herausgearbeitet werden, das IGF-
System in seiner Komplexitat zu untersuchen. Das aktuelle Konzept der komplexen Regulation des IGF-
Systems durch IGFBPs, Proteasen und Inhibitoren wurde beriicksichtigt, wobei ein neues Verstandnis

der physiologischen Regulation von Wachstum und Differenzierung durch das IGF-System entstand.



Abstract

The members of the insulin-like growth factor system (IGF system) regulate growth at different
levels. In addition to the two peptide hormones (IGF1 and IGF2), the receptors (IGF1 receptor and IGF2
mannose-6-phosphate receptor) and the six IGF binding proteins (IGFBP1 to -6), these regulators also
include proteases (PAPP-A and PAPP-A2) and protease inhibitors (stanniocalcin 1 and 2). In the past,
absolute concentrations of individual hormones were mainly used to describe the IGF system.
According to current understanding, however, the analysis of the biological activity of the entire
system comes to the fore for an adequate description of the complex IGF system. In the present study,
the interaction of several factors is given greater consideration for the description of growth regulation
in mouse lines selected for growth and in transgenic mouse lines (in vivo). Using a newly developed in
vitro assay system, the biological activity of the IGF system on intracellular signal transduction is also

determined.

To understand how IGFBPs control IGF-dependent growth, the longitudinal growth activity, as
well as the concentration of IGF1 and IGFBPs in different mouse models, selected for high protein mass
(DU6P) and for high body mass (DU6), were compared to their unselected control (DUC) between
weeks 2 and 54. The growth-selected mice were characterised by a higher daily weight gain and a
longer growth phase compared to the unselected mice in the control groups. In the serum of both
sexes of these lines, IGF1 concentration and IGFBP2 to IGFBP4 concentrations were quantified within
the life span of 2 to 54 weeks. The molar ratio of IGF1 and serum quantifiable IGFBPs (IGFBP2, -3 and
-4), which acts as a biomarker for IGF system activity, correlates significantly with daily body weight
gain. Animals selected for growth showed a higher quotient during the growth phase compared to
control animals, which is also directly related to higher growth activity. Specifically, it can be postulated
that the control of high growth activity during puberty in mice occurs not only at the level of IGF1, but

also at the level of IGFBPs.

The regulation of muscle growth by a selected representative of the IGFBPs was investigated
in a crossbreeding model. Male mice with increased protein mass (DU6P) were crossed with female
IGFBP2 transgenic mice. Sex-specific effects of IGFBP2 on growth and muscle development of the
animals were found. Not only was the carcass weight of the male transgenic mice 20 % lower than that
of non-transgenic males, but the carcass weight of the transgenic females was reduced by 10 % on the
49th day of life compared to the non-transgenic females. Although local expression of IGFBP2
increased in the muscle of transgenic animals of both sexes, no increased levels of intact IGFBP2 were
detected in the serum of the transgenic mice. Instead, the male mice showed large amounts of IGFBP2
fragments. The proteolytic activity in the serum of male IGFBP2 transgenic mice increased to such an

extent that the concentrations of intact IGFBP3 and IGFBP4 also decreased in the serum compared to



non-transgenic littermates. The results suggest that DU6P mice can increase the activity of the IGF
system by increasing proteolytic degradation of IGFBPs and that this effect is particularly evident in
male mice. Due to the lack of IGFBPs in the serum of male IGFBP2/DU6P mice and the concomitant

loss of stabilisation of IGF1 in the serum, the serum IGF1 concentration also decreased significantly.

A novel in vitro assay system was developed to describe the biological activity of the IGF system
on protein kinase B (AKT) activation. In this bioassay, membrane-bound IGFBP2 increases the
sensitivity of the cells to IGF1, which can be produced by the cell itself after transfection or
supplemented from outside. The specificity of the detection system was characterised by intra- and
extracellular inhibitors of IGF1 receptor activation. The maximal response at the level of AKT activation
was achieved after exposure of the cells to the test matrix (recombinant IGF1) for 15 min and continued
for another 45 min. After establishing and characterising the novel bioassay, biological matrices were
used (mouse, naked mole rat and human serum, human CSF and bovine colostrum and milk samples).
The established and new bioassay was shown to be very sensitive and robust, providing information

on bioactive IGF in a very efficient and cost-effective manner.

The aim of this work was to work out the possibility and necessity of investigating the IGF
system in its complexity. The current concept of the complex regulation of the IGF system by IGFBPs,
proteases and inhibitors was taken into account, whereby a new understanding of the physiological

regulation of growth and differentiation by the IGF system emerged.



Synopsis

1.1 Einleitung

Die ersten Studien tiber Wachstum von Harvey Cushing in 1912 ergaben, dass Patienten mit
Gigantismus oder Akromegalie eine erhéhte Produktion von Somatropin oder Wachstumshormon (GH
- Growth Hormon) durch die Hypophyse aufweisen [1]. In den 50er Jahren entdeckte Daughaday, dass
eine Injektion mit GH in Ratten die Produktion eines weiteren Wachstumshormons erzeugen kann,
welches eine Insulin-dhnliche Wirkung aufwies, und darauf basierend Insulin-like Growth Factor (IGF)

genannt wurde [1].

Heutzutage ist bekannt, dass die GH-IGF-Wachstumsachse nicht nur das Wachstum
beeinflusst, sondern auch weitere physiologische Prozesse reguliert. GH und IGF1 beeinflussen den
Metabolismus, Ubergewicht und Essstérungen, Entwicklung bestimmter neurosensorischer Systeme,
neurodegenerative Erkrankungen, Langlebigkeit und Krebs [2-8]. Da die Wechselwirkungen der GH-
IGF-Achse fur das Verstandnis von vielen Zivilisationskrankheiten von Bedeutung ist, ermoglicht dessen
Erforschung und das Verstdndnis der GH-IGF-Achse Therapien, die ein langeres und gesundes Leben,

sogenanntes Healthy Aging, auf zellulérer, organeller und gesamtkdérperlicher Ebene erméglichen [9].

Die GH-IGF-Wachstumsachse

GH wird in der Hypophyse exprimiert und wirkt als Polypeptid zirkulierend auf verschiedenste
Zelltypen und Gewebe im Zusammenspiel mit seinem Rezeptor (GHR - Growth Hormone Receptor).
Die Freisetzung wird (iber Anregung, z.B. durch GH-freisetzende Hormone (GHRH), und Hemmung, z.B.
durch Somatostatin bzw. freie Fettsduren, reguliert [10]. GH-Wirkungen kénnen direkt auf Gewebe im
gesamten Organismus vermittelt werden. Sie entfalten darliber hinaus auch eine indirekte Wirkung,
indem sie z.B. in der Leber die Produktion von IGF1 und die von bestimmten IGF-Bindungsproteinen

induzieren [11].

Wenn GH an Zellen Gber GHR bindet, initiiert dies eine intrazellulare Signalkaskade durch die
erhdhte Genexpression von Insulin-like Growth Factor 1 (IGF1), IGF Bindungsproteinen 3 und 5 (IGFBP3
bzw. IGFBP5) sowie einer Saure-empfindlichen Untereinheit (ALS - Acid-labile Subunit). Durch die
Interaktion von IGF1 mit IGFBP3 oder -5 bzw. zusatzlich mit der ALS entstehen stabile dimere bzw.
trimere Proteinkomplexe. Neben IGFBP3 und -5 kommen in Koérperfllssigkeiten und Geweben
auBerdem IGFBP1, -2, -4, und -6 vor, welche mit IGF1 oder -2 ausschliefSlich dimere Komplexe bilden

[11]. Dimere Komplexe oder freie IGFs koénnen den Zellzwischenraum passieren und in



unterschiedlichen Zelltypen Wachstum, metabolische Funktionen und weitere IGF abhangige Prozesse
kontrollieren. IGF1 inhibiert zudem die GH-Freisetzung in der Hypophyse, wodurch es als negativer

Feedback-Loop fungiert [12].

Das Insulin-like growth factor System (IGF-System)

Das IGF-System umfasst eine Hormonfamilie mit Einfluss auf Wachstum, Entwicklung und
Stoffwechsel sowie auf zelluldre oder metabolische Prozesse wie Differenzierung, Proliferation,
Uberleben und Migration. Als Peptidhormone dieser Familie fungieren die Wachstumsfaktoren IGF1
und IGF2. Die Rezeptoren fir IGF1 bzw. IGF2 sind der IGF1-Rezeptor (IGF1R), IGF2/Mannose-6-
Phosphat-Rezeptor (IGF2R), Insulinrezeptor (IR), Insulinrezeptor-Related Rezeptor (IRR) und
Hybridrezeptoren. Des Weiteren existieren in dem IGF-System neben den genannten
Bindungsproteinen, Proteasen und Protease-Inhibitoren auch Rezeptoren fiir die Bindungsproteine
(Abbildung 1; [13]). Damit die physiologische Wirkung von IGFs vermittelt wird ist eine Vielzahl an
Proteinen notig, welche intrazellular an der Signaltbertragung vom IGF1R sowie am AKT/mTOR oder

Mitogen-aktivierte Protein Kinase (MAPK) Signalweg beteiligt sind.

Das Insulin-like Growth Factor (IGF) System

Hoch-affine IGF Bindungsproteine Gering-affine IGF Bindungsproteine

EQ@Q@E ® v

Proteolysierte IGFBPs-
IGFBP1 IGFBP2 IGFBP3 IGFBP4 IGFBPS IGFBP6 IGFBP-rPs Fragmente

IGFBP ‘
Protease J q IGF1/2

— Protease-
M6P

Inhibitoren
IGFBP

Protease

IGFBPs IGF Rezeptor IGF-2/Mannose- IGFBP-rPs
Rezeptoren Typ 1 Tyrosin 6-Phosphat- Rezeptoren
Kinase Rezeptor

Abbildung 1 Das IGF System nach Hwa et al. 1999 [13]. IGF1/2: Insulin-like Growth Factor 1/2, IGFBP1-6: IGF-Bindungsprotein
1 bis 6, ALS: Saure-empfindliche Untereinheit, IGFBP-rPs: IGF-Bindungsproteine zugehorige Proteine, M6P: Mannose 6
Phosphat

Der IGF1R gehort als Mitglied der Insulin Rezeptor Familie zur Gruppe der Tyrosinkinase-

Rezeptoren. Die inaktiven Monomere des IGF1R bestehen aus einer extrazellularen a-Untereinheit



und der B-Untereinheit, welche in der Zellmembran verankert sind und intrazelluldar eine
Tyrosinkinaseaktivitat aufweisen. Die Monomere kdnnen miteinander aktive IGF1R-Dimere bilden
aber auch Hybriddimere mit Monomeren des IR bzw. IRR. Sowohl IGF1 als auch IGF2 besitzen eine

hohe Affinitdat zum IGF1R. Der IGF1R weist zudem eine geringere Affinitat zu Insulin auf [13].

Der IGF2R hat eine hoch affine Bindungsstelle fiir IGF2, die auch eine schwachere Affinitat zu
IGF1 (20 % im Vergleich zu IGF2) besitzt. Der IGF2R hat hingegen keine Affinitdat zu Insulin [14].
Zusatzlich zur Bindungsstelle fiir IGF2 besitzt der IGF2R auch zwei Bindungsstellen flir Mannose-6-
Phosphat. Der IGF2R kann durch die Membran translozieren und auf diese Weise insbesondere IGF2

und Mannose-6-Phosphat der Zelle der lysosomalen Degradation zufiihren [15].

Freies IGF1 bindet recht schnell an die zugehorigen Rezeptoren. Dadurch ist freies IGF1 in
biologischen Matrices wie Seren selten zu finden und zirkuliert Gberwiegend im Verbund mit den
Bindungsproteinen. Die IGF-Bindungsprotein-Superfamilie teilt sich ein in IGF-Bindungsproteine
(IGFBPs), von denen sechs beschrieben sind [16], und IGF-Bindungsprotein zugehérige (related)
Proteine (IGFBP-rPs), von denen derzeit zehn ndher charakterisiert wurden [13, 17]. IGFBPs haben eine
100-fach hohere Affinitat zu IGFs im Vergleich zu IGFBP-rPs [13]. Die Nomenklatur von IGFs, IGF-
Rezeptoren, IGFBPs und IGFBP-rPs wurde 1998 festgelegt [13, 16]. In manchen Quellen bezeichnen die
Autoren aber IGFBP-rP1 als IGFBP7 (525 Eintrage bei Pubmed (iber IGFBP7 ab 2000). Die hohe und
reversible Affinitdt von IGFBPs zu IGFs ist etwa 10-mal hoher als die von IGFs zu den Rezeptoren,
wodurch die Bindungsproteine auch regulatorisch auf die Funktion von IGFs wirken und ihre
Halbwertszeit in biologischen Fluiden und Matrices erhéhen. Die hohe Affinitdt von IGFBPs ermdglicht

es, IGFBPs analytisch, IGFBPs durch markierte IGF-Liganden nachzuweisen [18].

Fir seine zellulare Wirksamkeit ist die Freisetzung des gebundenen IGF von seinen
Bindungsproteinen unerldsslich. Die hohe Affinitat der |IGFBPs zu |IGFs wird (ber
Wasserstoffbriickenbindungen durch zwei Cystein-reiche IGF-Bindungsdomanen jeweils N-terminal
und C-terminal ermoglicht. Aus der kooperativen Bindungsaktivitdt in beiden Halften der IGFBPs
resultiert eine héhere Affinitat der IGFs zu den IGFBPs im Vergleich zu den IGF-Rezeptoren. Fir den
analytischen Nachweis von IGF1 und -2 kann durch eine Reduzierung des pH-Wertes diese Bindung
aufgehoben werden. In biologischen Systemen wird die hohe Affinitdat durch eine proteolytische
Abbauregion zwischen beiden Bindungsdomanen kontrolliert und durch deren Degradation

gebundenes IGF freigesetzt (Abbildung 2: Beispiel von IGFBP2) [19].
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Abbildung 2 Schematische Darstellung unterschiedlicher Proteindoméanen von Insulin-like Growth Factor Binding Protein 2
(IGFBP2) adaptiert nach Yau et al. 2015 [19]; NH,: N-terminales Ende, COOH: C-terminales Ende, HBD-1/2: Heparin
Bindungsdomane, Cys: Cystein-reiche IGF-Bindungsdomanen.

Auf dem klassischen Konzept [13] (Abbildung 1) beruht die immer noch weit verbreitete
Auffassung, dass Glber Hormonmessungen von IGFs und den Bindungsproteinen mittels ELISA das IGF-
System adaquat beschrieben werden kann. In dem neueren Konzept [11] (Abbildung 3) spielt die
funktionelle Betrachtung der IGFs bzw. Bindungsproteine eine starkere Rolle. Dies fiihrt zu der
Erkenntnis, dass die Proteasen und Protease-Inhibitoren fir die funktionelle Wirkung von Bedeutung
sind. Die Metalloproteasen PAPP-A und PAPP-A2 (Pregnancy-associated plasma protein-A/A2)
katalysieren den proteolytischen Abbau von IGFBPs. PAPP-A ist membrangebunden und spaltet IGFBP2
[20], 4 und 5 [21]. IGFBP4 kann nur durch PAPP-A gespalten werden, wenn es an IGFs gebunden
vorliegt [22]. PAPP-A2 ist nicht membrangebunden und spaltet spezifisch IGFBP3 und 5 [23, 24]. Fir

IGFBP1 und 6 sind nach derzeitigem Wissensstand keine Proteasen bekannt.

Die Proteasen PAPP-As werden durch Stanniocalcin 1 und 2 (STC1 bzw. STC2) inhibiert, was
wiederum die Freisetzung von IGFs hemmt [25]. Wahrend STC1 reversibel effizient an PAPP-A/A2
bindet [25], bindet STC2 kovalent und irreversibel an PAPP-A/A2 [26] und fungiert somit als Bremse
flr Wachstumsprozesse [27]. In dem aktuellen Verstdandnis des IGF-Systems spielt die proteolytische
Aktivitat der Proteasen eine bedeutende Rolle, da jene erst die Funktion von gebundenen IGF1-IGFBPs
ermoglicht und damit die biologische Aktivitat bestimmt. So ist die biologische Aktivitat komplex
reguliert und es ist fiir die Beschreibung der Wirkung ist es notwendig, nicht nur die Konzentration der
einzelnen Hormone zu messen, sondern auch von Bedeutung der Proteasen mit in die biologische

Aktivitat einzubeziehen.

Medizinisch relevant sind Beobachtungen des IGF-Systems, bei welchen Korrelationen
zwischen erhdhten Konzentrationen von IGF1, IGF2 und einigen IGFBPs und diversen Tumoren
nachgewiesen wurden [28-31]. Weiterhin zeigte sich im zentralen Nervensystem in Verbindung mit
Alzheimer Erkrankungen, Depressionen, Demenz und anderen kognitiven Erkrankungen ein Verlust

des IGF1- und Insulinsignals [28, 32-34]. Es konnte bis jetzt aber noch nicht abschlielend geklart



werden, inwieweit IGF1 und Insulin auf Erkrankungen des zentralen Nervensystems wirken. Aufgrund
der Beobachtung, dass in Tumorpatienten ein geringes Alzheimer-Risiko sowie bei alteren
Krebspatienten ein besseres Erinnerungsvermdgen und geringerer Erinnerungsverlust bestehen [35],
gibt es die Hypothese, unter anderem auch von Stephan A. Rosenzweig [28], dass es einen inversen
Faktor zwischen diesen Erkrankungen gibt. Rosenzweig vermutet, dass dieses das IGF1 oder der

IGF1/Insulin Signalweg sein kénnte [28].

Hypothalamus Zielgewebe

GH

Somatotrophe im Dirskte Wirkung

Hypophysen-
vorderlappen
GH

IGFs

IGFBPs

ALS
IGF+IGFBP3/5 +ALS
Created in BioRender.com bio

Abbildung 3 Aktuelles Verstandnis der physiologischen Kontrolle der Aktivitat der GH-IGF Wachstumsachse adaptiert nach
Argente et al. 2017 [11]; GH: Somatotropin, GHRH: GH- freisetzende Hormone, GHBP: GH-Bindungsproteine, GHR: GH-
Rezeptoren, IGFs: Insulin-dhnlicher Wachstumsfaktors, IGFBPs: IGF-Bindungsproteine, ALS: Sdure-empfindliche Untereinheit,
PAPP-A/-A2: Pregnancy-associated plasma protein A1/A2, IGF1R: IGF1/2 Rezeptor Typ 1 Tyrosin Kinase
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IGF-unabhangige Effekte von IGFBPs

Fiir IGFBPs wurden IGF-abhangige und unabhangige Effekte beschrieben. An dieser Stelle
sollen die Einflisse von IGFBPs nur anhand einzelner Beispiele erwahnt werden. Eine aktuelle
Ubersicht tber die IGF-abhingigen und -unabhingigen Wirkungen der IGFBPs findet sich in der
Literatur [36]. So konnte etwa fiir IGFBP1 in Osteoblasten gezeigt werden, dass es die Knochendichte
verringert, was zu einer erhohten Anfalligkeit fiir Frakturen flhrt [37]. Ein erhdhter Spiegel von IGFBP1

erwies sich als moglicher Marker fiir sich im Frihstadium befindliche obere gastrointestinale Tumore

[38].

IGFBP2 kann Uber eine Integrin-Bindungsstelle (RGD) oder Heparin-Bindungsstellen

(Abbildung 2) an unterschiedliche Rezeptoren der Zellmembran binden und dadurch unabhangig von



IGFs beispielsweise in Brustkrebszellen die Konzentration von NFkB (Nuclear factor kB), p53 und TGFB1
(transforming growth factor 1) erhéhen sowie die Expression der mRNA fiir p53, NFkB, TGFB1, Bcl-2
(B-cell lymphoma 2), LAMB1 (Laminin, Beta 1) und llp45 (IGFBP2 binding protein) hoch regulieren [39].
Durch die erhdhte Expression von Genen ausgelost durch IGFBP2, konnte in Brustkrebszelllinien
verstarkt Apoptose-Prozesse ausgelost werden [39]. Wahrend erhéhtes IGFBP2 als Marker fiir Demenz
und Alzheimer diskutiert wird [40], wurde eine Reduktion von IGFBP2 im Zusammenhang mit Typ 2
Diabetes beobachtet [41]. Bei Menschen ist IGFBP2 zudem negativ mit dem Aufbau von
Skelettmuskulatur assoziiert, und kann als moglicher Marker fir muskuldre Erkrankungen oder

Muskelleistungsfahigkeit angesehen werden [42, 43].

IGFBP3 kann unabhangig von IGFs an TGFB-Rezeptoren binden [44]. Bei der Regulation von
Apoptose ist neben IGFBP3 auch IGFBP5 beteiligt, wobei IGFBP3 nur die Apoptose-Signalwege
beeinflusst, welche liber Mitochondrien reguliert werden. IGFBP5 inhibiert im Gegensatz zu IGFBP3
auch Mitochondrien-unabhéangige Signalwege der Apoptose [45]. Flr IGFBP3 konnte nachgewiesen
werden, dass es die Migration von Tumorzellen stimuliert [46]. Eine andere Studie beobachtete, dass
bei UbermaRigem Training der IGFBP3-Spiegel reduziert wird, wodurch es als Marker fir

Uberbelastung dienen kann [47].

Ein IGF-unabhangiger Effekt von IGFBP4 ist die anti-gonadotrope Wirkung auf menschliche
Granulosazellen [48]. Des Weiteren wird erforscht, ob IGFBP4 als Marker fiir kardiovaskulare

Krankheiten und deren Mortalitdt dienen kann [49-51].

Signalweg zur Aktivierung von AKT

Fir die intrazellulare Regulation des Zellwachstums wahrend der Entwicklung spielt der
PI3K/AKT/mTOR Signalweg (PI3K - Phosphoinositid-3-Kinase, AKT - Protein Kinase B, mTOR -
mammalian Target Of Rapamycin) eine entscheidende Rolle. Der IGF1R stellt ein Weg zur Regulation
dieses Signalweges dar. Verschiedene Rezeptortyrosinkinasen, wie der IGF1R, phosphorylieren PI3K,
welches wiederum Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphat (PIP3) phosphoryliert. Am Ende kann PIP3 (ber eine weitere Signalkaskade AKT
phosphorylieren. Als Antagonist flr die Phosphorylierung von AKT (phospho-AKT) durch PIP; fungiert
das multifunktionale Enzym Phosphatase und Tensin Homolog (PTEN). PTEN ist inaktiv, sobald es
phosphoryliert vorliegt, und wird durch Dephosphorylierung aktiviert. Phospho-AKT kann mehrere
weitere Zielproteine phosphorylieren, bei denen die wichtigsten Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK3),
Tuberous Sclerosis 2 (TSC2), Caspase 9 und PRAS40 sind [52]. Diese Proteine sind unter anderem fir

Zellproliferation, Differenzierung, Apoptose, Angiogenese und den Metabolismus verantwortlich.

Zu den Rezeptortyrosinkinasen, welche den PI3K/AKT/mTOR Signalweg beeinflussen, gehoren

neben IGF1R, Insulin und Insulin-IGF1-Hybridrezeptoren auch weitere Rezeptoren von
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Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel die Rezeptoren von FGF (Fibroblast Growth Factor) und EGF
(Epidermal Growth Factor) oder die Rezeptoren fir TGFB und Activin. Das Zusammenspiel dieser
einzelnen Wachstumsfaktoren ist entscheidend fiir die Differenzierung der Zellen von pluripotenten
Stammzellen zu entwickelten Zellen. So kann aus pluripotenten Stammzellen in vitro durch Entzug von
TGFB und Activin eine neuronale Differenzierung/Neurodifferenzierung initiiert werden. Im Gegensatz
dazu fihrt eine Erhohung der Wachstumsfaktoren TGFB und Activin zu einer mesendodermen

Differenzierung [52].

Kooperative Aktivierung von AKT durch IGF1 und IGFBP2

Neben der Bindung von IGFs beschreiben Shen et al. [53] 2015 eine weitere Signalfunktion von
IGFBP2 (Abbildung 4). Wenn IGF1 an den IGF1R bindet, folgt eine Kaskade, die zuerst die
Phosphorylierung von dem Insulin Rezeptor Substrat (IRS) phosphoryliert. IRS phosphoryliert und dann
von der Phosphoinositide-3-Kinase (PI3K) und so die Induktion des PI3K/AKT/mTOR Signalwegs

bewirkt.

Neben der IGF1R-bedingten Phosphorylierung von IRS phosphoryliert der IGF1R ebenfalls die
Protein Kinase C zeta (PKCT). PKCT phosphoryliert Vimentin, welches dadurch an den Rezeptor Protein
Tyrosin Phosphatase B (RPTPB) bindet. RPTPB ist eine Membran Tyrosin Phosphatase, die als Monomer
die Dephosphorylierung von PTEN, dem Antagonisten zu PI3K, durchfiihrt. Sobald phosphoryliertes
Vimentin an RPTPP bindet, kann extrazelluldres IGFBP2 durch die beiden Heparin Bindungsdomanen
(HBD) an zwei RPTPB Monomere binden und sie somit als Dimer inaktivieren. Durch diese Inhibierung
von PTEN durch membrangebundenes IGFBP2 wirkt PTEN nicht mehr inhibierend auf PIPs. Auf diesem
Weg fallt der Antagonist in der Signalkaskade fiir die, durch IGF1 induzierte, AKT-Phosphorylierung
weg und es kann durch die Messung von Phospho-AKT extrazelluldres bioaktives IGF1 quantifiziert

werden.
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Abbildung 4 Koordinierte Aktivierung des AKT Signalwegs durch IGF1 und IGFBP2 nach Shen et al. [53] Pfeile stehen fir
aktivierende Wirkungen, stumpfe Pfeile flr inhibierende Wirkungen, ndhere Erlauterung siehe Text. IGF1: Insulin-dhnlicher
Wachstumsfaktor 1; IGFBP2: IGF Bindungsprotein 2; RPTPR: Rezeptor Protein Tyrosin Phosphatase B; IGF1R: IGF1/2 Rezeptor
Typ 1 Tyrosin Kinase; IRS: Insulin Rezeptor Substrat; PKCZ: Protein Kinase C Typ ¢ PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase; PIP:
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat; PIP3: Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat; PTEN: Phosphatase und Tensin
Homolog; AKT: Protein Kinase B.

Funktionale Analyse des IGF-Systems in vitro

Zellkulturmodelle werden fir viele grundlegende biologische Fragestellungen herangezogen.
Sie beschreiben die Komplexitadt eines Organismus zwar nur unvollstandig, bieten jedoch den Vorteil
definierter Rahmenbedingungen und sind durch die Reduzierung von Variablen eine einfache
Moglichkeit der Untersuchung und Darstellung vieler Prozesse. So kdnnen durch Nutzung zelluldrer

Systeme z. B. Bioassays entwickelt werden.

Ein Bioassay ist eine Technik, bei der eine bestimmte biologische Aktivitat eines Wirkstoffs in
einem definierten zelluldaren Kontext untersucht wird. Biologische Antworten konnen hierbei
Zellproliferation, Zelldifferenzierung, erhéhtes Uberleben, Zellsekretion, Zytotoxizitit oder auch
Apoptose sein. Zelluldre Wirkungen von IGF1 auf die Zell-Teilungsrate [54], Formierung von

Zellkolonien [55] und Chemotaxis [56] sind vielfach beschrieben.

Daneben existieren auch Bioassays, um biologische Wirkungen von IGF1 auf die intrazellulare
Signaltransduktion wie zum Beispiel den Kinase Rezeptor Aktivierung (KIRA) Assay, darzustellen [57].
Der KIRA Assay wurde 1999 entwickelt und beurteilt die Aktivitdt von biologischen Matrices bzw. IGF1
auf die Phosphorylierung des IGF1R in der humanen Brust-Adenokarzinom Zelllinie MCF-7. Zur
Verstarkung des Signals bilden die Zellen nach Transfektion mit einem Expressionsvektor vermehrt
IGF1R. Die Zellen werden in einer Multiwell-Platte ausgesat und, nach entsprechendem Wachstum,
mit IGF1-haltigen biologischen Matrices fir 15 min inkubiert. Nach Zelllyse analysiert man die Lysate

mit einem ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) fiir phosphorylierte Rezeptor Tyrosin Kinasen
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wie IGF1R. Der KIRA-Assay liefert auf diesem Weg eine quantitative und Uber mehrere Assays
vergleichbare Aussage (iber die biologische Aktivitat der Peptidhormone IGF1 bzw. IGF2, die sich aus
der Gesamtheit aller Peptidhormone, aller I6slichen IGFBPs und der Aktivitdt der IGFBP-Proteasen
ergibt. Bislang ist nicht geklart, ob IGF1 und IGF2 dquipotent bei der Aktivitat im KIRA Assay sind. Der
KIRA Assay ist leider nicht informativ Gber membranstandige IGFBPs, welche, wie oben diskutiert, die

biologische IGF-abhangige Aktivitat co-regulieren.

IGF1 in biologischen Matrices

Fir die Analyse der Wirkung des IGF-Systems auf Entwicklungs- und Wachstumsprozesse
bieten Blutseren oder Blutplasma eine ansprechende Moglichkeit, die Konzentration von IGFs und
IGFBPs zu bestimmen, womit man Riickschliisse auf den Organismus ziehen kann. In erwachsenen
Menschen ist die Konzentration von IGFBP3 mit 3 pug/mlam héchsten, wahrend die der anderen IGFBPs
im Bereich von 20 bis 500 ng/ml liegt [58]. Unter dem Einfluss von GH und Steroidhormonen
unterliegen die Serumkonzentrationen von IGFBPs deutlichen Schwankungen. So gibt es im Laufe der
Entwicklung wahrend der Pubertat eine Reduktion von IGFBP1 und einen Anstieg von IGFBP3 und 5,
wahrend sich im alternden Organismus IGFBP1, 2 und 4 erhéhen und IGFBP3 und 5 reduzieren [58,
59]. Es wurden ebenfalls geschlechtsabhangige Effekte beobachtet. So sind bei Madchen die IGFBP3

Level wahrend der Pubertat hoher und das Maximum wird ein Jahr friiher erreicht als bei Jungen [59].

Flir Sdugetiere ist Muttermilch essentiell fir die Entwicklung und das Wachstum der
Nachkommen. In dieser biologischen Matrix sind entsprechend, neben Caseinen und Molkeproteinen,
auch Proteine des IGF-Systems nachweisbar [60, 61]. Besonders im Kolostrum, der ersten Milch nach
der Geburt, wurde eine weit hohere Konzentration von IGF1 im Vergleich zu spaterer Milch detektiert
[62]. Ebenfalls konnten IGFBP2 bis 5 in Milch nachgewiesen werden, wobei sich eine starke
regulatorische Wirkung in Abhangigkeit vom Laktationszeitpunkt zeigte [63]. IGFBP3 bindet bis zu 90 %
des verfligbaren IGF1 am Tag der Geburt, IGFBP2 etwas unter 10 % und IGFBP4 und 5 binden das
restliche IGF1. Im Verlaufe der Laktation sinkt die IGF1-Bindung durch IGFBP3 auf einen Tiefstand von
30 % an Tag 6 und 7 und steigt anschlieBend wieder. Im Vergleich dazu steigt der Anteil der IGF1-
Bindung an andere Bindungsproteine um bis zu 50 % fiir IGFBP2, 15 % fiir IGFBP4 und 5 % fiir IGFBP5
bis zu Tag 6 und 7 und sinkt danach wieder anteilig [63]. In der Milch von Ratten wurde gezeigt, dass
IGFBP3 das dominante IGF Bindungsprotein in Milch ist, aber keine trimeren Komplexe mit ALS bildet,
sondern nur als Dimer vorliegt [64]. Des Weiteren wurde in frilher Milch eine Serin-Protease entdeckt,
welche IGFBP2 abbaut. Dies deutet auf einen maternalen Einfluss auf die Entwicklung des

Verdauungstraktes des Sauglings Gber die Milch hin [65].

Auch in anderen Korperflissigkeiten wie Urin [66], Fruchtwasser [67], Lymphe [68, 69],
Follikelfllssigkeit [22, 66, 70-73] oder auch Cerebrospinalfliissigkeit (CSF) konnten IGFs und IGFBPs
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nachgewiesen werden. In CSF ist die Konzentration von IGF2 bei unter 100 ng/ml, verglichen mit einer
Serum Konzentration von 400 bis 600 ng/ml [74]. In CSF wurde aber auch eine 50 % héhere
Konzentration von PAPP-A gemessen (Serum 0,94 pg/ml vs. CSF 1,5 pug/ml). Durch diesen héheren
Anteil an der Protease PAPP-A liegt, obwohl das Verhaltnis der IGF2-Konzentration CSF zu Serum bei
0,15 liegt, die biologische Aktivitat von IGF im Vergleich CSF zu Serum bei 0,25 [74]. Diese Beobachtung
unterstreicht die Bedeutung der Proteasen fiir die Bioaktivitdt von IGFs. Bei den Bindungsproteinen
wurden in CSF IGFBP2, 4 und 6 sowie in geringeren Konzentrationen IGFBP3 und 5 nachgewiesen [74,
75]. Die Prasenz von IGFs und IGFBPs im CSF dient der Steuerung der Entwicklung und Differenzierung
des zentralen Nervensystems. Daher kann die Analyse der Bioaktivitdt in der Diagnostik und

Behandlung von neuronalen Krankheiten von Nutzen sein.

Funktionale Analyse des IGF-Systems in vivo

Zur Untersuchung von biologischen und biomedizinischen Fragestellungen bieten Tiermodelle
eine gute Moglichkeit zur Beantwortung von Hypothesen. Labormause bieten den Vorteil einer
kosteneffizienten Haltung und Ziichtung, kurzer Generationsintervalle und gut etablierter

Untersuchungsmethoden [76].

In transgenen Mausmodellen erfolgt eine gezielte Manipulation des Genoms, um Gene fir
bestimmte Eigenschaften verstadrkt zu exprimieren (additiver Gentransfer) oder bestimmte Gene zu
inaktivieren (Knock-out). IGFBP2-transgene Mause wurden liber den additiven Gentransfer erstellt, bei
welchem ein heterologes Genkonstrukt, bestehend u.a. aus einem viralen Promoter (Cytomegalovirus-
Promotor) und einer IGFBP2 cDNA, in mannliche Vorkerne von befruchteten Eizellen injiziert wurde.
Die transgenen Nachkommen bilden in fast allen untersuchten Geweben auRer der Leber verstarkt
IGFBP2 [77]. Die so erhoht vorliegende Verfligbarkeit von 16slichem IGFBP2 induzierte eine Reduktion
der Muskelmasse, der Korper- und Organmasse, zusatzlich eine Reduktion der Organmassen, der
Knochenvolumina und -querschnittsfliche sowie eine proportional der Knochenldnge [78].
Entgegengesetzte phdnotypische Eigenschaften wurden bei IGF1-transgenen Mausen beobachtet [79,
80]. Dieses unterstitzt die Hypothese, dass IGFBP2 IGF1 hemmt. Im IGFBP2-Knockout Modell wurde
lediglich eine Reduktion der Milzmasse und Erh6hung der Lebermasse beobachtet [81-83]. Mogliche
Ursache fiir den schwachen Phanotyp von IGFBP2 Knockout-Mausen war die Kompensation fehlendes
IGFBP2 durch die verbliebenen IGFBPs, welche zum Teil in deutlich erhohten Konzentrationen
vorlagen. Ein erheblicher Nachteil von transgenen oder Knockout-Mausen ist der Inzucht-Hintergrund.
Es zeigte sich, dass Genwirkungen abhdngig vom genetischen Hintergrund verschieden ausfallen
kénnen. Daher sind Ergebnisse aus Inzucht-Modellen nicht allgemeingiiltig [84, 85]. Gen-basierte
Tiermodelle kdnnen zwar den untersuchten Genen eindeutige Funktionen zuweisen, sie kénnen

jedoch nicht beurteilen, ob diese Funktionen tatsachlich in vivo relevant sind.
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Daher sind Phanotyp-basierte Tiermodelle eine zweite Saule der funktionalen Genomanalyse
in vivo. Phdnotyp-basierte Selektion wird haufig im Auszucht-Modus initiiert. Im Verlauf der Langzeit-
Selektion geht der urspriingliche Auszucht-Hintergrund in seiner vollen Auspragung verloren, dennoch
kann man nicht von einem Inzucht-Hintergrund ausgehen. So werden langzeitselektierte nicht-
ingezlichtete Mauslinien seit den spaten 70er Jahren am Leibniz-Institut fir Nutztierbiologie (FBN)
etabliert. Sie bieten aufgrund ihres komplexeren genetischen Hintergrundes eine gute Basis flr die
funktionale Analyse u.a. durch Untersuchungen des IGF-Systems im Kontext mit Kérpergewicht und
Wachstum. Konkret wurden zwei Mauslinien erstellt, welche paternal am 42. Lebenstag auf hohes
Korpergewicht (DU6 [86]) bzw. auf hohe Proteinmasse (DU6P [87]) geziichtet wurden und
vergleichend mit der zugehorigen unselektierten Kontrolle DUC betrachtet werden [88]. Alle drei
Linien entstammen der Ausgangslinie Fzt:DU, die in den 70er Jahren durch Kreuzung aus vier Auszucht-
und vier Inzuchtlinien erzeugt wurde [88, 89]. Fir die Linie DU6 hat sich nach 180 Generationen die
Kérpermasse von mannlichen Tieren von 29,8 g auf durchschnittlich 93,6 g bei 42 d alten Tieren mehr
als verdreifacht. Bei DU6P stieg durch die Selektion die Proteinmasse der untersuchten bei 42 d alten

Mannchen von anfanglich 3 g je Tier auf 6,93 g je Tier[89].

Ein sehrinteressantes Tiermodell zur Untersuchung des IGF-Systems ist der Nacktmull, welcher
aufgrund seiner hohen Lebensdauer [90] als Modelltier fiir verzogerte Seneszenz [91-96] und
Krebsresistenz [92, 97, 98] verwendet wird. Da in Mausmodellen eine Lebensverlangerung durch
Stoérung der GH/IGF-Achse beobachtet wurde [99], vermutet man, dass sich die Langlebigkeit bei
Nacktmullen auf ein verdndertes GH/IGF-System zurtickzuftihren I4sst [100]. Es wurde in Fibroblasten
von Nacktmullen in vitro zwar PAPP-A zur Spaltung von IGFBP4 und 5 nachgewiesen, aber gleichzeitig
eine geringere Menge an Proteasen fir IGFBP3 wie PAPP-A2 [100]. Auch sind die Genexpressionen fir
IGF2 und IGF1R erhoht, im Gegensatz dazu ist die Expression von IGF1 und Insulin vergleichend zu
anderen Nagern reduziert [101]. Daher ist die Untersuchung der biologischen Aktivitat von IGFs und

den Bindungsproteinen im Nacktmull von groRem Interesse.
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1.2 Fragestellung

Das gegenwartige Verstandnis des IGF-Systems, in dem die Wirkungen durch IGFBPs, IGFBP-
Proteasen und IGFBP-Proteaseinhibitoren gesteuert werden, hat unmittelbare Relevanz fiir die
Untersuchung und Bewertung der IGF-abhangigen Aktivitat in biologischen Matrices. Um die Aktivitat
des IGF-Systems zu beurteilen, reicht daher die alleinige Messung von Hormonspiegeln nicht aus. In
der vorgestellten Arbeit wird die Herausforderung angenommen und dem neuen Verstandnis
Rechnung getragen. Die Publikationen dieser Arbeit beschaftigten sich mit der Untersuchung der IGF-

abhangigen Aktivitat in biologischen Matrices aus unterschiedlichen Tiermodellen wie folgt:

Publikation 1

Wie erfolgt die Kontrolle der IGF-abhangigen Aktivitat in Phdnotyp-basierten Tiermodellen?
Als Tiermodelle ausgewdhlt wurden Mauslinien, welche auf hohe Kérpermasse (DU6) bzw. hohe
Proteinmasse (DU6P) selektiert wurden. Wie ist das IGF-System wéahrend der Wachstumsphase
reguliert? Gibt es eine Regulation des IGF-Systems von IGF1 im Serum durch IGFBPs im Verlauf der

Wachstumsphase?

Publikation 2

Die Kontrolle der IGF-abhangigen Aktivitat wurde auch unter Integration des Genotyp-
basierten Tiermodelles untersucht. Hierbei wurde ein Kreuzungsmodell (IGFBP2 transgen x
Selektionsmodell) erstellt und verwendet. Wie stark blockiert die erzwungene Uberexpression von
IGFBP2 den Muskelansatz in DU6P Mausen? Und welche weiteren Auswirkungen hat die
Uberexpression von IGFBP2 auf das Wachstum von Organen und die Kérpermasse? Mittels IGFBP-
Protease-Assay soll zudem untersucht werden, inwieweit sich die biologische Aktivitat des IGF-Systems

verandert.

Publikation 3

In den ersten beiden Studien konnte bestatigt werden, dass die biologische Aktivitat von IGF1
komplex gesteuert wird. Um die Hypothese der ,Steuerung der IGF-abhangigen Aktivitat im Verlauf
der Entwicklung” aus einer der Arbeiten zu Uberprifen und um ein neuartiges Instrument fir die
Analyse der IGF-abhangigen Aktivitat in biologischen Matrices zu entwickeln, wurde ein neuer Bioassay
etabliert, der die Aktivitat des IGF-Systems auf Ebene der AKT-Phosphorylierung untersucht. Es sollte
dabei ermittelt werden, wie sensitiv der neue Bioassay ist. Welche Zellmodelle eignen sich fiir die
Verwendung des Bioassays? Und wie weit kann die Sensitivitat der Zellmodelle beeinflusst werden?
Wie gut eignet sich dieser neue Bioassay fiir biologische Proben? Hierflir wurden drei unterschiedliche

biologische Matrices von vier Vertebraten untersucht.
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1.3 Methoden

Zellkulturen

Fir die durchgefiihrten Versuche wurden die in Tabelle 1 genannten Zelllinien verwendet. Die
Wachstumsphase der Zellen fand im zugehorigen Medium (Tabelle 1) mit 10 % fetalem Kalberserum
(FCS, 10500-064, Gibco, Fisher Scientific) und 1 % einer 100x Penicillin-Streptomycin-Amphotericin-B-
Mixtur (#882087, Lonza, Biozym) in einer 100 mm Zellkulturschale (#83.3902, Sarstedt AG & Co. KG,
Nimbrecht, Germany) statt. Das Medium wurde alle 2-3 Tage erneuert, und die Zellen erreichten nach

etwa einer Woche Konfluenz und wurden regelmalig passagiert.

Tabelle 1 Ubersicht der Zellkulturen nach Linien, entsprechendem Wachstumsmedium sowie Splittverhiltnis nach Passage
und Anbieter

Zelllinie Medium Verdlinnung Anbieter

HEK293 EMEM (#BE12-611F, Lonza) 1:20 ATCC; Rockville, MD, USA
HEK293-10 EMEM (#BE12-611F, Lonza) 1:20 Transfizierte Zellen von HEK293
HEK293-2 EMEM (#BE12-611F, Lonza) 1:20 [102]

HuH-7 DMEM (#BE12-604F, Lonza) 1:50 ECACC; Salisbury, UK

C2C12 DMEM (#BE12-604F, Lonza) 1:50 ATCC; Rockville, MD, USA

373-L1 DMEM/F12 (#BE12-719F, Lonza) 1:50 ATCC; Rockville, MD, USA

Bei Konfluenz wurden die Zellen mit einer Phosphatpufferlosung (PBS, 137 mM NacCl, 2,7 mM
KCl, 10 mM NazHPO,, 1,8 mM KH,PQO,) gespiilt, und zum Abldsen anschlieBend fiir 10 min mit 3 ml PBS
mit 0,25 % Trypsin und 0,53 mM EDTA (10x Trypsin/EDTA-Mix, BEO2-007E, Lonza) behandelt. Zum
Stoppen der Reaktion wurden 6 ml Wachstumsmedium zugegeben, das Zellgemisch in ein
Falconréhrchen Gberfiihrt und 10 min bei 800 RCF zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Zellpellet im angegebenen Verhéltnis (Tabelle 1) in eine neue Zellkulturschale mit entsprechendem

Medium gegeben.

Mauslinien

Alle Versuche mit Mausen wurden im Rahmen der nationalen und internationalen gesetzlichen
Bestimmungen fiir Tierversuche durchgefiihrt, und den Versuchen wurde vom Landesamt fir
Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern (LALLF MV;

Aktenzeichen LALLF M-V/TSD/7221.3-1.2-037/06) zugestimmt.

Die Haltung der Mause erfolgte in Semi-Barriere Kafigen mit freiem Zugang zu Trockenfutter
(Altromin, Lage, Deutschland) und Wasser. Fiir das benétigte Serum der longitudinalen Studien (Walz

et al. 2020) wurden Tiere im Alter von 2, 4, 7, 11, 16, 29, 42, und 54 Wochen (Wo) getotet, und deren
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Blut gesammelt, dann flir 30 min gerinnen lassen, und abschlieend bei 5000 rpm fiir 5 min zweimal
zentrifugiert, dekantiert und als Serum bei -20 °C gelagert. Jede Gruppe umfasste acht Tiere, aufgrund
der erhéhten Sterblichkeit verblieben in der Gruppe der Mannchen der DU6 Linie im Alter von 54

Wochen nur vier Tiere.

Aus der von allen Mausen taglich erhobenen Kérpermasse lieB sich mittels der Gompertz-

Yo

e—K-X
Wachstumsfunktion (Y (X) = Yy, - [(Y—) ]) die tagliche Zunahme interpolieren.
M

Fiir die Experimente in Ohde et al. 2020 (Publikation 2) wurden Mannchen der Linie DU6P mit
hemizygoten Weibchen von IGFBP2-transgenen C57BI/6 gekreuzt, und die Nachkommen auf 10 d (5
Mannchen und 5 Weibchen) standardisiert. Ihr Kérpergewicht wurde nach 21, 35 und 49 d bestimmt,
bei 49 d erfolgte die Tétung der Tiere, Serum wurde wie oben beschrieben gesammelt, Organe wurden

gewogen und bei -80 °C eingefroren.

Zur Analyse der Organe mittels Western Immuno Blots wurden diese in Lysispuffer (New
England Biolabs, Frankfurt, Deutschland) mit Protease Inhibitoren (cOmplete™ Mini, Roche,
Mannheim, Deutschland) mit einer Precellys®24 (Peqlab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland)
homogenisiert. Nach Zugabe von Ldmmli Puffer (31,25 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 1 %

Natriumdodecylsulfat, 5 % Glycerin) wurden die Proben bei 94 °C denaturiert.

Nacktmull

Die Serumproben des Nacktmulls stammen vom Leibniz-Institut fiir Zoo- und
Wildtierforschung (IZW). Sie wurden von vier Tieren im Alter von 0,9; 1,0; 1,6 und 3,5 Jahren
entnommen und auf flissigem Stickstoff gelagert. Die Entnahme erfolgte gemaR nationaler und
institutioneller Richtlinien und nach Genehmigung der Ethikkommission des Landesamtes fir

Gesundheit und Soziales Berlin (#ZH 156, G02217/12, T 0073/15).

Humanes Serum und Cerebrospinalflissigkeit

Die humanen Medien wurden von der Sektion Neuroimmunologie der Klinik und Polyklinik fir
Neurologie der Universitditsmedizin Rostock zur Verfligung gestellt. Die Proben stammen von
Patienten, die zwischen 2009 und 2012 an einer TCA Studie teilnahmen [103, 104]. Ihnen wurde bei
jeder Behandlung Cerebrospinalfliissigkeit (hCSF) und Serum entnommen und die Proben bei -80 °C
gelagert [103, 104]. Die Patientinnen und Patienten gaben ihre Zustimmung fur die Nutzung der
Proben zu Forschungszwecken, und zusatzlich hat der Ethikrat der Universitatsmedizin Rostock der

Verwendung zugestimmt (Genehmigung A 2016-0088).

Fiir die Experimente wurde hCSF von 10 Patienten gepoolt und mit den entsprechenden

gepoolten Seren analysiert.
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Milchproben

Die Milchproben stammen von 10 multiparen Milchkiihen der Rasse Holstein-Friesian aus der
Experimentieranlage Rind am Leibniz-Institut fir Nutztierbiologie (FBN). Von den insgesamt acht
Zeitpunkten der Probennahme fanden drei wahrend der Trachtigkeit (um d 40, d 135 und d 220 post
conceptionem), drei kurz vor dem Kalben (d 0, d 1 und d 2 post partum) und zwei nach dem Kalben (d

7 und d 30 post partum) statt. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -20 °C.

Zur Analyse wurden die Milchproben nativ und angesauert verwendet. Fiir die Ansauerung
wurde 1 ml Milch mit 100 pl 1 M HCI gemischt und fir 10 min bei 37 °C inkubiert, bei 16800 RCF fiir

5 min zentrifugiert und der Uberstand fiir die weitere Verwendung in ein neues GefaR iiberfiihrt.

BIRA-Assay

Fiir die Experimente im BIRA Assay (Walz et al. 2021; Abbildung 5) erfolgte die Aussaat der
benétigten Zellen in einer 24-Well-Platte mit 10° Zellen in 500 ul je Well. Nach Ausbildung eines
Zellmonolayers wurden die Zellen fir einen Tag (18 - 24 h) mit dem Initialmedium (Medium
entsprechend Tabelle 1 mit 0,5 % FCS) inkubiert. Als Kontrolle des Einflusses der IGF1-Antwort durch
extrazelluldares IGFBP2 wurde zu den Zellen HEK293-2 und HuH7 neben einem Blank rekombinantes
humanes IGFBP2 (RD172583100, BioVendor GmbH, Kassel, Deutschland) in sieben
Konzentrationsabstufungen beginnend mit 33,75 ng/ml und jeweils verdoppelnd bis zur hdchsten

Konzentration von 2000 ng/ml zugegeben.

Far die Durchfihrung des Assays wurde das Initialmedium entfernt und die Testsubstanz
entsprechend Tabelle 2 pur oder verdiinnt in PBS auf die Zellen gegeben. Nach 20 min Inkubation
wurde die Testsubstanz entfernt, einmal mit PBS gespllt und dann der Zellmonolayer mit dem
Lysispuffer [1,5 Tabletten completeMini Protease Inhibitor (Roche), 31,25 mM Tris-hydroxymethyl-
aminomethan (Carl Roth), 1 % Natriumdodecylsulfat (Carl Roth), 5 % Glycerin (Carl Roth) in 17 ml
Wasser und 1,5 ml 10x Cell Lysis Buffer (CST)] lysiert. Das Zelllysat wurde mit einer Precellys (Peqglab,

Erlangen, Deutschland) homogenisiert und anschliefend 5 min bei 95 °C denaturiert.

Tabelle 2 Ubersicht der Testsubstanzen, mit welchen die Zellen inkubiert wurden, um die Bioaktivitit zu bestimmen

Testsubstanz Verdinnung/Konzentration
Rekombinant humaner IGF1 Standard 10 ng/ml—300 ng/ml

Seren von Maus, Nacktmull, Mensch 20 %

Humane Cerebrospinalfliissigkeit (hCSF) 100 %
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Milch (bovine) (nativ oder angesauert) 100 %

Die Proteinkonzentration in den Zelllysaten wurde mittels BCA-Test (BCA-Kit BCA1-1KT, Merck,
Herstellerprotokoll fiir Mikrotiter-Ansatz) ermittelt. Die Verdiinnung der Proben fir die Analyse
erfolgte mit Lammli-Puffer [31,25 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Carl Roth), 1 %
Natriumdodecylsulfat (Carl Roth), 5 % Glycerin (Carl Roth)] mit 0,4 % B-Mercaptoethanol auf eine
Proteinkonzentration zwischen 800 — 1000 pg/ml. Uber Proteinanalyse wird das Signal fiir die

Phsophorylierung von AKT an Serin 473 (Phos-AKT) ausgelesen und mit Standards verglichen.

Quantifizierung von Phos-AKT

,. Western Immuno Blot

e &l = M\ TW’;\)(.W.
/R
Zellwachstum =

Wechseln des

Aussaat der Mediums zum i _

Zellen Initialmedium

{} {} Normalisieren der <

T #) | Proteinkonzentration

Kapillarelektrophorese (WES)

|

]
Tag 7

20 min

[
0
Inkubation Lysis der Zellen, Ernte,

Homogenisieren

Abbildung 5 Schematische Darstellung des Ablaufs des BIRA-Assays, Western Immuno Blot Darstellung von Biolegend [105],
Darstellung der WES von Simple Protein [106]

Bestimmung der IGF1 Konzentration mittels ELISA
Die IGF1 Konzentration in den Seren von Madusen wurde mittels kommerzieller ELISA-Kits von
Mediagnost (Reutlingen, Deutschland) fir murines IGF1 entsprechend den Herstellerangaben

bestimmt.

Proteinanalyse

Fir die Proteinanalyse wurden die Proben (20 — 40 ug Gesamtprotein) zunachst im Proteingel
anhand ihrer GroRRe getrennt. Dieses erfolgte fiir WIB und WLB mittels Gelelektrophorese (Feldstarke
= 20 V/cm) aus Bio-Rad TGX Stain-Free FastCast Acrylamid-Kit (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland). Nach der Elektrophorese wurden die Proteine per Semi-dry Blot (60 min, Stromstarke
80 mA je Gel) auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran lbertragen. AnschlieRend erfolgte mittels

Blot-Analyse die weitere Quantifizierung der Bindungsproteine IGFBP 2-4 mittels Western Liganden
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Blot (WLB), sowie der Proteine AKT, p44/p42 MAPK, IGFBP2, Phos-AKT und Phos-p44/p42 MAPK

mittels Western Immuno Blot (WIB).

Western Liganden Blot

Fir den WLB in der Publikation Walz et al. 2020 wurden die Membranen mit Jod-125
radiomarkiertem humanem rekombinantem IGF2 Uber Nacht inkubiert, und nach finfmaligem
Waschen in PBS fiir 15 min wurden die Membranen fiir 8 h im Phosphor-Imager Storm (Molecular
Dynamics, Sunnyvale, USA) ionisierender Strahlung ausgesetzt und die Signale wurden mittels

Phosphor-Imager quantifiziert.

Bei den Proben in Ohde et al. 2020 wurden fiir den WLB die Proteine nach der Ubertragung
auf die PVDF Membranen zuerst 2 h mit dem Liganden (biotin markiertes humanes IGF2, IBT-Systems,
Binzwangen, Deutschland) inkubiert und nach dem Waschen fir 1 h mit Streptavidin-konjugiertem
Sekundarantikérper (IBT-Systems, Binzwangen, Deutschland) inkubiert. Die Visualisierung erfolgte
dann mit einem Chemilumineszenz-Verstarker (Luminata Forte, Millipore, Bedford, USA) in einer

BIORAD Station (BIORAD Chemi-Doc MP System, Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, USA)

Zur absoluten Quantifizierung mittels Rekalkulation wurden in jedem Gel bekannte

Konzentrationen von rekombinantem IGFBP 2 bis 4 zwischen 0,03 und 4 ng/ul mit analysiert.

Western Immuno Blot

Flr WIB wurden die Membranen zuerst mit 3 % Trockenmilch in TBST (Tris-buffered saline with
Tween20) fur 1 h inkubiert um freie Bindungsstellen der Membran zu blockieren. Nach dreimaligem
Waschen der Membran wurde sie Gber Nacht bei 4 °C mit entsprechendem Primarantikorper (Tabelle
3) inkubiert, und nach flinfmaligem Waschen mit TBST fiir 2 h mit dem Sekundarantikorper (AntiRabbit
IgG HRP, CST #7074, Verdiinnung 1:2000) inkubiert. Die Banden konnten mit Lumigen ECL Ultra
(Lumigen Inc., USA) unter einer BIORAD Station (BIORAD Chemi-Doc MP System, Bio-Rad Laboratories
GmbH, Hercules, USA) mit UV-Licht und entsprechender Geratesoftware Image Lab Ver. 6.0.1 sichtbar
gemacht werden. Bei der relativen Kalkulation wurde die Proteinquantitdt der Proben auf die

Gesamtproteinmenge normalisiert.

Tabelle 3 Ubersicht der verwendeten Primarantikdrper fiir Western Liganden und Immuno Blot

Antikorper Hersteller

AKT Santa Cruz Biotech (#sc-8312)
Phospho-AKT (Ser473) Cell Signaling (#9271 oder #4060)
p44/p42 MAPK (ERK1/2) Cell Signaling (#4695)
Phospho-p44/p42 MAPK (ERK1/2) (Thr202/Tyr204) Cell Signaling (#4377 oder #4370)
IGFBP-2 Santa Cruz Biotech (#sc-6002)
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Kapillarelektrophorese (WES)

Phospho-AKT wurde mittels Immuno-Kapillarelektrophorese durch die WES (Protein Simple,
San Jose, USA) quantifiziert. Hierflir wurde fiir die Separation ein 25er Modul fiir die Proteinmassen 12
— 230 kDa (#SM-W004-1) verwendet, kombiniert mit dem zugehdorigen Kit fiir die Standards (#PS-ST05-
8) und einem Anti-Rabbit Detektions Modul (#DM-001). Als Priméarantikérper wurde wie flir den WIB
ein Antikorper fir Phos-AKT (CST #9271, Verdiinnung 1:50) verwendet. Fiir die Durchfiihrung wurden
Proben, Blockierlosung, Antikdrperlésungen, Luminol-Peroxid und Waschpuffer des Moduls der

Herstelleranleitung entsprechend in die vorgefertigten Platten gegeben und analysiert.

Die Steuerung und Analyse der Ergebnisse erfolgte mit der Software Compass for SW (Version
4.1.0; Protein Simple, San Jose, USA). Genauere Einstellungen fiir den Lauf und die Analyse sind im

Anhang zusammengefasst.

Protease Assay

Die Serumproben wurden auf ihre Fahigkeit getestet rekombinantes Maus-IGFBP2 (rmIGFBP-
2) zu spalten. Dazu wurde eine 10 % Serumlésung in sterilem PBS bei 39 °C in einem Thermoshaker
(40 rpm) mit 1 ng/ul rekombinantem murinen IGFBP2 inkubiert. Die Probennahme erfolgte zu finf
Zeitpunkten (T =0, 30, 90, 180 und 360 min) und die Proben wurden entnommen und mit dem gleichen
Volumen an 2-fach konzentriertem Laemmli-Puffer gemischt. Die Konzentrationen von IGFBPs wurden
mittels WLB wie oben beschrieben, bestimmt. Die Signalintensitdten (AU) wurden mit der Software

Imagelab® (BioRad, Deutschland) gemessen und relativ zum Signal bei T = 0 dargestellt.

Genexpression von PAPP-As und STCs in Gewebe

Die Gesamt-RNA aus Lebergewebe wurde nach Homogenisierung mit dem Precellys-Keramik-
Kit (1,4 mm; Peqglab, Erlangen, Deutschland) und TRlazol (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert. Nach
DNase-Behandlung wurde die RNA mit dem NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer (NanoDrop,
Peglab, Erlangen, Deutschland) quantifiziert. Die reverse Transkription wurde in 100 ng/ul der
Gesamtleber-RNA unter Verwendung von Random-Hexamer- und Oligo(dT)-Primern und Superscript
Il Reverse Transkriptase (Promega, Madison, Deutschland) durchgefiihrt. Die Menge der mRNA
Transkripte wurde mittels realtime-PCR unter Verwendung des LightCycler® 480-Gerdts (Roche
Diagnostics, Mannheim) bestimmt. Fir die genspezifische Amplifikation wurden 50 ng cDNA in
Reaktionsansatzen verwendet, die jeweils 20 uM Forward- und Reverseprimer und den GoTaq® gPCR
Master Mix (Promega, Madison, USA), gemaRR den Anweisungen des Herstellers, enthielten. Die
verwendeten Primerpaare, inklusiver der internen Standards fiir Ribosomales Protein L19 und
Phosphoglyeratkinase 1 sind in Tabelle 4 Primer zur Analyse mRNA Expression von PAPP-As und STCs

zusammengefasst.

Tabelle 4 Primer zur Analyse mRNA Expression von PAPP-As und STCs
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Genname

Forward-Primer

Reverse-Primer

Pappalysin-1 [107]

5'-CCGCTCTTTCGACAACTTT-3'

5'-CATGGTAGTGGTGGTTGCTGG-3'

Pappalysin-2 [108]

5'-ATTAATAACCGGGCCTACTGCAAC-3'

5'-GTCACAATCAGC AGCAAATGGAA-3'

Stanniocalcin-1 [107]

5'-CCCAATCACTTCTCCAACAGA-3'

5'-GAAGAGGCTGGCCATGTTG-3'

Stanniocalcin-2[109]

5'-GAAATCCAGGGTTTACAT GG-3'

5'-TCCTTGATGAATGACTTTCC-3'

Ribosomales Protein L19

5'-CAATGCCAA CTCCCGTCAGC-3'

5'-TCTTGGATTCCCGGTATCTC-3'

Phosphoglyceratkinase 1

5'-CAGTCTAGAG CTCCTGGAAGGT-3'

5'-GCCACTAGCTGAATCTTGCG-3'

Statistik

Alle statistischen Auswertungen wurden entweder mit dem Programm GraphPad Prism
(Version 8.4.2 bzw. 9.0) oder SAS (Version 9.4) durchgeftihrt. Fir den Signifikanztest wurde ANOVA fir
gemischte Modelle verwendet, paarweise Vergleiche wurden mit der Tuckey-Kramer Methode

durchgefihrt. Ein p-Wert kleiner oder gleich 0,05 wurde als signifikant angesehen.

Die Berechnung der gemessenen Proteinkonzentrationen erfolgte (ber eine lineare

Ausgleichsgerade von bekannten Proteinstandardkonzentrationen.

Die Graphen und Regressionskurven wurden in GraphPad Prism erstellt. Zur Approximation

der Sattigungskurve fiir die Konzentrationsabhangigkeit wurde die Funktion ,spezifische Bindung mit
h
Hill-Steigung” verwendet. Sie hat die Form y(c) = By eccm (c IGF1 Konzentration, Bmax
50

maximale Ligandenbindung in den Einheiten von y, h Hill-Steigung, ecso Wert fir die Halfte der

maximalen Ligandenbindung).

Fir die zeitabhangige Reaktion der AKT-Phosphorylierung auf eine konstante IGF1-Zugabe
wurde die Funktion ,Assoziation-dann-Dissoziation” (Formel 1) verwendet. Fir die Regression ist der
hochste Mittelwert des phospho-AKT-Signals und der zugehorige Zeitpunkt des starksten Signals als ¢
festgelegt (¢ Zeit nach Zugabe von IGF1 zu den Zellen, Bmax maximale Ligandenbindung in Einheiten
von y, K,, Assoziationskonstante in min-1, K, Dissoziationskonstante in min™, ¢, Zeit, Einleitung der

Dissoziation, HOTNM Bindung des Liganden in nM).

©) = { Eq-(1—exp(—K,,"t) +1, t<t,
YT G (1= exp(—Kop  to) - exp(Kopp (= to) +1,  t21q
ligand K,
mit Eq = By N und K,;, = ligand - —= (1)
ligand + Ki of f

off

mit Jigand= HoTNM-10
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1.4 Ergebnisse

Eine detaillierte Beschreibung der Ergebnisse befindet sich in den englischsprachigen
Originalarbeiten im Anhang der vorliegenden Arbeit. An dieser Stelle folgt eine kurze

Zusammenfassung der Ergebnisse.

Publikation 1: Overlap of Peak Growth Activity and Peak IGF1 to IGFBP Ratio: Delayed Increase

of IGFBPs versus IGF1 in Serum as a Mechanism to Speed up and down Postnatal Weight Gain

in Mice

Michael Walz, Luong Chau, Christina Walz, Mandy Sawitzky, Daniela Ohde, Julia Brenmoehl, Armin
Tuchscherer, Martina Langhammer, Friedrich Metzger, Christine Hoflich, Andreas Hoeflich

Cells, 2020 Jun 22;9(6):1516. doi: 10.3390/cells9061516.

Um die Wachstumsaktivitat in Abhangigkeit der IGF1 Level zu ihren Bindungsproteinen zu
betrachten, wurden in einer longitudinalen Studie die taglichen Zunahmen der Kérpermassen von
langzeitselektierten Mausen, welche auf hohe Kérpermasse (DU6) oder auf hohe Proteinmasse (DU6P)
gezlichtet wurden, vergleichend zur unselektierten Kontrolle (DUC) erfasst. Der Héchstwert fir die
tagliche Gewichtszunahme ergab sich bei DUC zwischen Tag 20 und 21 (Mannchen) bzw. Tag 17 und
18 (Weibchen) und in DU6P etwa flinf Tage sowie in DU6 etwa sieben Tage spater. Der mittlere Wert
der taglichen Gewichtszunahme betrug jeweils bei den mannlichen und weiblichen Tieren der DUC
0,93 g/d und 0,80 g/d, sowie entsprechend bei der DU6P 1,70 g/d und 1,28 g/d und fiir Tiere der DU6
1,71 g/d und 2,02 g/d.

Wahrend DU6- und DU6P-Mause geschlechtsspezifische, signifikante Anstiege der IGF1-
Konzentration im Serum zwischen zwei und sieben Lebenswochen (Wo) aufweisen, waren die
signifikanten IGF1-Anstiege der DUC geschlechterunspezifisch. Im Linienvergleich zeigte sich in der
DU6 und DUG6P ein hoheres Level an IGF1 im Serum im Alter von vier Wo im Vergleich zur DUC.
Einheitlich tGber alle genetischen Gruppen sank in den Mannchen die IGF1-Konzentration zwischen den
Wochen 7 und 29. Bei den Weibchen der Linien DU6 und DU6P gab es einen signifikanten Anstieg der
IGF1 Konzentration zwischen der 2. und 7. Woche, und nur bei der Linie DU6P sank dieser auch wieder
signifikant im Vergleich von 7 und 54 Wo alten Tieren. In weiblichen DU6P waren das zirkulierende
IGF1 zwischen 7 und 54 Wo vergleichend zur DUC erhoht. Ein interessanter Gegensatz zu den anderen
Linien manifestierte sich in mannlichen 54 Wo alten DU6P Mausen, in welchen signifikant mehr IGF1

im Serum gemessen wurde.

Wahrend des gesamten Lebens wurden die héchsten IGFBP2-Konzentrationen im Serum von

weiblichen Mausen aller Linien mit 11 Wo beobachtet, mit signifikanten Reduktionen nach 16 und 54
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Wo. Mannliche Tiere hatten bereits nach zwei Wo signifikant héhere IGFBP2-Level im Vergleich zu

spateren Zeitpunkten.

Das zirkulierende IGFBP3 alternierte in den untersuchten Tieren stark lber das Alter. In
weiblichen Mausen aller drei Linien wurde ein deutlicher Anstieg von IGFBP3 im Serum zwischen zwei
und 16 Wo beobachtet. Die weiblichen Kontrollen und DU6 zeigten eine Reduktion zwischen 16. und
42. Wo, wahrend IGFBP3 in weiblichen DU6P vergleichend zur Kontrolle und DU6 mit 42 Wo weiter
erhohte Konzentrationen von IGFBP3 zeigten. Das zirkulierende IGFBP3 alternierte in mannlichen DUC
Mausen Uber die Zeit. In mannlichen Tieren erreichte die IGFBP3 Konzentration einen vorlaufigen Peak
bei 11 Wo und sank bei dlteren Tieren. Dabei hatten DU6 und DU6P eine 50 % hdhere IGFBP3
Konzentration im Serum als DUC Tiere. Bei 42 Wo alten DUC Tieren gab es einen zweiten Peak in der

IGFBP3 Konzentration, welcher héher war als in DU6 und DUG6P Tieren.

Das Serum-IGFBP4 stieg in weiblichen Tieren der drei Linien bei 16 Wo alten Tieren, und sank
danach auf einen Tiefstwert bei 29 Wo alten DU6P bzw. 42 Wo alten DU6 und DUC Tieren. Nach dem
Minimum stieg die IGFBP4 Konzentration wieder auf ein weiteres Maximum bei 54 Wochen alten
Tieren an. Gegensatzlich dazu zeigten mannliche DUCvon 54 Wo verglichen zu 11 Wo niedrigere Werte
von IGFBP4. Bei mannlichen DU6P-Mausen zwischen sieben und 16 Wo blieb IGFBP4 erhoht, mit

signifikanten Unterschieden im Vergleich zu unselektierten Kontrollen im Alter von 16 Wo.

Die Regulation des IGF1 durch IGFBPs konnte aus dem IGF1/IGFBP-Verhiltniss ermittelt
werden. Dieses Verhaltnis wurde vergleichend zur taglichen Gewichtszunahme betrachtet. Dies zeigte
in allen genetischen Gruppen eine einheitliche Kinetik der Wachstumsaktivitat zwischen zwei und elf
Wo alten Tieren. Das molekulare Verhaltnis von IGF1 zu IGFBP2-4 war in allen Geschlechtern und Linien
kleiner als 1, was eine kleinere IGF1 Konzentration als IGFBPs Konzentration anzeigte. Zwischen den
Wo zwei und vier gab es einen signifikanten Anstieg in allen Gruppen und Geschlechtern mit Ausnahme
der weiblichen Kontrollen. Im Alter von vier Wochen stieg das Verhaltnis von IGF1 zu seinen IGFBPs in

mannlichen und weiblichen adipdsen Mausen (DU6) vergleichend zu Kontrolltieren an.

Die Wachstumsdynamik demonstrierte einen Zusammenhang zwischen der téaglichen
Gewichtszunahme und den Serumkonzentrationen von IGF1/IGFBP-Verhaltnissen. Zudem wurden
starke geschlechtsspezifische und Phanotyp-abhingige Effekte auf das Wachstum und die

Entwicklung, reguliert von IGF1 und IGFBPs, prasentiert.
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Publikation 2: Sex-Specific Control of Muscle Mass: Elevated IGFBP Proteolysis and Reductions

of IGF1 Levels Are Associated with Substantial Loss of Carcass Weight in Male DU6PxIGFBP-2

transgenic Mice

Daniela Ohde, Michael Walz, Christina Walz, Antonia Noce, Julia Brenmoehl, Martina Langhammer,
Andreas Hoeflich

Cells 2020, 9, 2174; doi:10.3390/cells9102174

Um den Einfluss von IGFBP2 auf das Wachstum, hohe Muskelmasse und den maternalen
Einfluss von hoheren IGFBP2-Spiegeln zu untersuchen, wurden Maéannchen der Dummerstorfer
Langzeitselektionslinie DU6P mit weiblichen hemizygoten IGFBP2 transgenen Mausen gekreuzt. Die
Nachkommen der DU6PxIGFBP2 transgenen Mause wurden im Alter von sieben Wo auf verschiedene
Wachstumsparameter untersucht. Es zeigte sich eine signifikant starkere Reduktion der Kérper- und
Schlachtkérpermasse bei mannlichen im Vergleich zu weiblichen Mausen. Zudem waren
DUG6PxIGFBP2-Mause durch signifikant reduzierte Muskelmassen im Gegensatz zu nicht-transgenen
Kontrollen beider Geschlechter gekennzeichnet. Die hemmenden Effekte der IGFBP2-Uberexpression
auf die Korper-, Schlachtkdrper- und Muskelmasse waren in mannlichen deutlicher ausgepragt als in
weiblichen Mausen. Inhibitorische Effekte auf die Gehirnmasse der IGFBP2-Uberexpression konnten
fur beide Geschlechter beobachtet werden. Interessanterweise filihrte die Expression des IGFBP2-
Transgens bei den Weibchen zu einer signifikant erhéhten epididymalen und perirenalen Fettmasse.
Insbesondere die epididymale Fettmasse war bei weiblichen Kreuzungen um mehr als 40 %

vergleichend zur nicht-transgenen Kontrolle erhéht.

Die muskularen IGF1- und IGF2-Konzentrationen waren unabhangig vom Genotyp und
Geschlecht dhnlich. Auf Ebene der Signaltransduktion zeigten sich geschlechtsspezifische, muskulare
Effekte. Wahrend in den Weibchen reduzierte Gesamt-AKT, aber erhéhte phosphorylierte, also
aktivierte, AKT Level beobachte wurden, konnte in Mannchen ein reduziertes Verhaltnis zwischen

phospho-AKT zu Gesamt-AKT detektiert werden.

Da keine unterschiedliche Regulation des IGF-Systems innerhalb des Muskels identifiziert
werden konnte, wurden mogliche zirkulierende Effekte der IGFBP2-Uberexpression untersucht. Im
Gegensatz zu mannlichen nicht-transgenen Kontrollen war zirkulierendes IGF1 in mannlichen
transgenen IGFBP2-Mausen um 85 % reduziert. Dies korreliert mit einem signifikant reduziertem
hepatischem IGF1-Level der transgenen Mannchen im Vergleich zu mannlichen nicht-transgenen oder

weiblichen IGFBP2-transgenen Wurfgeschwistern.

Die Kreuzung von IGFBP2 transgenen Mausen und auf hohe Proteinlevel selektierte Nicht-
Inzuchtlinien zeigte, dass eine erh6hte Gewebeexpression von IGFBP-2 ein wesentlicher Faktor fiir den

Muskelaufbau ist und mehr als 20 % des Karkassengewichtes blockieren kann.
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Publikation 3: Development of a sensitive bioassay for the analysis of IGF-related activation of

AKT/mTOR signalling by biological matrices

Michael Walz, Christine Hoflich, Christina Walz, Daniela Ohde, Julia Brenmoehl, Mandy Sawitzky,
Andreas Vernunft, Uwe K. Zettl, Susanne Holtze, Thomas B. Hildebrandt, Eckhard Wolf, Andreas
Hoeflich

Cells 2021, 10, 482. https://doi.org/10.3390/cells10030482

Die beobachtete IGF1 abhangige Aktivierung von AKT diente als Grundlage zur Entwicklung
eines funktionellen zellbasierten Bioassays, mit dessen Hilfe die Bioaktivitdat von IGF1 quantifiziert
werden kann. Bevor verschiedene biologische Matrices auf HEK293-10 Zellmonolayern getestet
wurden, wurde der BIRA-Assay definiert und hinsichtlich Dosisabhangigkeit, Spezifitat und zeitlicher

Reaktion der IGF-abhangigen Phosphorylierung von AKT charakterisiert.

Ausgehend von den Experimenten von Shen et al. 2015 [53] stellte sich die Frage, ob die
Prainkubation von IGFBP2 in HEK293-2-Zellen, humane Kolonkarzinomzellen mit einer normalen
IGFBP2 Expression, oder anderen Zelltypen ebenfalls zu einer IGF1-Dosis abhdngigen AKT-
Phosphorylierung fiihrt und ob die Phosphorylierung von der Konzentration von IGFBP2 abhangig ist.
Die Vorinkubation mit IGFBP2 bewirkte eine massive Induktion der AKT-Phosphorylierung in HEK293-
2-Zellen. Bemerkenswert ist, dass IGFBP2 einen dosisabhangigen Effekt auf die IGF1-abhédngige AKT-
Phosphorylierung in HEK293-2-Zellen zeigte. Eine signifikante Erhéhung der IGF1l-abhangigen AKT-
Phosphorylierung wurde bei Konzentrationen bis zu 500 ng/ml beobachtet. HuH-7-Zellen waren bei
IGFBP2 Konzentrationen von 250 ng/ml oder darliber empfindlich gegentiber IGF1. Im Vergleich zu
HEK293-2-Zellen verzogerte sich die Reaktion in den HuH-7-Zellen mit héher werdender Dosis der
IGFBP2-Vorinkubation, wodurch die Sattigung der IGF1l-abhangigen AKT-Phosphorylierung mit der
Endkonzentration von 2 pg/ml in HuH-7-Zellen noch nicht erreicht war. Ein verstirkender Effekt von

IGFBP2 konnte in beiden Zelllinien nur bei héheren IGF1-Dosen (100 ng/ml) beobachtet werden.

Im zweiten Teil der Bioassayentwicklung wurden verschiedene Matrices (Serum, Liquor, Milch
und Kolostrum) mit HEK293-10-Zellen, welche eine IGFBP2-Uberexpression aufweisen, fiir 20 min

inkubiert und phosphoryliertes AKT bestimmt.

Mauseseren von 28 d alten méannlichen, wachstumsselektierten Mausen (DU6) stimulierten
die AKT-Phosphorylierung in einem hoheren MalR als das Serum von Kontrolltieren. Das AusmaR der
Induktion der AKT-Phosphorylierung des DU6-Serums entsprach einer Aktivitat von 100 bis 300 ng/ml
reinem rhIGF1. Im Gegensatz dazu stimulierte das Serum von gleichaltrigen, unselektierten Kontrollen
die Phosphorylierung von AKT nur entsprechend einer Konzentration von 10 ng/ml rhIGF1. Serum
zwischen dem 28. und 112. Lebenstag zeigte eine kontinuierliche Abnahme der AKT-Phosphorylierung

bei mannlichen DU6-Ma&usen.
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Der BIRA-Assay konnte auch fir erste Studien der AKT-Bioaktivitdt in Seren von Nacktmullen
verwendet werden. AuRerdem konnten vergleichende Analysen von humanen Seren mit Liquor zeigen,

dass der BIRA-Assay analytische Aussagen treffen kann.

Um die Potenz der Milch zur AKT Aktivierung zu untersuchen, wurde eine Langsschnittstudie
mit Kolostrum oder Milch von Kiihen zu acht verschiedenen Laktationszeitpunkten durchgefiihrt. Im
Gegensatz zu nativer Milch, induzierten native Kolostrumproben eine AKT-Phosphorylierung in
HEK293-10-Zellen, welche der von IGF1 in einer Konzentration < 10 ng/ml entspricht. Die Ansduerung
der Milch flhrte zu einer signifikanten Erhohung der AKT-Aktivierung in allen Laktationsstufen. Die
Aktivitat der angesauerten Milch bzw. des spaten Kolostrums (Laktationsalter: 2 Tage postpartum) war
gleichzusetzen mit IGF1-Konzentrationen von Uber 300 ng/ml. Bemerkenswert ist, dass die
Ans3uerung einen stirkeren Effekt in der Milch als natives Kolostrum zeigte. Aquimolare Zugabe von
Natriumhydroxid zu der sauren Milch negierte die erh6hte Bioaktivitat. Dies zeigt, dass die Aktivierung
der Bioaktivitat in Milch durch Ansauerung reversibel ist und durch den pH-Wert gesteuert werden

kann.

Mit dem BIRA Assay wurde ein neuer Bioassay entwickelt, welcher in unterschiedlichen
Zellkulturlinien die biologische Aktivitat von IGF1 in diversen biologischen Matrices bestimmen kann.
Flr die Quantifizierung wurde die Phosphorylierung von AKT in IGFBP2-liberexprimierenden Zellen

untersucht, bei denen die Phosphorylierung von AKT abhangig von der IGF1-Konzentration ist.
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1.5 Diskussion

Fiir die Untersuchung der Wirkung des IGF-Systems stellen wachstumsselektierte Mauslinien
stellen geeignete Modelle dar, um die longitudinale Wirkung des IGF-Systems zu untersuchen.
Aufgrund der komplexen Regulation des IGF-Systems durch verschiedene Rezeptoren (IGF1R, IGF2R),
Bindungsproteine (IGFBP1-6), die zugehdrigen Proteasen fiir die Bindungsproteine (PAPPA-1, PAPPA-
2) und die Inhibitoren fiir die Proteasen (Staniocalcin 1 und 2), bieten Bioassays eine Moglichkeit zur

Beschreibung der Wirkung des IGF-Systems.

Zusammenspiel von IGF1, IGFBPs und Wachstum in Mausselektionslinien

Die unterschiedlichen Wirkungen von Mitgliedern des IGF-Systems hinsichtlich des
Wachstums, koénnen ideal an wachstumsselektierten Mauslinien sowie den dazugehorigen
unselektierten Mauslinie dargestellt werden. Die Selektion der Linien begann 1976 mit der
Generierung einer Mauslinie Fzt:DU mit einem vielfaltig gemischten genetischen Hintergrund aus vier
verschiedenen Inzucht- und vier Auszuchtmodellen [88], die bis heute durch Vermeidung der Inzucht
als unselektierte Kontrolllinie DUC aufrechterhalten wird. Ausgehend von der urspriinglichen
polygenen Linie Fzt:DU wurden fiir die Etablierung des Mausmodells DU6 in jeder Generation
Mannchen mit erhéhtem Koérpergewicht am 42. Lebenstag fiir die Verpaarung der nachsten
Generation ausgewahlt. Dies fiihrte nach 180 Generationen zu einer Linie, die sich durch ein extrem
erhohtes Korpergewicht, um mehr als 300 % im Vergleich zum Startgewicht, und Adipositas
auszeichnet [89, 110]. Durch die Selektion auf hohe Ganzkdrperproteinmasse, welche in Mannchen
bei 42d ermittelt wurde, ergab sich die Line DUG6P, in der sich extremes Muskelwachstum

manifestierte. Dies entspricht einem Selektionserfolg von tber 230 % [89, 111].

Beide Selektionslinien kennzeichnen sich durch ein groRReres Kérpergewicht und —wachstum
im Vergleich zur unselektierten Kontrolllinie, sodass sie als ideale Modelle zur Beschreibung des IGF-
bezogenen Wachstums dienen. Dabei beschrankten wir uns auf die Analyse von IGF1 (mittels ELISA)

und intakten IGFBPs (IGFBP2 bis 4, mittels Western Liganden Blot) in Serum.

Dieses hohe Wachstum der DU6- und DU6P-Mduse konnte mit einer erhdhten IGF1-
Konzentration im Serum in Zusammenhang gebracht werden und bestatigte damit auch friihere

Studien [111].

Die Konzentration von IGF1 blieb bis zu einem Alter von sieben Wochen erhoht, wahrend die
tagliche Gewichtszunahme bei allen drei Linien DU6, DU6P und DUC in der 2. Lebenswoche ein
Maximum erreichte und danach bis zum Ende des Wachstums bei etwa 20 Wochen abnahm. Folglich
kann der IGF1-Spiegel zumindest nicht allein die massiven Reduzierungen der Wachstumsaktivitat

zwischen vier und sieben Lebenswochen in den untersuchten Linien erkldren. Die IGF1
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Serumkonzentrationen beim Menschen folgen einem Peak-dhnlicher Verlauf mit der hdchsten
Konzentration im Alter von 14,6 Jahren, unabhidngig vom Geschlecht [112] und geringeren
Konzentrationen bei alteren Probanden [113]. Der IGF1 Peak korreliert dabei mit dem Peak fiir das
spatkindliche Wachstum, welches bei Madchen in einem Alter von etwa 12 Jahren und bei Jungen erst
mit 14 Jahren am hochsten ist [114]. Madnnliche Mausen zeigen ebenfalls IGF1 Serumkonzentrationen
mit einem Peak-dhnlichen Verlauf. Bei den Weibchen konnte dies nur in den Wachstumslinien DU6
und DU6P beobachtet werden. Dennoch korreliert das Wachstum der Mauslinien nicht mit den IGF1-
Konzentration, was auf die Serum IGFBP-Konzentrationen zurlickzufiihren ist. Die IGFBP2
Konzentration sank in allen Linien nach vier Wochen verglichen mit zwei Wochen alten Tieren. Auch
flr IGFBP4 war dies in mannlichen Mé&usen aller Linien zu beobachten. Fiir IGFBP2 und 4 stieg die
Konzentration danach auf ein Maximum bei 11 Wochen alten Weibchen bzw. 16 Wochen alten
Mannchen. Im humanen System ist IGFBP2 kurz nach der Geburt am hoéchsten und sinkt dann wahrend
der Entwicklung, bevor es zwischen 9 bis 11 Jahren nochmal ansteigt [115]. Ebenfalls konnte mit
steigendem Alter ein Anstieg des Serum-IGFBP2 in (iber 50-jahrigen Probanden gemessen werden. Die

IGFBP4 Konzentration ist im Menschen Ubers Alter konstant [116].

IGFBP3 ist in allen Selektionslinien und Geschlechtern durch einen starken Anstieg zwischen
vier Wochen und 11 bis 16 Wo alten Tieren gekennzeichnet. In den Weibchen verdreifacht sich die
IGFBP3-Konzentration zwischen der 4. und 11. Lebenswoche in der DU6P, sowie zwischen 4 und 16
Wo alten Tieren der Linien DU6 bzw. in der Kontrolllinie. Im Menschen steigt das Serum-IGFBP3 nach
der Geburt bis zum Hochstwert, welcher bei Madchen mit 14,5 -15 Jahren etwas friiher als bei Jungen
mit 15-15,5 Jahren liegt, und sinkt nach der Pubertat um etwa 13 % in beiden Geschlechtern bis zu
einem Alter von 30 Jahren. Der Abfall der Serum-IGFBP3-Konzentration geht bei Mannern mit

steigendem Alter weiter [112, 117].

Das molare Verhaltnis von IGF1 zur molaren Summe aller IGFBPs steigt in allen Gruppen
zwischen 2 und 4 Wo signifikant an. Die IGF/IGFBP-Verhiltnisse korrelieren mit der
Wachstumsaktivitat und haben ihre Maxima zum gleichen Lebenszeitpunkt der Mause. In DU6 Mausen
konnte zusatzlich im Alter von vier Wochen ein signifikant héheres Niveau des IGF1/IGFBP-
Verhaltnisses vergleichend zur unselektierten Kontrolle bestimmt werden. Dies konnte partiell eine
Erklarung der hoheren Wachstumsaktivitat unter den Bedingungen der Wachstumsselektion sein. Die
Uberlagerung der IGF1/IGFBP-Verhiltnisse mit den tiglichen Gewichtszunahmen ist bei den
unselektierten Kontrollen beider Geschlechter nur teilweise vorhanden. Die verlangerten
Wachstumsperioden der DU6 und DU6P Mausen konnten mit erhéhtem IGF1 und/oder erhéhter IGF1-
Bioaktivitat zusammenhangen. Diese Hypothese konnten wir unter der Verwendung des BIRA Assays
bestatigen. Das Serum von DU6 und DU6P Méausen zeigte, dass die biologische Aktivitdt zwischen vier

und 16 Wochen in DU6 und DU6P Mausen drastisch reduziert wird. In den unselektierten
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Kontrollmdusen konnte keine Abnahme der IGF-bezogenen Bioaktivitdt im diesem Alter gefunden
werden. Arbeiten an Knockout Mausmodellen zeigten, dass IGF2 und GH oder andere Hormone wie
Insulin einen Einfluss auf embryonales und frithes postnatales Wachstum und Entwicklung haben
[118]. Dieses bietet eine gute Grundlage fiir zukiinftige, ergdnzende Studien. In allen Gruppen und
Geschlechtern zeigte sich, dass sich die Kinetik der Serum-IGFBP3-Konzentrationen sich, verglichen mit
IGF1, verzogert. Moglicherweise handelt es sich hierbei um einen Mechanismus, welcher durch die
akut hohen Verhaltnisse von IGF1 zu den IGFBPs entsteht. Im Menschen konnte bisher kein verzégerter
Anstieg von IGFBP3 beschrieben werden [112, 113], was entweder auf Speziesunterschiede oder

unterschiedliche Analyseverfahren zuriickzufiihren ist.

Die Ursache fiir die Verschiebung der IGFBP3 Konzentration in Mausen ist noch nicht weiter
bekannt. Grundlegend kann eine veranderte Expression oder Stabilitdt dieses Bindungsproteins
Einfluss auf die gesamte Konzentration von IGFBPs und somit auf die Bioaktivitdt von IGF1 nehmen.
Eine These von Marouli et al. [27] geht davon aus, dass STC2 weniger effektiv die proteolytische
Aktivitat von PAPP-A blockiert. Auch kann PAPP-A2 [24] eine Regulation von IGFBP3 in Mausen
Ubernehmen. In Menschen wurde gezeigt, dass bei Kindern die Konzentration von PAPP-A2 mit

steigendem Alter abnimmt und im Gegenzug die Konzentration von IGFBP3 zunimmt [119].

Geschlechtsabhangige Effekte von IGFBP2 auf das Muskelwachstum

Aus friheren Studien mit C57BL/6-Inzuchtmausen ist die inhibitorische Langzeit-Wirkung von
IGFBP2 auf das Muskel- und Kérperwachstum bekannt [77, 79]. Um die Langzeitwirkungen von IGFBP2
in Selektionslinien mit erhohtem Muskelwachstum zu untersuchen, wurden transgene Weibchen mit
Mannchen der auf Muskelwachstum selektierten nicht-Inzuchtlinie DU6P gekreuzt. Die Ergebnisse aus
diesen Versuchen sind unter anderem von Bedeutung in der Haltung und Zucht von Nutztieren, z.B.
flr die Fleischproduktion von Bedeutung. Auch bei Menschen ist IGFBP2 negativ mit dem Aufbau von
Skelettmuskulatur assoziiert und kann daher als moglicher Marker fiir muskulare Erkrankungen oder

eingeschrankte Muskelleistungsfahigkeit angesehen werden [42, 43].

Durch die Kreuzung der Linien konnte gezeigt werden, dass Uberexprimiertes IGFBP2
geschlechtsspezifisch bis zu 20 % der Muskelmasse blockiert. Insbesondere mannliche Mause
reagieren sehr sensitiv auf die hemmenden Effekte von IGFBP2. Neben der Masse der isolierten

Muskeln waren auch die Hirnmassen beider Geschlechter signifikant reduziert.

In transgenen IGFBP2-Inzuchtmdusen bestand eine signifikante Erhéhung von IGFBP2 im
Serum [79], welche in den DU6PxIGFBP2-Kreuzungen nicht beobachtet werden konnte. Dies lasst zu
dem Schluss kommen, dass IGFBP2 einen negativen Effekt auf das Wachstum aufzeigt. Aus der

Literatur ist bekannt, dass in unterschiedlichen auf geringes Korpergewicht selektierten Mauslinien
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teilweise hohere, gleiche oder auch geringere IGFBP2-Konzentrationen im Serum verglichen mit

unselektierten Kontrollen detektiert wurden [120].

Im Serum der mannlichen DU6PxIGFBP2-Tiere waren nicht nur die Konzentration von IGFBP2,
sondern auch von IGFBP3 und -4 reduziert, was sich durch eine hohe proteolytische Aktivitat zeigte.
Da in DU6P das maximale Wachstum nur mit den IGFBPs, aber nicht mit einer Reduktion von IGF1
korrelierte, spricht vieles fiir eine Regulation durch die Proteolyse. Nach derzeitigem Kenntnisstand
werden IGFBP2 [20], -4 und -5 [22] von PAPP-A abgebaut, wahrend durch PAPP-A2 IGFBP3 und -5 [23]
proteolysiert. Unsere Ergebnisse zeigten eine hohere proteolytische Aktivitat in Mannchen verglichen
mit Weibchen, obwohl in Weibchen eine héhere Expression von PAPP-A/A2 zu sehen war. Allerdings
ist die Regulation von Inhibitoren fir PAPP-A/A2, STC1 und 2 in Weibchen im Vergleich zu der
Expression in Mannchen stark erhoht. Damit zeigt sich eindeutig eine geschlechterabhangige
Regulation des IGF-Systems in Muskeln. Fir weiterfiihrende Studien wére es von Bedeutung, die
Expression von PAPP-As und STCs in Abhangigkeit vom Alter und Geschlecht in Muskeln und anderen

Organen zu untersuchen.

In kolorektalen Krebszellen wurde nachgewiesen, dass auch STC2 die Signaltransduktion von
AKT und ERK1/2 MAPK regulieren kann [121]. Dies wiirde die héhere AKT-Phosphorylierung in Muskel
und Gehirn in DU6PxIGFBP2-Weibchen erkldren, welche eine erhéhte Expression von STCs aufwiesen.
Das Zusammenspiel aus IGFBP2, der zugehorigen Protease PAPP-A und den Proteaseinhibitoren sowie
der Phosphorylierung von AKT unterstitzt die Beobachtung einer IGFBP2 abhadngigen AKT-
Phosphorylierung nach Shen et al. [53]. Erganzend dazu konnte eine geschlechterabhangige Regulation

gezeigt werden.

Die in den DU6PxIGFBP2-Mannchen beobachteten hohen Level an IGFBPs-Fragmenten, sowie
die vermehrte Expression von PAPP-As kdnnen als Reaktion auf die erhdhte IGFBP2 Expression
angesehen werden. PAPP-As spalten aber nicht nur IGFBP2, sondern bauen auch effektiv IGFBP3 und
-4 ab [21]. IGFBPs ermdglichen die Bindung von IGFs und somit den Schutz vor Abbau. Ein groRRer Anteil
der Serum IGFs wird in der Leber exprimiert und sekretiert. Dadurch kénnen IGFs zirkulierend ohne
vorherigen Verlust an Zielorgane transportiert werden, ohne vorherigen Verlust [122]. Durch den
erhohten Abbau der IGFBPs fallt die Stabilisierung weg, was folglich zu einem funktionellen Verlust von
IGFs flihrt. Das verminderte Muskelwachstum und Karkassengewicht das niedrigere
Schlachtkorpergewicht in DU6PxIGFPB2-Mdusen kann mogen auf die systemisch reduzierte
Konzentration von IGF1 im Serum zurlickzufiihren sein. Alternativ wird im Muskel aber auch mehr
IGFBP2 exprimiert, welches IGF1 binden kann und somit lokal zu einem geringeren Wachstum im

Muskel sein und damit ein geringeres Karkassengewicht begriinden kdénnte.
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Untersuchung der biologischen Aktivitat von IGF1

Durch die Untersuchungen der Auswirkungen des IGF-Systems auf die funktionalen
Eigenschaften in speziellen Mausmodellen wird erkennbar, dass das komplexe IGF-System von
mehreren, teilweise unbekannten Faktoren abhangt. Zur Beschreibung des biologischen Systems ist es
sinnvoll, das Zusammenspiel aus Hormon (IGF1, IGF2), Rezeptor (IGF1R), Bindungsproteinen (IGFBPs)
sowie den Proteasen (PAPP-As) und deren Inhibitoren (STCs) in einer biologischen Matrix zu

untersuchen.

Zur Beschreibung der IGF-abhéngigen biologischen Wirkung kénnen diverse Analysen erfolgen,
in denen das IGF1-abhangige Wachstum wie Zellproliferation oder Zellmigration bestimmt wird [54-
56]. Eine weitere Moglichkeit zur Untersuchung der Bioaktivitat von IGF1 stellt der KIRA Assay dar. In
diesem wird die Tyrosin-Phosphorylierung des IGF1R in der humanen Brust-Adenokarzinom Zelllinie

MCF-7 nach Zugabe von IGF1 haltigen Fluiden untersucht [57].

Der neu entwickelte BIRA Assay nutzt die weiterfiihrende Signalkaskade nach dem IGF1R, um
die Wirkungsweise von IGF1 im Zusammenspiel von MAPK und PI3K einzubeziehen. Zur Bestimmung

der Bioaktivitdt von IGF1 wird die Phosphorylierung von AKT durch diese Signalkaskade genutzt.

Das Zellmodell HEK293-10, beschrieben durch eine erhéhte Expression von IGFBP2, zeigt eine
deutliche konzentrationsabhangige Antwort von AKT auf IGF1, was in dem Zellmodell HEK293-2 ohne
IGFBP2-Uberexpression nicht zu beobachten ist. Diese Beobachtung passt zu Studien der
Forschungsgruppe um Clemmons [53, 123, 124]. Sie beschreiben in vaskularen glatten Muskelzellen,
dass membrangebundenes IGFBP2 die Inhibierung von PTEN ermdglicht, wodurch PI3K nicht
dephosphoryliert und so die MAPK Signalkaskade nicht inhibiert wird [53]. Diese Effekte kdnnen nach
Vorinkubation mit IGFBP2 ebenfalls in der Hepatocarcinomzelllinie HuH7 und HEK293-2 ohne IGFBP2-

Uberexpression bewirkt werden.

Die Spezifitait des BIRA-Assays konnte mit zwei verschiedenen Inhibitoren fiir den IGF1R
nachgewiesen werden. Wahrend der monoklonale Antikérper (alR3) die extrazellularen
Bindungsstellen des IGF1R blockiert [125], passiert das kleine Molekiil BMS-754807 die Membran und
bindet an der B-Untereinheit des IGF1R und inhibiert so die Phosphorylierung des IGF1R [126, 127].
Die Experimente zeigten, dass die Antikorper die Signalstiarke um fast die Halfte reduzieren. Der

Inhibitor BMS-754807 zeigte sogar eine deutliche Reduktion der AKT-Phosphorylierung um 75 %.

Fur die Untersuchung der Kinetik in dem BIRA-Assay wurden HEK293-10 Zellen mit 100 ng/ml
IGF1 fir 2 bis 120 min inkubiert, um einen zeitlichen Verlauf der Phosphorylierung von AKT zu
beobachten. Die Untersuchung der zeitlichen Abhangigkeit der Bioaktivitat nach IGF1l-Inkubation

ergab ein stabiles Signal nach 15 min mit 100 ng/ml IGF1, welches bis zu 60 min stabil blieb. Die
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Abschwachung des Signals nach 120 min kann entweder auf eine Ausschittung von IGFBPs oder
andere Adaptionsprozesse der Zelle hindeuten. In Maus-Fibroblasten NIH3T3 zeigte sich, dass die
Phosphorylierung des IGF1R nach 13 — 25 sec sowie die Phosphorylierung von AKT nach 25 - 200 sec
erfolgt [128]. Ursachlich fur die lange Inkubationsdauer von 15 min und mehr ist wahrscheinlich ein
verstarkender Effekt von membrangebundenen IGFBP2 [53, 123, 124]. Somit ist die Phosphorylierung
von AKT nicht nur von dem kanonischen Kinase-Weg abhangig, sondern auch von weiteren Kinasen,
Phosphatasen und Rezeptoren. Damit ist die Inhibition der PIP3-Dephosphorylierung wichtig fiir die

Phosphorylierung von AKT durch PIP3.

Da auch Insulin in einen Einfluss auf den IGF1R hat, wurden ebenfalls Lésungen mit
unterschiedlichen Insulin-Konzentrationen mit dem Bioassay untersucht. Allerdings zeigte in unseren
ersten Studien Insulin erst bei superphysiologischen Konzentrationen (mM-Bereich) eine erhohte
Phosphorylierung von AKT in den IGFBP2-transgenen HEK293-10 Zellen. Da der IGF1R, welcher eine
1000-fach hoéhere Affinitdt zu IGF1 als zu Insulin hat, aber nur die Phosphorylierung von Vimentin in
Gang setzt und damit die IGFBP2-Bindung an RPTPf initiiert [53], vermag eine Kombination von IGF1
und Insulin bereits in physiologischen Insulin-Konzentrationen eine Phosphorylierung von AKT

erzeugen.

Ein wichtiger Anwendungstest war die Untersuchung der biologischen Wirkung von IGF1 in
Seren von Nagetieren. Wir konnten mit dem BIRA-Assay die Hypothese bestatigen, dass im Serum von
wachstumsselektierten Mausen die biologische Aktivitat von IGF1 hoher ist als im Serum von
unselektierten Kontrollen, wie bereits oben beschrieben. IGF1 im Nacktmull hat eine 90 %
Ubereinstimmung zur murinen und humanen Sequenz und es konnte gezeigt werden, dass im
Nacktmull IGFBPs und PAPP-A exprimiert werden [100]. Zuvor sind keine Untersuchungen von IGF1 in
Nacktmullen durchgefiihrt worden, allerdings ist, aufgrund der Langlebigkeit und Tumorresistenz in
Nacktmullen, die biologische Aktivitdt von IGF1 von starkem Interesse [90]. In der vorliegenden Studie
wurden Serumproben von einzelnen Tieren verwendet und die IGF-bezogene Bioaktivitdt von
verschiedenen Arbeiterinnen sowie einer alteren Konigin detektiert. Wahrend wir keinen generellen
Unterschied zwischen den Serumproben von Arbeiterinnen und der Konigin feststellen konnten, zeigt
sich, dass der Bioassay die IGF-bezogene Bioaktivitdt in einzelnen Tieren charakterisieren kann. In
Zukunft sollen umfangreiche Analysen dazu beitragen, dieses Tiermodell ndher charakterisieren. Eine
speziesvergleichende Analyse der IGF-bezogenen Bioaktivitdt von Nacktmullen mit anderen
Wirbeltierarten kdnnte auch Aufschluss ber die relativen Aktivitdtsniveaus des IGF-Systems in

verschiedenen Matrices und in verschiedenen Altersgruppen liefern.

Wachstum, Entwicklung und Funktion des Gehirns werden durch die koordinierte Regulation

lokaler und systemischer Effekte des IGF-Systems beschrieben [129]. Studien im Liquor deuteten auf
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IGF2 als Marker fiir leichte kognitive Beeintrachtigung bei Alzheimer-Patienten [32, 33, 130] und als
Biomarker fiir das Fortschreiten der amyotrophen Lateralsklerose hin [131]. Mit Hilfe des KIRA-Assays
konnte gezeigt werden, dass das bioaktive IGF im Liquor von Patienten mit diabetischer Neuropathie
ungefahr 28 % des bioaktiven IGF im Serum entspricht, der IGF-Spiegel im Liquor jedoch nur 14 % von
dem im Serum [74]. Fir die Etablierung unseres Assays konnten wir die biologische Aktivitat in Serum-
und Liquorproben von Patienten mit Multipler Sklerose charakterisieren. Es wurden aufeinander
abgestimmte Serum- und Liquorproben verwendet [103, 104], von denen bekannt war, dass die IGF-
Konzentrationen im Liquor bei weniger als 5 % der IGF-Konzentrationen im Serum liegen [104]. Mit
Hilfe des neuartigen BIRA-Assays konnte eine IGF-bezogene Bioaktivitat bei 20 % des Serumspiegels
identifiziert werden. Dies bestatigte publizierte Hinweise [74] auf die Regelung der IGF-bezogenen
Bioaktivitat im Liquor und zeigte, dass der neue Bioassay vergleichend zum etablierten KIRA-Assay
dhnliche Ergebnisse erzielt, aber auch weiterflihrend ermittelt, ob die erhéhte Bioaktivitat von IGFs

auch eine AKT-Phosphorylierung initiiert.

Milch und Kolostrum sind ebenfalls reich an IGFs und IGFBPs [60-62]. Aufgrund der
Identifikation einer Serin-Protease in friher Milch, welche fiir den Abbau von IGFBP2 verantwortlich
ist, wird Uiber eine Regulation der Entwicklung des Magen-Darm-Traktes des Saduglings Uber die
Muttermilch diskutiert [65]. Zudem zeigten Sejrsen et al. [63] eine hohe Konzentration von IGF1 nach
Kalbung mit anschlieRender Abnahme in Kiihen. Sie fiihrten daraufhin eine Untersuchung der
biologischen Aktivitat in der Milch aus verschiedenen Laktationsstadien durch. In dieser Studie stellten
sie eine hohere mitogene Aktivitat in Kolostrumproben im Vergleich zu Milch aus fortgeschrittenen
Laktationsstadien fest [63]. Eine Beeinflussung der biologischen Aktivitat durch IGFBPs ist naheliegend,
da auch diese liber den Verlauf der Laktation variieren [63]. Um auszuschlieBen, dass Ansduern auch
das Zytokin Transforming growth factor beta (TGFB) aktivieren kann und somit die biologische Aktivitat
beeinflusst, untersuchten Sejrsen et al. das mitogene Potential von angesauerten bzw. neutralisierten
bovinen Milchproben [132]. In unserer Studie wurden angesauerte bovine Milchproben direkt auf das
Zellkulturmodell HEK393-10 angewandt, da nach der Neutralisierung freie IGFs in ihre inaktive, an
IGFBP gebundene Form zurlickkehren kdnnen. Ganz eindeutig korrelierte Ansduern in der
vorliegenden Studie mit einer erhohten biologischen Aktivitdit in Form von AKT-Ser473-
Phosphorylierung. Wir haben bisher keine direkten Beweise dafiir, dass diese Aktivitat auf die
Aktivierung von TGFp zuriickzufiihren ist. Ein moglicher indirekter Gegenbeweis ist die Blockade des
IGF1R mit BMS. Bei dieser sank die AKT-Phosphorylierung um bis zu 75 %. Da BMS aber nur auf den
IGF1R und nicht auf die Rezeptoren fiir TGFB wirkt, ist dies ein Grund, warum TGF nicht Ursache fir
AKT-Phosphorylierung ist [126]. Ein weiteres Gegenargument ist, dass durch Neutralisierung von
angesduerter Milch das Potenzial der Milch zur Induktion der AKT-Phosphorylierung wieder sinkt, was

gegen eine Freisetzung von TGFp spricht, da im Gegensatz zu IGF1 die Aktivierung von TGFB nicht
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reversibel ist [133]. Daher argumentieren wir, dass die IGFBPs wahrend des Ansauerns IGFs freisetzen,
was die biologische Aktivitdt der IGFs akut induzieren kann. Dieser Mechanismus kénnte wahrend der
Entwicklung des Gastrointestinaltraktes beim heranwachsenden Sdugling auch beim Menschen, eine
Rolle spielen. Zumindest solange die gastrische Proteolyse nicht fiir den vollstandigen Abbau von
Peptiden und Proteinen ausreicht und intakte oder fragmentierte Peptide in akuter Form in den Darm
gelangen kénnen. Elmlinger et al. diskutierten die Rolle der IGFBP-Proteasen fiir das Wachstum und
die Entwicklung des Intestinaltrakts im Menschen, und vermuteten, dass die IGFBP2-Bioaktivitat von
einer zweiwertigen-Metallionen-abhangigen Serinprotease mit einem optimalen pH-Wert von 7 - 8
kontrolliert wird [65]. Das Ansduern kénnte einen zweiten Mechanismus darstellen, welcher die IGF-

bezogene Bioaktivitat in der Milch kontrollieren kann.

Da auch IGF-ELISAs Ansauern nutzen, um IGFs von den IGFBPs zu |6sen, bietet der BIRA-Assay
die Moglichkeit, neben der Bioaktivitat von IGFs auch das Gesamt IGF zu bestimmen. Dies kdnnte

besonders fir Spezies ohne spezifisch erhaltliche IGF-ELISAs eine interessante Alternative bieten.

Der BIRA-Assay hat sich als eine herausragend effiziente Methode fiir die Untersuchung der
IGF1-Bioaktivitat herausgestellt, da firr. Fiir die Durchfiihrung ist nur ein Zellkulturlabor nétig ist, in
dem entweder etablierte IGFBP2-liberexprimierende Zelllinien (HEK293-10) oder Zelllinien, welche mit
rekombinanter IGFBP2-Inkubation sensitiviert werden (z.B. HuH-7, HEK293-2), kultiviert werden
konnen. Die Durchfiihrung des Assays ist einfach und kosteneffizient. Die Auswertung mittels
Proteinanalyse kann auch nach Etablierung sehr einfach mit unterschiedlichen Methoden (z.B. WLB,
WES) reproduziert werden. Da auch Zelllinien begrenzt variiert werden konnen, ist der BIRA-Assay

universell einsetzbar.

Zusammenfassung und Ausblick

Die longitudinale Darstellung der IGF1 und IGFBPs Konzentrationen zeigt auf beeindruckende
Weise, wie IGFBPs die Steuerung von IGF1 lbernehmen. Die Studien hatten derzeit deutliche
Einschrankungen. Zum einen war aufgrund des longitudinalen und zunachst deskriptiven Ansatzes die
Anzahl in jeder einzelnen Altersgruppe vergleichsweise klein und zusatzlich durch eine hohere
Mortalitdat in DU6 Mannchen mit fortgeschrittenen Alter reduziert. In zukiinftigen Studien muss daher

die Anzahl der Tiere in einzelnen Gruppen erhéht werden.

Da IGFBP3 in einem terndren und IGFBP2 und 4 in bindren Komplexen vorliegt, sind
unterschiedliche pharmakokinetische Eigenschaften fiir die verschiedenen Arten von Komplexen zu
erwarten. In der vorliegenden Studie wurde ein vereinfachter Ansatz verfolgt, in welchem IGFBP2 bis
4 fiir die Schatzung des Verhiltnisses von IGF1 zu IGFBPs kombiniert wurden. Zukiinftige Studien

missten auch die Konzentrationen von IGFBP1, 5 und 6 beriicksichtigen, welche aufgrund der
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geringeren Sensitivitat im Vergleich z.B. zu ELISA nicht durch Western Ligand Blot detektiert werden

konnen.

Darliber hinaus stehen die verschiedenen Verbindungen aus dem GH/IGF-System in einer
Wechselbeziehung zueinander, da insbesondere GH und IGF1 die IGFBP-Konzentrationen

determinieren, was ebenfalls Potential fiir weitere Forschung bietet.

Arbeiten an transgenen Knockout-Mausmodellen zeigten, dass IGF2 und GH oder andere
Hormone wie Insulin einen Einfluss auf das embryonale und frihe postnatale Wachstum und die
Entwicklung haben [118], was ebenfalls zukiinftig weiter beleuchtet werden sollte. Fiir das sehr friihe

postnatale Wachstum wurde IGF2 als embryonaler Wachstumsfaktor nachgewiesen [118, 134, 135].

Mit der Kreuzung von DU6P und IGFBP2-transgenen Mausen wiesen wir eine Hemmung des
Muskelaufbaus durch héhere IGFBP2-Expression nach. Die hemmenden Effekte von IGFBP2 auf das
Muskel- oder Karkassengewicht spiegelten sich jedoch nicht in erhéhten Konzentrationen von
intaktem IGFBP2 in der Zirkulation beider Geschlechter wider. Bei mannlichen Tieren korrelierte die
Gewichtsreduktion mit einer erheblichen Reduktion von IGFBP2 zusammen mit IGF1, IGFBP3 und
IGFBP4 im Serum und mit einer signifikanten IGFBP-Proteolyse. Aus unserer Studie ergibt sich ein
Potential fiir IGFBP-Fragmente als Biomarker flir das Karkassengewicht, welcher sich zur Aufnahme in
Biomarker-Panels von Zuchtprogrammen zur Selektion von Nutztieren eignet. Bei der Uberwachung
der Muskelmasse in menschlichen Probanden kann die Proteolyse von IGFBPs ebenfalls Informationen

als Biomarker liefern.

Beim BIRA-Assay konnten wir zeigen, dass er nicht von IGFBP2-transfizierten HEK293-Zellen
abhangig ist, da eine Vorinkubation von HEK293-Zellen oder HuH-7-Zellen fiir 12 h mit IGFBP2 fiir eine
erhohte Sensitivitat gegeniliber IGF-abhdngiger AKT-Aktivierung ausreichend ist. Damit ist der
neuartige Assay nicht auf einen bestimmten Zelltyp beschrankt. Allerdings wurde auch klar, dass nicht
alle Zellen mittels IGFBP2 die Effekte von IGFs verstarken. Dementsprechend muss in zukiinftigen

Studien die zellulare Antwort in anderen zelluldren Systemen ermittelt werden.

Um die Spezifitat der AKT-Phosphorylierung als Reaktion auf eine bestimmte Matrix zu
bestimmen, kann der niedermolekulare Inhibitor BMS eingesetzt werden. In Bezug auf verschiedene
Zelltypen missen so auch die effektiven Dosen von IGFBP2 definiert werden, welche wahrend der
Vorinkubation verwendet werden, um die Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber den Auswirkungen
von IGFs zu erhéhen. Bisherige Analysen testeten noch nicht die Auswirkungen von IGF1 gegeniber

IGF2, was ein interessantes Thema fiir Folgestudien ist.
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Abstract: Forced expression of insulin-like growth factor binding proteins (IGFBPs) in transgenic
mice has clearly revealed inhibitory effects on somatic growth. However, by this approach, it cannot
be solved if or how IGFBPs rule insulin-like growth factor (IGF)-dependent growth under normal
conditions. In order to address this question, we have used growth-selected mouse models (obese
and lean) and studied IGF-1 and IGFBPs in serum with respect to longitudinal growth activity in
males and females compared with unselected controls. In mice of both genders, body weights were
recorded and daily weight gains were calculated. Between 2 and 54 weeks of age, serum IGF-1
was determined by ELISA and intact IGFBP-2, -3 and -4 were quantified by Western ligand blotting.
The molar ratio of IGF-1 to the sum of IGFBP-2 to -4 was calculated for all groups and plotted against
the daily weight gain curve. Growth-selected mice are characterized by higher daily weight gains and
extended periods of elevated growth activity if compared to matched unselected controls. Therefore,
adult mice from the obese and lean groups can achieve more than twofold increased body weight in
both genders (p < 0.001). Between 2 and 11 weeks of age, in obese and lean mice of both genders,
serum IGF-1 concentrations are increased more prominently if compared to unselected controls
(p < 0.001). Instead, substantial decreases of IGFBPs, particularly of IGFBP-2, are observed in males
and females of all groups at the age of 2 to 4 weeks (p < 0.001). Due to the strong increase of IGF-1
but not of IGFBPs between two and four weeks of age, the ratio of IGF-1 to IGFBP-2 to -4 in serum
significantly increased in all groups and genders (p < 0.05). Notably, the IGF-1 to IGFBP ratio was
higher in male and female obese mice if compared to unselected controls (p < 0.05).

Keywords: longitudinal study; IGFBP; mouse models

1. Introduction

Long-term selection for high body weight goes back to 1930, when Goodale initiated an experiment
to explore the boundaries of growth in mice [1]. After 35 generations of selection, the mice had increased
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their body weight from ~25 g to =43 g (+72%). Most probably due to inbreeding effects, additional
selection for 49 generations did not further increase body weight to a significant extent [2]. Starting
from an outbred background and under avoidance of inbreeding in the present selection experiment,
substantial increases (+144%) of male body weight at the age of six weeks were achieved after
146 generations of selection in the obese mouse line (DU6) [3]. This finding not only underlines the
potential of non-inbred backgrounds for functional genome analysis but even more importantly proves
the idea that growth is a complex trait regulated by a multitude of effectors [4]. Here we have used
two separate growth selected mouse models for the study of longitudinal regulation of the IGF-system.
Accordingly, mice long-term selected for high body mass [3,5,6] (obese model; DU6), and a second
mouse model selected for high protein mass [7,8] (lean model; DU6P) were compared to unselected
controls [9,10].

Clearly, the GH-IGF system is highly responsive to growth selection; specific effects have been
described on the level of DNA, mRNA, and protein with respect to the GH-IGF system in model
animals or farm animals [11-15], and many of these studies have particularly addressed the biomarker
potential of IGF-1 or assessed single time points. In human subjects, longitudinal concentrations have
been provided both for IGF-1 [16] and for IGFBP-3 [17]. In order to estimate the bioactivity of IGF-1,
reference levels for the ratio of IGF-1 to IGFBP-3 were also calculated for male and female subjects from
a larger population longitudinally [17]. In biological matrices and in the circulation, IGF-1 bioactivity
is not only regulated by IGFBP-3, and therefore the inclusion of additional IGFBPs enables a more
comprehensive view e.g., on the control of IGF-1 dependent growth. For the hypothesis-free assessment
of IGFBPs in a given matrix, Western ligand blotting (WLB) technique can be applied [18]. By this
method, it is possible to include all IGFBPs present and detectable in a given sample. Perhaps even
more important is the fact that WLB delivers structural information of a given IGFBP [19]. Thereby the
information provided by WLB is related to a specific molecular weight (e.g., intact IGFBP-3), whereas
other methods do not have this power. This fundamental feature of WLB is getting more and more
important, as we understand that IGFBP-proteolysis represents a fundamental process of physiological
growth control related to IGFs [20,21] or in cancer [22]. Just recently, an IGFBP-3 protease has been
described as an effector of free IGF-1 in children and adolescents [23]. Accordingly, the inclusion of
structural information could tremendously improve the biomarker value of IGFBPs [19]. Here we
compared intact IGFBPs quantified by WLB with longitudinal concentrations of IGF-1 and, for the first
time, discuss IGF-1 to IGFBP ratio based on structurally validated biomarker information of IGFB-2, -3
and -4 in serum.

2. Materials and Methods

2.1. Animals, Husbandry, and Study Design

In the present study, long-term selected non-inbred mouse lines established at the Leibniz Institute
for Farm Animal Biology (FBN) were used. Two lines were selected for high male body mass at the age
of 42 days (DU6: obese model) or high protein amount (DU6P: lean model) at the same age of 42 days
after birth. These long-term selected mouse lines were originally based on the genetic background
of the unselected control line Fzt:DU [9,10]. The control mouse line (Fzt:DU) was developed by
random mating procedures during the experiment. Husbandry, mode of selection, and phenotypical
features of the three mouse lines have been described in detail before [3,8]. In brief, all mice were
maintained under semi-barrier conditions with free access to chow (breeding diet 1314, Altromin,
Lage, Germany) and water. In order to assess longitudinal levels of IGFBPs in serum from male and
female mice, we used serum produced by Sawitzky et al. [8]. In the course of this study, male and
female mice from all three lines were dissected at the age of 2, 4, 7, 11, 16, 29, 42, and 54 weeks after
birth, and serum was frozen until further use. The experiment was designed with 8 animals per group.
Due to elevated mortality, only 4 male obese mice reached an age of 54 weeks, resulting in a total
sample number of N = 380. In addition, body weights were recorded from all mice included in this
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study. Daily weight gain was calculated from intrapolated daily weights extracted from the Gompertz
growth curve (Y = YM*(YO/YM) (exp(-K*X))). The experiments were performed in adherence to
national and international laws and were further approved by the National Animal Protection Board
Mecklenburg-Vorpommern (file number: LALLF M-V/TSD/7221.3-1.2-037/06).

2.2. Longitudinal Analysis of IGFs and IGFBPs in Mouse Serum

In serum from male (N = 188) and female (N = 192) mice between 2 and 54 weeks of age, IGF-1
was quantified by ELISA as described before [24]. In all samples, IGFBPs were quantified by Western
ligand blotting as already described [25] with exceptions as described here. Serum was denatured
for 5 min at 95 °C in sample buffer containing 10% sucrose, 2% sodium dodecyl sulfate (SDS), and
62.5 mM Tris (pH 6.8) and loaded on 12%-SDS/polyacrylamide gels. For quantification of IGFBP-2, -3,
and -4, dilution series of human recombinant IGFBP-2, -3, and -4 were included with each run. After
electrophoresis, proteins were blotted from the gel to solid carrier membranes (polyvinyl fluoride,
Millipore, Schwalbach, Germany). The membranes were incubated using human recombinant IGF-2
radiolabeled with iodine-125 overnight at 4 °C. After five consecutive repetitions of washing in
phosphate-buffered saline (pH 7.4) for 15 min, membranes were exposed to Storage Phosphorimager
screens mounted on plates for 8 h. The signals were quantified using the Phosphor-Imager Storm
(Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA). Quantification was achieved using ImageQuant software
(GE Healthcare, Marlborough, MA, USA). Regression coefficients from standard dilutions were higher
than 0.99 (http://www.ligandis.de/index.php?id=20&L=1). Intraassay and interassay variations were
<15% and <20% for all IGFBPs, as published before [25]. Lower limits of quantification also as published
before [25] were 0.25 ng for IGFBP-2 and 1 ng for IGFBP-3 and IGFBP-4. Using the software GraphPad
Prism version 8.4.2, three samples were identified as outliers (GraphPad Prism) and therefore excluded
from further analysis. Accordingly, in male controls at an age of 2 weeks, in obese males at an age of
42 weeks, and in female controls at an age of 42, only 7 samples per group were included (N = 377).

2.3. Statistical Analyses

Statistical analyses were performed using the SAS software for Windows, version 9.4 (Copyright,
SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). IGF-1 and IGFBP and growth data were analyzed by analyses of
variance (ANOVA) using the MIXED procedure in SAS/STAT software. The ANOVA model contained
the fixed factors group (levels: obese, lean, control), gender (levels: female, male), age (levels: weeks 2,
4,7,11,16,29, 42, 54), and their interactions.

Least square means (LS means) and their standard errors (SE) were computed for each fixed
effect in the models described above, and all pairwise differences between LS means were tested using
the Tukey-Kramer procedure. The SLICE Statement of the MIXED procedure was used to perform
partitioned analyses of the LSM for all interactions. Effects and differences with p-values < 0.05 were
considered significant.

3. Results

3.1. Longitudinal Growth in Non-Inbred Mouse Models

Body weight was recorded in mice selected for high body mass at the age of 42 days (obese mouse
model), in mice selected for high protein amount (lean mouse model), and in unselected controls
(Figure 1). At an age of 11 weeks in females and 16 weeks in males, body weights were significantly
different between obese, lean, and control mice. Within groups, daily weight gains were highest in
male or female controls at the age of 24.9 days or 20.9 days after birth. Lean mice elevated daily weight
increases until an age of 26.3 days in males and 24.5 days in females. In obese mice, the daily weight
gains peaked at the age of 26.7 days in male and 24.2 days in female mice. The absolute amount of daily
weight increase amounted to 0.635 g/d and 0.59 g/d in male and female unselected controls, 1.99 g/d
and 1.52 g/d in lean male and female mice, but 2.2 g/d and 1.7 g/d in obese male and female mice.
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Figure 1. Body weight in male (left panel) and female (right panel) mice selected for high body weight
(obese), for high protein amount (lean), and in unselected controls at an age of 2, 4,7, 11, 16, 29, 42, and
54 weeks. (mean + SEM; n = 8; due to high mortality, sample number was reduced to n = 4 at an age of
54 weeks in male obese mice; different letters (a, b, and c) indicate significant differences also in different
genetic groups per gender, ***: p < 0.001; identical letters indicate no statistically significant difference).

3.2. Effects of Age and Growth Selection on the Concentrations of IGF-1

As a main effect of growth selection independent of age, IGF-1 was significantly increased in lean
mice (p < 0.001) of both genders but only in obese male mice (p < 0.01) if compared to sex-matched
unselected controls (Figure 2). As an effect of age and genetic group, in male obese mice, a significant
(p < 0.001) increase of IGF-1 concentrations in serum was present between 2 and 4 weeks of age. In male
lean mice, a similar increase was found between 2 and 7 weeks of age (p < 0.001). In males from
both growth-selected mouse lines, IGF-1 concentrations decreased between 4 or 7 and 29 weeks of
age (p < 0.01). Moreover, as an interaction of age and genetic group, in female obese and lean mice,
increases of IGF-1 concentrations were found between 2 and 7 weeks of age (p < 0.001). However, a
significant decrease of IGF-1 concentrations over time was only found in obese female mice between 7
and 54 weeks of age (p < 0.001).
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Figure 2. Concentrations of insulin-like growth factor (IGF)-1 in serum from mice selected for high body
weight (obese), for high protein amount (lean), and in unselected controls of both genders at an age of
2,4,7,11, 16, 29, 42, and 54 weeks. Different letters (a and b) indicate significant differences also with
respect to different genetic groups in each gender; identical letters indicate no statistically significant
difference. Sample information is provided by Figure 1 (mean + SEM; **: p < 0.01; ***: p < 0.001).
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3.3. Effects of Age and Gender on Levels of IGFBP2- to 4

By direct comparison of longitudinal IGFBP profiles in serum from male and female unselected
non-inbred mice (data not shown), IGFBP-2, -3, and -4 exhibited gender-related features: if compared
to age-matched females, male mice had higher concentrations of IGFBP-2 (p < 0.01) and -3 (p < 0.001)
at an age of 16 and 42 weeks, respectively, but lower concentrations of IGFBP-4 in serum (p < 0.001) at
the age of 54 weeks.

3.3.1. IGFBP-2

As a main effect of age in all female mice, IGFBP-2 was reduced between weeks 2 and 4 (p < 0.01),
increased between weeks 4 and 11 (p < 0.001), and reduced between weeks 11 and 16 (p < 0.001;
Figure 3). As an effect of age in all male mice, IGFBP-2 also was reduced between weeks 2 and
4 (p < 0.001), increased from week 4 until week 16 (p < 0.001), and then decreased from week 16 to week
26 (p < 0.001). The effects of age in selected mouse lines are depicted in Figures 3 and 4 (interactions of
age and genetic group).
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Figure 3. Concentrations of insulin-like growth factor binding protein (IGFBP) -2, -3, and -4 in serum
from female mice selected for high body weight (obese), for high protein amount (lean), and in
unselected controls at an age of 2, 4,7, 11, 16, 29, 42, and 54 weeks (mean + SEM; n > 7; different letters
(a and b) indicate significant effects also if different genetic groups were compared; identical letters
indicate no statistically significant difference; **: p < 0.01; ***: p < 0.001).
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Figure 4. Concentrations of IGFBP-2, -3, and -4 in serum from male mice selected for high body weight
(obese), for high protein amount (lean), and in unselected controls at an age of 2, 4,7, 11, 16, 29, 42, and
54 weeks (mean + SEM; n = 8 with the exception of obese male at an of 42 weeks and 54 weeks with
n =7 and n = 4, respectively; different letters (a and b) indicate significant effects of age; identical letters
indicate no statistically significant difference also if different genetic groups were compared; *: p < 0.05;
**: p <0.01; **: p < 0.001).
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3.3.2. IGFBP-3

As an effect of age in all female mice, a substantial increase of IGFBP-3 (Figure 4) in serum was
observed between 2 and 16 weeks of age (p < 0.001). In addition, a reduction was observed in all female
mice between week 16 and week 54 (p < 0.001). Similarly in all male mice, an increase of IGFBP-3
in serum between weeks 2 and 11 (p < 0.001) and a decrease between weeks 11 and 54 (p < 0.001)
was observed. Significant effects of age are presented for separate mouse lines in Figures 3 and 4
(interactions of age, gender, and mouse line).

3.3.3. IGFBP-4

As an effect of age, IGFBP-4 was significantly decreased between weeks 2 and 7 (p < 0.05), increased
between week 7 and 11 (p < 0.05) and decreased between week 11 and 42 (p < 0.001). In all male mice,
IGFBP-4 was increased between weeks 4 and 11 (p < 0.01) and decreased between weeks 11 and 29
(p < 0.001). Again, significant differences present in isolated mouse lines are depicted in Figures 3
and 4.

3.4. Effects of Growth Selection on the Concentrations of IGFBP-2 to -4

As a main effect of growth selection and irrespective of age, obese female mice had significantly
higher levels of IGFBP-3 in serum (p < 0.001). Independent of age, selection for high protein accretion
increased IGFBP-3 and IGFBP-2 (p < 0.001). In males, selection for high body mass and selection for
high protein mass had an effect on the concentrations of IGFBP-2 and IGFBP-3 in serum (p < 0.05) over
all age groups.

As an interaction of genetic group and age, in growth-selected obese and lean male mice (Figure 4),
levels of IGFBP-3 at the age of 11 and 16 weeks were increased if compared to age-matched unselected
controls (p < 0.05). In lean male mice, IGFBP-3 remained on a higher level also at later time points,
with significant differences if compared to obese male mice and unselected controls at the age of 29
and 54 weeks (p < 0.05). Growth selection further stimulated the increase of IGFBP-2 from younger
ages to week 16, observed in unselected controls, resulting in about 3-fold increased levels of IGFBP-2
in serum from lean male mice (p < 0.001). Between 4 and 11 weeks of age, a significant increase of
IGFBP-4 was observed (p < 0.01) in all males independent of line. In all genetic groups and in both
genders, the postnatal increase of IGFBP-3 in serum is lagging behind the increases of IGF-1.

3.5. Longitudinal Molar Ratio of IGF-1 and IGFBP Concentrations in Serum

In order to estimate the longitudinal molar ratio of IGF-1 with respect to the IGFBPs detected in
serum by Western ligand blotting, the concentrations of IGF-1 and IGFBP-2 to -4 were corrected for their
respective molecular weights (IGF-1: 7.5 kDa, IGFBP-2: 32 kDa, IGFBP-3: 41 kDa, IGFBP-4: 24 kDa).
The longitudinal molar ratio of IGF-1 versus the sum of IGFBP-2, IGFBP-3, and IGFBP-4 is presented in
Figure 5. Neither in female nor in male mice of all genetic groups, IGF-1 was in molar excess over
the sum of IGFBP-2 to -4. As an effect of age and genetic group, between weeks 2 and 4, there was a
significant increase in all groups and genders (p < 0.001) with the exception of female controls (p < 0.05).
At the age of 4 weeks, obese male and female mice have higher ratios of IGF-1/IGFBPs if compared to
unselected controls (p < 0.05).
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Figure 5. Molar ratio of IGF-1 to the sum of IGFBP-2, -3, and -4 (left Y-axis) present in serum from mice
selected for high body weight (obese), for high protein amount (lean), and in unselected controls at an
ageof2,4,7,11,16, 29,42, and 54 weeks (n > 7 with the exception of obese male at 54 weeks with n = 4;
different letters indicate significant effects of age; identical letters indicate no statistically significant
difference; *: p < 0.05; ***: p < 0.001; b+: significantly different if compared to unselected controls, with
p < 0.001 for males and p < 0.05 for females). On the right Y-axis, daily weight increases, intrapolated
from the body weight data in Figure 1 by the Gompertz function, were included.
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4. Discussion

Functional genome analysis in genotype-based (transgenic or knockout) mouse models has identified
multiple functions of the IGF system for somatic growth [26-28]. By contrast, descriptive studies
using phenotype-derived mouse models have been used to a much lesser extent. Nevertheless,
phenotype-derived models can provide important information on growth regulation under physiological
conditions and may also be useful for the identification and validation of biomarkers.

For the establishment of those models, phenotype selection in mice was initiated in 1976 in
Dummerstorf (Germany) based on a mixed genetic background comprising four different inbred and
four different outbred mouse models [10]. Growth selection has been performed with respect to male
body weight at the age of 42 days, resulting in an obese model characterized by extreme body weight
and marked obesity resulting in the DU6 mouse model [5]. In addition, a lean mouse model (DU6P)
has been developed from the identical genetic background by selection for high protein amount in the
whole body [29]. Line-specific accumulation of body fat and the accretion of muscle mass over time
is described elsewhere [3,8]. Here we describe endocrine parameters of IGF-related growth in male
and female mice from obese and lean mice, compared to unselected controls, in a longitudinal setting.
For the analysis, we included exclusively intact IGFBPs (IGFBP-2 to -4) detectable in serum by Western
ligand blotting.

Line-, gender- and age-specific growth characteristics were identified by the statistical model
with significantly higher body mass in obese versus lean mice. Higher body mass in growth-selected
mice is reflected by higher daily weight gains and prolonged pubertal growth if compared to
unselected controls.

As published before [29] and confirmed here, after birth, obese and lean mice are characterized by
substantial increases of serum IGF-1 concentrations if compared to controls, which might nicely explain
higher growth activity in both mouse models. However, IGF-1 and GH have common and independent
effects during early postnatal growth [30]. Therefore, we have to consider the IGF-independent
effects of growth hormone during the earlier postnatal growth period but also the effects of IGF-2.
The potential effects of the embryonal growth factor IGF-2 [31], which also can have positive effects
on body weight after birth [32], need to be studied in a separate study. Although daily weight gain
declined between 17 and 27.5 days of age in all mice included in that study, the concentrations of
IGF-1 in the circulation remained elevated until an age of at least 7 weeks. The elevated levels of IGF-1
therefore cannot explain the massive reductions of growth activity in mice between 4 and 7 weeks of
age. In female but not male human subjects, IGF-1 concentrations also lag behind the peak weight
gain in males and females [16,33]. Accordingly, highest IGF-1 serum concentrations were found at
the age of about 14.6 years in male and female human subjects [17], whereas peak weight gain was
referred to an age of 12 years in females and 14 years in males [34]. The clear decrease of serum IGF-1
concentrations, at least in male mice between week four and week 26 of age, identifies peak-like kinetic
for serum IGF-1 concentrations as also found in human subjects [16]. In female mice, a decrease of
serum IGF-1 concentrations is less clear and was only found in obese mice. In unselected controls, a
peak-like pattern is virtually absent. This is a clear difference if compared to human subjects, where
serum IGF-1 concentrations were clearly lower in adults compared to younger subjects [16].

In order to understand why daily weight gain was reversed in the presence of high or elevated
IGF-1 serum concentrations, we studied serum IGFBP concentrations in all samples. In all male genetic
groups, IGFBP-2 concentrations were reduced directly after birth between two and four weeks of age
(effect of age by gender for males: p < 0.001). The reductions in male mice between two and four weeks
were characterized by outmost uniformity as the curves were overlaying each other, and the standard
deviations were comparably low. Another clear feature of longitudinal IGFBP-expression was seen in
strong increases of IGFBP-3 in male and female mice between four and 11 weeks of age. In human
subjects of both genders, IGFBP-3 increased during the growth period until the age of 20 years [17,35].

In lean and obese male mice, serum IGFBP-2 concentrations were elevated at week 16 after birth
compared to earlier time points. In female mice, a postnatal increase occurred one month earlier at
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week 11 and was significant compared to two, four, and seven weeks of age, independent of the genetic
group (data not shown). Due to gender-specific patterns of longitudinal IGFBP-2 concentrations in
serum, females from all genetic groups had significantly lower levels of IGFBP-2 compared with their
male littermates at the age of 16 weeks. In human serum, concentrations of IGFBP-2 are one order of
magnitude lower compared to IGFBP-3 and decrease from childhood to adolescence [36], similar to
mice. With advanced age in humans, concentrations of IGFBP-2 in serum increase, with the highest
levels found during senescence [37,38]. Accordingly, we may have similarities between mice and
humans only during the initial postnatal growth period.

Similar to IGFBP-2, serum levels of IGFBP-4 were reduced between weeks 2 and 4 in male mice
but significantly increased in both genders between week 4 and 16 independent of group (p < 0.001).
In healthy human subjects, serum IGFBP-4 concentrations did not change with age [39].

The molar ratio of IGF-1 to the molar sum of all IGFBPs identified in serum by Western ligand
blotting was characterized by significant increases between week 2 and week 4 in all groups. Thereby,
the IGF/IGFBP ratios reached their lifetime maxima when growth activity was also high in mice.
In obese mice, at the age of four weeks, the IGF-1/IGFBP ratio was also significantly increased compared
to unselected controls, which may explain at least part of the higher growth activity under conditions of
growth selection. The overlay of IGF-1/IGFBP ratios with the daily weight increases are only partial in
unselected controls of both genders. This may indicate that the extended periods of growth activity in
growth-selected mice may be related to elevated IGF-1 and/or elevated IGF-1 bioactivity. As provided
by data from larger groups of mice (data not shown), growth-selected mice are heavier already at
the time of birth, where we could not identify higher IGF-1 or IGF-1/IGFBP ratios. From work in
genotype-derived mouse models, we know that in particular, IGF-II and GH or other hormones like
insulin have an effect on early growth and development [30]. As also mentioned earlier, the potential
roles of these hormones have to be addressed in future studies. In all groups and genders, the kinetics
of serum IGFBP-3 concentrations are lagging behind those of serum IGF-1 concentrations. Thereby, a
mechanism may be generated for the establishment of acutely high IGF-1/IGFBP ratios. By contrast,
a delayed increase of IGFBP-3 versus IGF-1 was definitely not described in humans. According to
published reference levels [17], male and female children at the age of about five years already had
an increase of 75% of their maximal IGFBP-3 during adulthood. Thus, a delayed increase of IGFBP-3
versus IGF-1 was definitely not described in humans [16,17], which could be due to species differences
or the different analytical systems used.

To date, it is unclear how such a shift is established in mice. In general, the altered expression of
IGFBPs on the level of RNA and/or protein or altered stability of IGFBPs in biological matrices may be
causative of altered concentrations of IGFBPs and thus altered bioactivity of IGF-1. An involvement of
IGFBP-proteolysis for the control of height attainment has been suggested by Marouli et al. [4]. In this
study, an allele of stanniocalcin 2 was characterized, which was less efficient in blocking proteolytic
activity of PAPP-A. Just recently, it was demonstrated that PAPPA-2, which represents a candidate gene
for growth regulation in mice as well [40], is significantly decreased during childhood and negatively
correlated with intact IGFBP-3 in humans [23].

However, this study has distinct limitations. First of all, due to the longitudinal and initially
descriptive approach, the number in every single age group was comparably small and further reduced
by higher mortality with age, particularly in male obese mice. Accordingly, the highest age group
with 4 replicates in obese males can be considered less reliable. In the future, higher sample numbers
should be chosen in selected groups also for confirmatory studies. Furthermore, IGFBP-3 is present in
a ternary complex, whereas IGFBP-2 and IGFBP-4 are present in binary complexes only. Therefore,
differential pharmacokinetic properties can be expected for the different types of complexes. Therefore,
the present study followed a simplistic approach by combining IGFBP-2 to -4 for the estimation of
IGF-1 to IGFBP ratios. Future studies also would have to consider the concentrations of IGFBP-1, -5,
and -6, which were not detected by Western ligand blotting due to lower sensitivity compared e.g.,
to ELISA. Furthermore, the different compounds from the GH/IGF-system are inter-related, as GH
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and IGF-1 are particular determinants of IGFBP concentrations. Finally, the physiological relevance
of IGF to IGFBP ratios less than 1 needs to be addressed in future studies. This could be achieved
by the analysis of free IGF-1 or IGF-related bioactivity in animals characterized by different IGF to
IGFBP ratios.

To summarize, we have characterized longitudinal concentrations of IGF-1 and intact IGFBP-2 to
-4 in serum from two different mouse lines selected for high growth and unselected controls in both
genders. We compared the IGF-1/IGFBP ratios with daily weight gain and were able to provide evidence
that part of the elevated growth activity during prepubertal growth in normal and growth-selected
mice could be related to elevated bioactivity of IGF-1. Elevated ratios of IGF-1/IGFBPs are established
by a delayed increase of IGFBPs compared to strong increases of IGF-1 between 2 and 4 weeks of age.

We therefore may be in a position to distinguish two phases of IGF-1 related growth during early
postnatal development: acceleration of postnatal growth by elevated serum IGF-1 concentrations
followed by a phase of deceleration due to the delayed increase of IGFBPs in serum.
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Abstract: In farmed animals, carcass weight represents an important economic trait. Since we
had demonstrated that IGFBP-2 represents a potent inhibitor of muscle accretion in inbred mice,
we wanted to quantify the inhibitory effects of IGFBP-2 under conditions of elevated protein mass in
growth selected non-inbred mice (DU6P). Therefore, we crossed male DU6P mice with female IGFBP-2
transgenic mice. Male IGFBP-2 transgenic offspring (DU6P/IGFBP-2) were characterized by more
than 20% reductions of carcass mass compared to male non-transgenic littermates. The carcass mass
in males was also significantly lower (p < 0.001) than in transgenic female DU6P/IGFBP-2 mice, which
showed a reduction of less than 10% (p < 0.05) compared to non-transgenic female DU6P/IGFBP-2
mice. Although transgene expression was elevated in the muscle of both sexes (p < 0.001), serum
levels were normal in female, but significantly reduced in male transgenic DU6P/IGFBP-2 mice
(p < 0.001). In this group, also IGFBP-3 and IGFBP-4 were significantly reduced in the circulation
(p < 0.01). Particularly in male transgenic mice, we were able to identify proteolytic activity against
recombinant IGFBP-2 included in diluted serum. IGFBP-proteolysis in males correlated with massive
reductions of IGF-1 in serum samples and the presence of elevated levels of IGFBP-2 fragments.
From our data, we conclude that elevated tissue expression of IGFBP-2 is an essential effector of
muscle accretion and may block more than 20% of carcass mass. However, in the circulation, intact
IGFBP-2 contained no reliable biomarker content. Notably, for the estimation of breeding values in
meat-producing animal species, monitoring of IGFBP-2 expression in muscle appears to be supported
by the present study in a model system.

Keywords: IGFBP-2; sex; transgenic mouse; phenotype selection; muscle accretion; carcass weight;
IGF-1; proteolytic activity

1. Introduction

IGFBP-2 was identified as a candidate gene for negative growth regulation under conditions of
growth selection [1]. In fact, forced expression of IGFBP-2 in transgenic mice confirmed IGFBP-2 as
an inhibitor of somatic growth but further identified muscle as a particularly sensitive tissue for the
negative effects of IGFBP-2 [2,3]. On a mixed inbred and outbred background (50% C57BL/6 and 50%
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NMRI), overexpression of IGFBP-2 under control of the cytomegalovirus promoter correlated with
altered muscle metabolism defined by an increased number of glycolytic fibers and elevated activity
of lactate dehydrogenase in male IGFBP-2 transgenic mice [4]. In Musculus rectus femoris from this
model, it was further demonstrated that IGFBP-2 decreased myogenic proliferation and thus blocks
muscle accretion [4]. In the same muscle from male IGFBP-2 transgenic mice, the weight reductions
were further characterized by reduced cross-sectional area, whereas the number of myofibers was not
affected by the genotype [4]. Notably, this effect was not identified in female IGFBP-2 transgenic mice.
Additionally, local injection of adeno-associated viral vectors containing a CMV-IGFBP-2 expression
construct in the anterior tibialis muscle reduced muscle mass and further reduced muscle force at the
site of administration [5]. Accordingly, based on mouse models, it is evident that IGFBP-2 controls
growth, metabolism, and function of the muscle.

Several studies addressed the biomarker potential of IGFBP-2 for muscle accretion in vertebrates.
Accordingly, in Angus bulls and in conjunction with parameters of growth hormone secretion,
concentrations of circulating intact IGFBP-2 were informative for the prediction of average daily
weight gain [6]. On the genomic level, studies in pigs [7,8] and chicken [9-11] have identified single
nucleotide polymorphisms of the gene encoding IGFBP-2 associated with altered growth and carcass
weight, and the inclusion of the IGFBP-2 locus in selection programs has been discussed. The negative
effect of IGFBP-2 on somatic growth seems evolutionary conserved and was provided in zebrafish
characterized by a duplicated IGFBP-2 gene [12]. Just recently, a negative correlation between hepatic
IGFBP-2 expression and growth rates was also described in fish breeds [13]. Finally, in humans,
higher concentrations of IGFBP-2 in serum were correlated with reduced muscle strength and reduced
physical performance and overall with a higher degree of disability in elderly male subjects [14].
Due to markedly different IGFBP-2 effects [15] or concentrations [16] in males and females, IGFBP-2
was discussed as a mediator of sex differences [17]. In fact, IGFBP-2 is regulated not only by growth
hormone [18] but to a significant extent also by sex steroids [19]. Under conditions of malignant growth,
IGFBP-2 can increase estrogen receptor expression and the activity of the phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K) as provided by Foulstone et al. [20], suggesting an intricate relationship between sex steroid
effects and IGFBP-2. In the brain of IGFBP-2 transgenic female but not in male mice, protein kinase B
(AKT) phosphorylation was elevated if compared to controls [21], suggesting sex-specific regulation of
PI3K also in vivo. Therefore, the study of sex differences for the pleiotropic effects of IGFBP-2 [21] and
as performed here for the IGFBP-2 effect on the level of muscle accretion is mandatory.

As a model for elevated muscle accretion in farm animals, we used the non-inbred DU6P mice,
long-term selected for high protein amount [22,23]. We asked to which extent IGFBP-2 could block
muscle accretion under conditions of high protein mass. Therefore, we crossed male DU6P mice with
female IGFBP-2 transgenic mice [2].

2. Materials and Methods

2.1. Animal Production, Husbandry, and Tissue Sampling

Male mice from the non-inbred DU6P long-term selected mouse line were mated with female
hemizygous IGFBP-2 transgenic mice [2] (C57BL/6; Figure 1). In IGFBP-2 transgenic mice, mouse
IGFBP-2 is expressed under control of the cytomegalovirus (CMV) promoter in multiple tissues [2].

The study was approved by the National Animal Protection Board Mecklenburg-Vorpommern
(file number: LALLF M-V/TSD/7221.3-1.2-037/06) and fully adhered to national and international laws.
Offspring was standardized to ten animals (five male, five female) per litter immediately after birth
and genotyped for the presence of the IGFBP-2 transgene in genomic DNA as described before [2].
Animals were kept at 12 h dark/12 h light cycles under conventional conditions and were fed with
standard chow (Altromin 1314: protein, 22.5%; fat, 5%; raw fiber, 4.5%; ash, 6.5%; Altromin GmbH,
Lage, Germany) and water ad libitum. Bodyweights were recorded at days 21, 35, and 49. At day 49,
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animals were sacrificed, serum was collected, and tissues were weighed, frozen in liquid nitrogen,
and stored at —80 °C.

X
N\

DUG6PxC57BL/6 DUG6PxC57BL/6
non-transgenic  IGFBP-2-transgenic
de 3

DU6P &
olusbsuel-z-4949)|
6 9/14.G80

Figure 1. Breeding scheme: male mice selected for high protein mass (DU6P) were crossed with
female hemizygous insulin-like growth factor binding protein 2 (IGFBP-2) transgenic mice (C57BL/6).
Accordingly, the autosomal genetic background in the offspring was equally contributed by non-inbred
DUG6P mice and inbred C57BL/6 mice. Due to hemizygosity, the litters were composed of IGFBP-2

transgenic mice and non-transgenic controls.

2.2. Protein Analysis by Western Blot

Tissue samples were homogenized as described before [24] in lysis buffer (New England Biolabs,
Frankfurt, Germany) supplemented with protease inhibitors (cOmplete™ Mini; Roche, Mannheim,
Germany) using the Precellys®24 (Peqlab Biotechnologie, Erlangen, Germany). Laemmli sample buffer
containing beta-Mercaptoethanol was included, and samples were denatured at 94 °C. Cell debris was
separated by centrifugation (10,000x g, 2 min, 4 °C) and 2040 pg of protein from the samples were
separated on 12% SDS-PAGE gels and transferred to carrier membranes (PVDF membrane, Millipore,
Eschborn, Germany). Protein abundance and protein phosphorylation was investigated using specific
antibodies also as described before (Table 1) [4].

Table 1. Antibodies used for the analysis of signal transduction in muscle tissue.

Antibody Source
AKT Cell Signaling (#9272)
Phospho-AKT (Ser473) Cell Signaling (#4060)
p44/p42 MAPK (ERK1/2) Cell Signaling (#4695)
Phospho-p44/p42 MAPK (ERK1/2) (Thr202/Tyr204) Cell Signaling (#4377)
IGFBP-2 Santa Cruz Biotech (#sc-6002)

2.3. Expression of Functional IGFBPs in Serum by Western Ligand Blotting

IGFBP-2, -3, and -4 were identified and quantitated by Western ligand blot (WLB) analysis using
recombinant IGFBP standards as described previously [25]. In brief, all samples were denatured in
sample buffer for 5 min. After gel separation (12% SDS-PAGE) and transfer to membranes (PVDEF,
Millipore, Bedford, MA, USA), all blots were incubated with the ligand (biotin-labeled human IGF-2,
IBT-Systems, Binzwangen, Germany) and streptavidin-conjugated secondary antibodies (IBT-Systems,
Binzwangen, Germany). Detection was achieved using enhanced chemiluminescence (Luminata™

Forte, Millipore, Bedford, MA, USA).
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2.4. Measurement of IGF-1 and -2 in Tissue and Serum

Levels of IGF-1 and IGF-2 were assessed in muscle, liver, and serum by using an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA, Mediagnost, Germany) according to the manufacturer’s instructions.
Tissues were homogenized in buffer with Precellys Ceramics Kit (Peqlab Biotechnologie, Erlangen,
Germany), and calculated as ng IGF per mg protein.

2.5. Proteolytic Assay

Proteolytic activity against recombinant mouse IGFBP-2 (rmIGFBP-2) was assayed in serum
samples derived from all experimental groups. Therefore, serum was dissolved in sterile PBS (1/10)
and incubated at 39 °C in a thermoshaker (40 rpm) in the presence of 5 ng/uL rmIGFBP-2. As a
control, proteolytic activity was assessed in artificial serum matrix (Biopanda, County Down, UK).
Samples were taken at five consecutive time points (T = 0, 30, 90, 180, and 360 min) and mixed with an
equal volume of 2-fold concentrated Laemmli buffer. IGFBP-2 was detected by WLB, as described
above, but the signal intensities (AU) were expressed relative to the original signal intensity (relative
quantification) at the start of the experiment (TO).

2.6. mRNA Expression of PAPP-As and STCs in Tissue

Total RNA from the liver was isolated and processed essentially as described before [24] with
modifications as described here. The following primers were used: PAPP-A (pappalysin-1; [26])
forward 5-TCCGCTCTTTCGACAACTTT-3’, reverse 5 -CATGGTAGTGGTGGTITGCTGG-3';
PAPP-A2 (pappalysin-2; [27]) forward 5'-ATTAATAACCGGGCCTACTGCAAC-3’, reverse
5-GTCACAATCAGCAGCAAATGGAA-3’; STC1 (stanniocalcin 1; [26]) forward 5'-CCCAATCACTTC
TCCAACAGA-3, reverse 5-GAAGAGGCTGGCCATGTTG-3’; STC2 (stanniocalcin 2; [28])
forward 5 -GAAATCCAGGGTTTACATGG-3’, reverse 5 -TCCTTGATGAATGACTTTCC-3’;
housekeeping: Rpl19 (ribosomal protein L19) forward 5'-CAATGCCAACTCCCGTCAGC-3’, reverse
5’-TCTTGGATTCCCGGTATCTC-3’; Pgk1 (phosphoglycerate kinase 1) forward 5'-CAGTCTAGAGCT
CCTGGAAGGT-3, reverse 5'-GCCACTAGCTGAATCTTGCG-3'. The method of normalization was
also described before [29].

2.7. Statistics

Analysis of body composition was achieved by the use of the SAS software package (version
9.3). For descriptive statistics and tests for normality, the procedure UNIVARIATE was applied. If the
data were considered being normally distributed, the MIXED procedure (ANOVA) from the software
package was applied. The analysis of variance considered sex (male and female) and genotype
(non-transgenic, transgenic) as fixed factors. All other data were analyzed by one-way ANOVA
(GraphPad Prism).

3. Results

3.1. Effect of IGFBP-2 Overexpression on Growth Parameters and Body Composition

At the age of 7 weeks, in male transgenic mice, a significant reduction of body weight by almost
12% (p < 0.001) was observed if compared to male non-transgenic littermates (Figure 2). In females,
transgene expression resulted in no significant reduction of body weight compared to controls.
The carcass weights were reduced by more than 20% in transgenic males (p < 0.001) and by almost 8%
in transgenic females (p < 0.05).

The reductions of body and carcass weight were significantly stronger in male (p < 0.001) than
in female transgenic mice. In isolated muscles, significant weight reductions were also present if
transgenic mice were compared with sex-matched non-transgenic controls (p < 0.01). The inhibitory
effects of transgene expression on body, carcass, and muscle weight were evident more clearly in
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male than in female mice. Inhibitory effects of IGFBP-2 overexpression were further present on brain
weight in both sexes (p < 0.001). Interestingly, in females, the expression of the IGFBP-2 transgene
led to significantly elevated epididymal and perirenal fat mass (p < 0.05). Particularly, epididymal
fat mass was increased by more than 40% in female transgenic mice (p < 0.001) when compared to
non-transgenic controls.
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Figure 2. Body and organ weights in male and female IGFBP-2 transgenic mice (DU6P/C57BL/6)
in percent of non-transgenic littermates at the age of 7 weeks (mean + SEM; n = 14 for each group;
*1p <0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001; BM: body mass; carc: carcass mass; Mrf: mass of Musculus rectus

femoris; Mg: mass of Musculus gastrocnemius; epid.: epididymal fat mass; perir.: perirenal fat mass;
brown: brown fat mass).

3.2. Effects of IGFBP-2 Overexpression in Isolated Muscle

Since we had observed sex effects on the body and carcass weight of IGFBP-2 overexpression,
we asked if the tissue levels of IGFBP-2 are different in males and females, or could be responsible
for the specific weight reductions in male and female mice. However, as demonstrated by Western
immunoblotting, intact IGFBP-2 was present in tissue extracts from both sexes (Figure 3).
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Figure 3. Expression of IGFBP-2 in muscle extracts from male (blue) and female (red) IGFBP-2 (T)
and non-transgenic (C) littermates (DU6P/C57BL/6). Western immunoblotting was performed under
reducing conditions. Immunoreactivity was present at two different molecular weights, which may
represent IGFBP-2 with and without the C-terminal secretory signal peptide (mean + SEM; age: 7 weeks;
n =9 for each group; +: IGFBP-2 transgenic; -: non-transgenic control; **: p < 0.001).

In samples from transgenic animals, an additional molecular weight form was present,
characterized by higher molecular weight, which might be due to IGFBP-2 before cleavage of
the leader sequence and thus intracellular IGFBP-2. The tissue levels of IGF-1 or IGF-2 were unaffected
by the genotype and similar in muscle lysates from both sexes (Figure 4).
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Figure 4. Concentrations of IGF-1 (left panel) and IGF-2 (right panel) in muscle extracts from male
(blue) and female (red) IGFBP-2 transgenic (T) mice and non-transgenic (C) littermates (DU6P/C57BL/6).
The concentrations of both peptide hormones were quantified by ELISAs as described in Section 2

(mean + SEM; age: 7 weeks; n = 10).

However, analysis of signal transduction revealed sex effects in muscle lysates (Figure 5) since
reduced levels of total AKT, but elevated levels of phospho-AKT were found in transgenic females
(p < 0.05). By contrast, the ratio of phosphorylated versus total AKT was reduced in male transgenic
mice (p < 0.05). In addition, the levels of total ERK1/2 were reduced in female transgenic mice only

(p <0.01).
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Figure 5. Protein expression (total), phosphorylation (phospho), and specific activity (phospo/total) of
protein kinase B (AKT; upper panel) and extracellular regulated kinase (ERK1/2, lower panel) in muscle
extracts from male (blue) and female (red) IGFBP-2 transgenic mice and non-transgenic littermates
(DU6P/C57BL/6). Analysis of signal transduction was performed by Western immunoblotting as
described in Section 2 (mean + SEM; age: 7 weeks; n = §; # p < 0.1; * p < 0.05; **: p < 0.01).
The results from Western immunoblotting are provided both for AKT and ERK1/2. Coomassie blue
staining was performed in order to demonstrate equal loading and protein transfer to the carrier
membranes, respectively.

3.3. Effects of IGFBP-2 Transgene Expression in the Circulation

Since we could not identify different regulation of the IGF-system within the muscle, we assessed
potential effects of IGFBP-2 transgene expression in the circulation. Surprisingly, IGFBP-2 was not
elevated in male or female IGFBP-2 transgenic mice when compared to non-transgenic littermates
(Figure 6). Instead, IGFBP-2 was reduced in male IGFBP-2 transgenic mice if compared to both
male non-transgenic controls and female IGFBP-2 transgenic mice (p < 0.01). In addition, serum
concentrations of IGFBP-3 and IGFBP-4 were lower in male IGFBP-2 transgenic mice than in
non-transgenic or female transgenic littermates (p < 0.05). The reductions of IGFBP-2 in serum
from female IGFBP-2 transgenic mice were not statistically significant (p = 0.16). However, increased
amounts of IGFBP-2 fragments were observed in both transgenic IGFBP-2 groups with respect to
non-transgenic littermates (p < 0.05; Figure 7). The levels of IGBP-2 fragments in male IGFBP-2
transgenic mice were higher compared to female IGFBP-2 transgenic mice (p < 0.05). The severe
reductions of IGFBPs in serum from male IGFBP-2 transgenic mice further correlated with substantial
reductions of IGF-1 in the circulation if compared to non-transgenic male or female IGFBP-2 transgenic
littermates (p < 0.001; Figure 8).
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Figure 6. Concentrations of IGFBPs in serum from male (blue) and female (red) IGFBP-2 transgenic
mice (T) and non-transgenic (C) littermates (DU6P/C57BL/6). Analysis was performed by quantitative
Western ligand blotting (lower insert) as described in Section 2 (mean + SEM; age: 7 weeks; n > 10;
*1p <0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001; H: human control serum containing IGFBP-2 to -5; S1-5S7: serial
dilutions of human recombinant IGFBP-2 to -5 standards used for the quantification of IGFBPs on
each blot).

150007 , *** * |
'5‘ 1 || 1
<. 12,000-

I

(D)

£ 9,000

[@)]

©

¥ 6,000-

DI_ 1

03,0001

O

0 T

C T C T
male female

Figure 7. Relative quantification of IGFBP-2 fragments in serum from male (blue) and female (red)
IGFBP-2 transgenic mice (T) and non-transgenic (C) littermates (DU6P/C57BL/6). Analysis was
performed by Western immunoblotting as described in Section 2 (mean + SEM; age 7 weeks; n > 7;

* p < 0.05; **: p < 0.001).
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Figure 8. Concentrations of IGF-1 in serum (left panel) and the liver (right panel) from male (blue) and
female (red) IGFBP-2 transgenic mice (T) and non-transgenic (C) littermates (DU6P/C57BL/6). Analysis
was performed by ELISA as described in Section 2 (mean + SEM; age: 7 weeks; nn > 9; **: p < 0.01; ***:
p < 0.001).

In contrast to male non-transgenic controls, the concentrations of IGF-1 in male transgenic IGFBP-2
mice were reduced by =85%. The reductions of IGF-1 in serum from male IGFBP-2 transgenic mice
were further correlated with significant reductions of IGF-1 concentrations in the liver of the same
group compared to male non-transgenic or female IGFBP-2 transgenic littermates (Figure 8; p < 0.01).

3.4. Proteolytic Activity in the Circulation

From the reductions of intact IGFBPs and from the presence of high levels of IGFBP-2 fragments
in serum, we had to assume sex-specific control of IGFBP-2 degradation in IGFBP-2 transgenic mice.
In fact, if recombinant murine IGFBP-2 was incubated with diluted serum from male IGFBP-2 transgenic
mice for 90, 180, or 360 min, intact IGFBP-2 was present at significantly lower levels compared to
female IGFBP-2 transgenic or male non-transgenic littermates (Figure 9; p < 0.05).
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Figure 9. Stability of supplemented intact IGFBP-2 in serum from male (blue) and female (red) IGFBP-2
transgenic mice (T) and non-transgenic (C) littermates (DU6P/C57BL/6) as a function of incubation
time at 37 °C. Diluted serum samples were supplemented with 5 ng murine recombinant IGFBP-2 for
up to 360 min. The presence of intact IGFBP-2 was assessed by Western ligand blotting as described in
Section 2 (mean + SEM; age: 7 weeks; n > 5; *: p < 0.05; **: p < 0.001; ***: p < 0.001; a versus b: significant
reduction of intact IGFBP-2 also in non-transgenic male mice after 360 min). As a negative control,

artificial serum matrix was supplemented with 5 ng murine recombinant IGFBP-2 for the indicated
durations (n = 3).

Proteolytic activity was also observed in non-transgenic male mice, due to reductions of IGFBP-2
after 180 and 360 min of incubation in comparison to 30 min only (p < 0.05). In addition, if recombinant
IGFBP-3, -4, or -5 was incubated with diluted sera from male IGFBP-2 transgenic mice, almost complete
degradation was observed (data not shown).

3.5. Expression of IGFBP-2 Proteases and Stanniocalcins in Muscle

In order to address the expression of the IGFBP-proteolytic system in the muscle, we studied
muscular mRNA expression of PAPP-A/A2 and stanniocalcins 1 and 2 (Figure 10). Expression of
PAPPAs and STCs clearly followed a sex-specific pattern with elevated levels of PAPP-A, STC1,
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and STC2 (p < 0.001) but reduced expression of PAPP-A2 in female mice of both genetic groups
compared to male controls (p < 0.05). This approach could not demonstrate an effect of IGFBP-2
transgene expression on the proteolytic system in the muscle.
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Figure 10. Gene expression of IGFBP-proteases (PAPP-A and PAPP-A2) and stanniocalcins (STC1 and
STC2) in muscle from male (blue) and female (red) IGFBP-2 transgenic mice (T) and non-transgenic
(C) littermates (DU6P/C57BL/6). The mRNA levels were assessed by quantitative real-time PCR and
normalized for the expression of housekeeping genes as described in Section 2 (mean + SEM; age:
7 weeks; n = 10; *: p < 0.05; ***: p < 0.001).

4. Discussion

In C57BL/6 inbred mice, we have demonstrated that IGFBP-2 is a potent inhibitor of carcass weight
and muscle accretion [2,3]. Now we asked to which extent IGFBP-2 blocks muscle accretion under
conditions of growth selection in mice. This question is particularly relevant for the estimation of the
biomarker value of IGFBP-2 concentrations in serum from farmed animal species selected for meat
production. Although, also in human subjects, IGFBP-2 is negatively associated with skeletal muscle
mass, and it was speculated that IGFBP-2 might represent an indicator of musculoskeletal health and
muscle strength [14,30].

In order to test specifically the effects of elevated IGFBP-2 expression on muscle mass, we crossed
IGFBP-2 transgenic mice [2] with a non-inbred mouse model selected for high protein amount at the
age of 42 days (DU6P). These animals are characterized by elevated muscle accretion and by a high
growth phenotype [23,31]. The strategy to crossbreed a monogenetic inbred mouse model (IGFBP-2
transgenic mouse) with a non-inbred and phenotype-selected mouse model (DU6P) represents the
combination of reverse genetics with classical genetics. This can be seen as a novel but certainly as an
unusual approach of functional genome analysis in vivo.

The phenotype of the DU6P mouse model is based on multiple genetic events acquired or enriched
during more than 135 cycles of selection (= generations) over more than 30 years at this time [32].
In fact, by this approach, we were able to demonstrate that overexpression of IGFBP-2 is capable of
blocking up to 20% of carcass weight in a sex-specific manner since particularly male mice were highly
sensitive to the inhibitory effects of IGFBP-2. The molecular mechanisms described here, in a functional
context with growth inhibition, were, in part, surprisingly distinct from what we described in IGFBP-2
transgenic inbred mice [2].

Before we start with the description of specific differences in inbred mice (C57BL/6) and the model
used here (DU6P/C57BL/6), we mention the parameters similarly affected in both models: first of all,
overexpression of IGFBP-2 resulted in reduced somatic growth, both in inbred mice and non-inbred
DUG6P mice. Next, in both mouse models, carcass weight was identified as a sensitive parameter for
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the inhibitory effects in response to forced expression of IGFBP-2 [2,33]. Additionally, the brain weight
was reduced, whereas fat mass was increased in both models [21].

However, in inbred mice, transgenic expression under control of the CMV promoter resulted in
significant increases of IGFBP-2 in the circulation [2]. This finding was not observed in the mouse
model used here, in which neither males nor females showed an increase in IGFBP-2 in the circulation.
Instead, endogenous IGFBP-2 levels appeared to be suppressed in serum to a substantial extent under
conditions of elevated IGFBP-2 expression in male IGFBP-2 transgenic DU6P/C57BL/6 mice. Since
this group was characterized by more than 20% reduced carcass mass, we may conclude from this
observation that serum IGFBP-2 concentrations have to be interpreted with care. In fact, divergent
selection in mice also could come to this conclusion [34] since intact IGFBP-2 was elevated in serum
from two mouse lines selected for low body weight (BEL and ROL) but was normal in a third small
mouse model (MUL) when compared to their respective groups selected for high weight. In a fourth
mouse model also selected for low body weight (EDL), serum concentrations of IGFBP-2 were lower
than in the respective divergently selected high weight mouse line (EDH; [34]).

Notably, not only the concentrations of intact IGFBP-2 were reduced, but also the concentrations of
IGFBP-3 and -4 in the serum of male IGFBP-2 transgenic DU6P/C57BL/6 mice. The reductions of IGFBPs
in serum from male IGFBP-2 transgenic mice correlated with high proteolytic activity as provided by
the degradation of intact IGFBPs over time, on the one hand, and by the presence of IGFBP-2 fragments
on the other. Here, we identified proteolytic activity against IGFBPs in male DU6P/C57BL/6 mice but
not in inbred C57BL/6 mice (data not shown). Although controversially discussed [28,35-39], there
is substantial evidence for an effect of growth hormone on the stability of IGFBPs in mice and men.
Accordingly, in growth-selected mice (DU6P), characterized by elevated IGF-1 [40], elevated GH could
impact on IGFBP-stability, whereas in C57BL/6 mice, with normal IGF-1 no such interference could
be identified. An inhibitory effect of GH on the serum concentrations particularly of IGFBP-2 [41] is
undisputed, and reduced IGFBP-2 concentrations in serum have been discussed even as biomarkers
of GH-doping in athletes [18]. In addition to the effect of elevated GH, an effect of sex steroids
may be involved on the control of IGFBP-stability, as demonstrated in hormone-replaced Turner
patients [42]. Accordingly, future work will have to address the effects of GH and sex steroids on
IGFBP-stability. A contribution of IGFBP-proteolysis was discussed [43] and demonstrated [44] for
the control of somatic growth in mice and humans [45,46]. Remarkably, in hemofiltrate of human
origin, 18 different fragments of IGFBP-2 were identified and characterized [47], revealing IGFBP2
fragmentation as a biologically diverse process with tremendous potential for biomarker research in
the future. Additionally, in DU6P mice, we had discussed an active involvement of IGFBP-proteolysis
for the acute regulation of somatic growth during the pubertal growth spurt and the regulation of
IGF-bioactivity at peak growth periods before [40]. However, during the regulation of peak growth
at the age of about four weeks, the reduction of IGFBPs in the circulation did not correlate with the
suppression of IGF-1, as described here in adult mice. Furthermore, at younger ages, we could not
observe any effect of sex [40], which is clearly evident in the present study.

According to the current concept of the IGF-system [48-51], a proteolytic system is involved
in the acute control of IGF-related normal and malignant growth. In this system, PAPP-A is the
enzyme that cleaves IGFBP-4 and -5 [52] but also IGFBP-2 [50], whereas PAPP-A2 can proteolyze
IGFBP-3 and 5 [53], in addition, also other enzymes are known to proteolyze IGFBPs [54]. Since the
concentrations of PAPP-A are higher in male than in female human subjects, a sex effect can be assumed
for the proteolytic control of the IGF-system [55]. Based on the proteolytic degradation of recombinant
IGFBP2 over time and the concentration of IGFBP-2 fragments in serum, we postulate higher levels of
IGFBP-proteolysis in males if compared to females. As a potential mechanism for sex-related control
of IGFBP-proteolysis in mice, we have no direct evidence so far for PAPP-A, which is known to cleave
IGFBP-2 [56], because PAPP-A mRNA expression in muscle was higher in females than in males.
The activity of PAPP-A and -A2 is regulated by stanniocalcins 1 and 2 (STC1 and STC2; [57,58]). Since in
muscle, mRNA expression of both inhibitors was higher in females than in males, the lack of proteolytic
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activity in serum from female mice might be related to sex-dependent differences of STC expression in
muscle. However, to improve our understanding of the proteolytic degradation of IGFBPs, the role of
age, sex, and expression of STCs or PAPP-As in tissues other than muscle must be addressed in future
studies. STC2 has been demonstrated to coregulate signaling of AKT and ERK in colorectal cancer
cells [59]. This finding also argues for a more detailed analysis of age- and sex-related STC or PAPPA
expression. Nevertheless, this finding adds a novel candidate for the control of signal transduction
in our animal model, since phosphorylation of AKT was increased in muscle from female IGFBP-2
transgenic DU6P mice. Interestingly, sex-specific activation of AKT was demonstrated also in brain
lysates from female but not from male IGFBP-2 transgenic mice compared to matched controls [21],
indicating a more general effect of sex on IGFBP-2 dependent AKT phosphorylation in mice.

In response to forced expression of IGFBP-2 in DU6P mice, not only IGFBP-2 (transgenic and
endogenous) but also other IGFBPs were proteolytically digested in male mice. Therefore, we may
assume that in male mice, both PAPP-A and PAPP-A2 are active since IGFBP-2, -4, and -5 (cleaved
by PAPP-A) and IGFBP-3 and -5 (cleaved by PAPP-A2) are degraded efficiently [56]. The reason for
the more general reduction of IGFBPs in serum from male IGFBP-2 transgenic DU6P/C57BL/6 mice is
unclear. However, as a consequence of excessive IGFBP-proteolysis and loss of most IGFBPs in the
circulation of male IGFBP-2 transgenic mice, the IGF-binding capacity is severely reduced, potentially
resulting in the substantial loss of IGF-1. Although at least part of the reductions of IGF-1 in male
mice may also be due to reduced hepatic IGF-1 production since hepatic expression and secretion
of IGF-1 represents a rich source of serum IGF-1 [60]. Accordingly, the negative effects of IGFBP-2
overexpression on carcass and muscle mass could be related to reduced IGF-1 concentrations in serum
(systemic effect) and/or increased levels of intact IGFBP-2 in muscle tissues (local effect). On the
tissue level, in muscle from male and female IGFBP-2 transgenic DU6P mice, intact IGFBP-2 was
substantially increased compared to non-transgenic littermates. Since the levels of intact IGFBP-2
in muscles of male IGFBP-2-transgenic DU6P mice were higher, although not significant, compared
to female IGFBP-2-transgenic littermates, we cannot exclude that the more significant reductions in
carcass weights in males might also be related to altered local muscular transgene expression.

From our data, we conclude that elevated expression of IGFBP-2 efficiently impairs muscle
accretion also under conditions of elevated protein accretion. In absolute terms, the expression of the
transgenic IGFBP-2 in male DU6P/C57BL/6 mice resulted in a reduction of carcass weight as well as
isolated muscle by more than 20%. However, the inhibitory effects of IGFBP-2 on muscle or carcass
weight were not reflected by elevated concentrations of intact IGFBP-2 in the circulation, neither in
males nor females. Only in males, weight reductions correlated with substantial reductions of IGFBP-2
together with IGF-1, IGFBP-3, and IGFBP-4 in serum and with significant IGFBP-proteolysis. Our study
reveals biomarker potential of IGFBP-2 fragments for carcass weight in males and may recommend
the inclusion of IGFBP-proteolysis in the biomarker panels of breeding programs designed for farm
animal selection. If the loss of muscle mass in human subjects is monitored, the proteolysis of IGFBPs
can also represent a novel content of biomarker information. Our results may have implications
for IGFBP-biomarker research in vertebrates [6—11] since circulating concentrations of IGFBP-2 or
other IGFBPs may not as a rule be interpreted in only one direction and clearly have a sex-related
physiological background.
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Abstract: The bioactivity of the IGF system is not a function of isolated hormone concentrations in a given
biological matrix. Instead, the biological activities of IGFs are regulated by IGFBPs, IGFBP proteases, and
inhibitors of IGFBP proteases. Therefore, assays based on IGF-related bioactivity may describe functions
of the complete IGF system in a given biological matrix. Of particular interest are the IGF system effects
on the AKT/mTOR pathway, as a dominant system for controlling growth, metabolism, and aging. In
order to improve the sensitivity of IGF-dependent bioactivity, we made use of the known short-term and
enhancing effects of IGFBP2 on the intracellular PI3K pathway. As a specific readout of this pathway,
and further as a marker of the mTOR pathway, we assessed the phosphorylation of AKT-Ser473. Prein-
cubation using IGFBP2 enhanced IGF1-dependent AKT-Ser473 phosphorylation in our experimental
system. The assay’s specificity was demonstrated by inhibition of IGF1 receptors outside or inside the
cell, using antiserum or small molecule inhibitors, which reduced AKT phosphorylation in response to
exogenous IGF1 (p < 0.05). The maximal response of AKT phosphorylation was recorded 15 to 60 min
after the addition of IGF1 to cell monolayers (p < 0.001). In our cellular system, insulin induced AKT
phosphorylation only at supra-physiological concentrations (uM). Using this novel assay, we identified
the differential biological activity of the IGF system in AKT-Ser473 phosphorylation in serum (mouse,
naked mole rat, and human), in cerebrospinal fluid (human), and in colostrum or mature milk samples
(dairy cow). We have developed a sensitive and robust bioassay to assess the IGF-related activation of
the AKT/mTOR pathway. The assay works efficiently and does not require expensive cell culture sys-
tems. By using capillary immuno-electrophoresis, the readout of IGF-related bioactivity is substantially
accelerated, requiring a minimum of hands-on time. Importantly, the assay system is useful for studying
IGF-related activity in the AKT/mTOR pathway in a broad range of biological matrices.

Keywords: IGF; bioactivity; bioassay; mTOR; AKT phosphorylation; serum; cerebrospinal fluid;
milk; colostrum; Western immunoblotting; capillary immuno-electrophoresis; BIRA assay
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1. Introduction

Knowledge of the insulin-like growth factor (IGF) system has increased recently. It is
realized now that control of IGF functions by proteases for IGF binding proteins (IGFBP)
and inhibitors of IGFBP proteases is a central part of the physiological regulation of
growth and development in vivo and in vitro [1], rather than being a rare event in certain
malignancies or during pregnancy. Under this current concept of the IGF system, it is also
clearer now that quantification of total or free IGFs, IGFBPs, IGFBP proteases, or IGFBP
inhibitors only represents an assessment of surrogate biomarkers for the description of
the function of the IGF system. Instead, functional assays of IGF-related bioactivity are
required to integrate the growing number of IGF system effectors. Classically, for the
readout of IGF-related bioactivity, assays of cell proliferation [2], colony formation [3], or
cell migration [4] have been performed in the past, using formulations of recombinant
IGF1 or IGF2. In addition, assays of the analysis of IGF-related bioactivity on the level of
IGF1 receptor phosphorylation (kinase receptor activation, KIRA assay) have been devel-
oped [5,6]. The KIRA assay has been successfully applied for the study of IGF-related ac-
tivity in different biological matrices, including serum [7], ascites [8], as well as pleural [9]
and cerebrospinal fluids [10]. KIRA assays can provide specific information on the activa-
tion of the IGF1 receptor by a given matrix. Specifically, an antiphosphotyrosine antibody
is used to detect tyrosine phosphorylation in immobilized IGF1 receptor moieties in re-
sponse to IGF-related stimulation in vitro [6]. In response to IGF binding to IGF1 recep-
tors, tyrosine phosphorylation provides direct information on IGF1 accessibility for the
IGF1 receptors. After binding to IGF1 receptors, IGF1 may induce different signaling cas-
cades, including mitogen-activated protein kinases (MAPK) and phosphatidylinositol 3
kinase (PI3K) or protein kinase B (AKT). Accordingly, the KIRA assay represents an ele-
gant method to identify IGF-related activity at the level of the IGF1 receptor (Figure 1),
but does not provide information on the translation of IGF-related bioactivity to distinct
signaling cascades within the cell. Another deficit of the KIRA assay is that this assay can-
not directly be used to study the biological activity of the IGF system in different cell types,
because the enhancement of the signal is dependent on IGF1 receptor-transfected cells.

STC1 and-2/PAPPA and -A2/IGFBP1 to -6/IGF1 and -2

Bioactive IGF

Activation of IGF1 receptor KIRA assay

/ N\

MAPK AKT BIRA assay

Gene transcription | | Growth and metabolism |
Cell proliferation Aging and survival
"""""""""""""""" Inflammation

Figure 1. Control of IGF-related bioactivity by inhibitors (STC1 and STC2), proteases (PAPPA and
PAPPA?2), and IGFBPs (IGFBP1 to -6). IGF-dependent activation of the IGF1 receptor is quantified
by the KIRA assay. IGF-related activation of AKT can be assessed by the novel BIRA assay (STC1
and 2: stanniocalcin 1 and 2; PAPPA and A2: pregnancy-associated protein protease A and A2;
IGF: insulin-like growth factor; IGFBP: IGF-binding protein; MAPK: mitogen-activated protein
kinase; AKT: protein kinase B; KIRA: kinase receptor activation; BIRA: IGFBP2-enhanced IGF-
related AKT activation).
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To analyze the activation of the mammalian target of Rapamycine (mTOR) and AKT
and to establish a more flexible cell culture system in which IGF-related bioactivity can be
tested in different cell types without the need of transfection, we developed the BP2-en-
hanced IGF-related AKT phosphorylation (BIRA) assay, using IGFBP2 to enhance IGF-related
AKT-Ser473 phosphorylation. The mechanism for increasing phosphorylated AKT at ser-
ine 473 (AKT-Ser473) by IGFBP2 was provided by Shen et al. [11,12]. Accordingly, mem-
brane-bound IGFBP2 coordinates with IGF1 to induce intracellular signal transduction
[12]. The positive effects of IGFBP2 on AKT phosphorylation include inactivation of re-
ceptor tyrosine phosphatase beta (RPTP[3) activity by bound IGFBP2, which results in the
inhibition of RPTPB-dependent dephosphorylation of phosphatase and tensin homolog
(PTEN). Since dephosphorylated PTEN is required for dephosphorylation of phosphati-
dylinositol (3,4,5)tri-phosphate (PIP3), activation of AKT-Ser473 is increased.

In our study, we characterize the sensitivity, specificity, and kinetics of the novel as-
say system and provide a detailed protocol for the application of the BIRA assay in differ-
ent cell types. Finally, we analyze four different matrices from four different species to
provide examples of application, thereby demonstrating the flexibility of the novel BIRA
assay.

2. Materials and Methods
2.1. Cell Culture

HEK?293-10 and HEK293-2 cells originate from the human embryonic kidney fibro-
blast cell line HEK293, obtained from the American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD, USA). HEK293 cells were transfected with 8 pg pCMV-int-mIGFBP2 (Xhol
linearized) and 0.8 pg EcoRI linearized neomycin resistance plasmid pSV2neo (Clontech,
Heidelberg, Germany)[13]. While the HEK293-10 cell clone is characterized by high secre-
tion of IGFBP2 in the presence or absence of neomycin, the HEK293-2 cell clone also grows
in the presence of neomycin, however without production or secretion of IGFBP2. HuH-
7, C2C12, and 3T3-L1 cells were also obtained from ATCC (Rockville, MD, USA). All cell
lines were cultured in cell culture dishes measuring 100 mm in diameter (#83.3902, Sar-
stedt AG and Co. KG, Niimbrecht, Germany) in cell culture media (for specific media see
Table 1) with 10% fetal bovine serum (FBS; 10500-064; Gibco, Carlsbad, USA) and 1% 100x
penicillin/streptomycin/amphotericin B mixture (882087; Lonza, Gampel, Switzerland)),
incubated at 37 °C and 5% CO2. The media were renewed every 2-3 days.

Table 1. Table of cell lines used and their respective media.

Cell Culture Media
11 Li P
Cell Line assage Number (Order Number, Distributor)
HEK?293, HEK293-10, 2-30

HEK293-2 1505 EMEM (#BE12-611F, Lonza)
HuH-7 15-25 DMEM (#BE12-604F, Lonza)
C2C12 5-15 DMEM (#BE12-604F, Lonza)
3T3-L1 2-10 DMEM/F12 (#BE12-719F, Lonza)

After 6-7 days, the cells were sub-cultivated. Therefore, the cell culture medium was
removed, the monolayers were rinsed in phosphate-buffered saline (PBS, 137 mM NaCl,
2.7 mM KCl, 10 mM Na:HPO4, 1.8 mM KH2PO4), and 3 mL PBS with 0.25% trypsin and
0.53 mM EDTA (10x Trypsin/EDTA-Mix, BE02-007E, Lonza) was added. After incubation
at 37 °C for 10 min, the cells were detached and the reaction was stopped by adding 6 mL
cell culture medium. The cells were centrifuged at 800 RCF for 10 min at room tempera-
ture, and after aspiration of the supernatant, the pellet was resuspended in fresh cell cul-
ture medium. The sub-cultivating ratio was 1:10 for HEK293-2, HEK293-10, and 3T3-L1
cells, and 1:50 for the cell lines HuH-7 and C2C1. For all experiments, the cells were seeded
in 24-well-plates with 105 cells per well in 500 pl cell culture medium, and every two to
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three days the medium was renewed (Eagle’s minimal essential medium —EMEM; Dul-
beco’s modified Eagle’s medium —DMEM).

2.2. Serum, Cerebrospinal Fluid, and Milk Samples

Serum samples from two different mouse lines (DU6 and DUC) were collected pre-
viously [14] at the Leibniz Institute for Farm Animal Biology (FBN). DU6 is a mouse line
selected for high male body mass at the age of 42 days. This mouse line was developed
from the same genetic background, which is also present in the second mouse line used
in this study, representing the unselected non-inbred DUC control mouse line. Serum
samples were collected from male mice sacrificed at the age of 28, 49, 77, and 112 days
[14], which were stored at —20 °C. The absolute serum IGF1 concentrations were published
in a recent study [15]. The animal experiments were performed according to national and
international guidelines and approved by the institutional (Animal Protection Board from
the Leibniz Institute for Farm Animal Biology) and national (Animal Protection Board
Mecklenburg-Vorpommern) protection boards (file number: LALLF M-V/TSD/7221.3-1.2-
037/06). For this study, serum samples from five animals of each age group and a selection
line were pooled and diluted to 1:5 in PBS.

Serum samples from naked mole rats were obtained in accordance with national and
institutional animal care guidelines and approved by the ethics committee of the State
Office for Health and Social Affairs, Berlin, Germany (#ZH 156, G02217/12, T 0073/15)
from animals kept at the Leibniz Institute for Zoo and Wildlife Research (IZW). Serum
samples were stored in liquid nitrogen until further use in this study and were derived
from four female naked mole rats (three workers at ages of 0.9, 1.0, and 1.6 years, and one
queen at the age of 3.5 years).

Human serum and human cerebrospinal fluid (hCSF) samples were collected at the
Department of Neurology from the University Medical Center in Rostock, Germany. The
samples were from multiple sclerosis patients undergoing a triamcinolone therapy be-
tween 2009 and 2012 and stored at —80 °C before use [16]. Concentrations of IGFs and
IGFBPs in serum and CSF were published recently [17]. The use of all samples was ap-
proved by the ethics committee of the University Medical Center Rostock (approval A
2016-0088). For the experiment, matched samples of human serum and hCSF were pooled
from 10 patients.

The milk samples were collected during regular milking from ten multiparous Hol-
stein—Friesian (HF) dairy cows housed in the Experimental Animal Facility for Cattle of
the FBN. The milk samples were collected at eight time points from all animals during
pregnancy (around d40, d135, and d220 postconceptional), around calving (colostrum d0,
d1, and d2 postpartum), and around day 7 and 30 postpartum of the following lactation
period. Sampling was performed by the Institute of Reproductive Biology, FBN, between
2017 and 2018 and samples were stored at —20 °C before use. For acidification, 1 mL of
each milk sample was supplemented with 100 pl 1M hydrochloric acid, incubated for 10
min at 37 °C, and then centrifuged at 16,800 RCF for 5 min. After acidic precipitation of
caseins and centrifugation, the supernatants were used for further analysis.

2.3. Preincubation of Cell Monolayers in IGFBP2 Containing Cell Culture Medium

At the point of confluence in 24-well plates, the cells were used for the bioassay (up
to 10 days after seeding). Cells were exposed to medium containing only 0.5% FBS in the
presence or absence of human recombinant IGFBP2 (RD172583100, BioVendor GmbH,
Kassel, Germany) for 24 h. IGFBP2 was tested at different concentrations (33.75, 67.5, 125,
250, 500, 1000, and 2000 ng/mL).
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2.4. Preincubation of Cell Monolayers with Inhibitors of IGF1/Insulin Signaling

To study the specific cell response to IGF1, inhibitors of the IGF1 receptor were added
to the cells two hours before exposure to the samples. The antibody aIR3 (Cat. No.
GTX16890, GeneTex Inc., distributed by Biozol, Eching, Germany) was used at concentra-
tions of 0.1 mg/l and 1 mg/l in EMEM. The small molecule inhibitor BMS-754807 (Cat. No.
BMO0003-5MG, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) was dissolved in dimethyl sulfox-
ide—DMSO; D8418, Sigma-Aldrich) to create a 390.65 M stock solution and then dissolved
in EMEM for the final test solutions at concentrations of 0.01 uM and 1 uM. For the inhib-
itor experiments with BMS-754807, the control contained 0.1% DMSO in EMEM. The in-
hibitors and the corresponding controls were incubated for 2 h and subsequently dis-
carded before the cells were exposed to biological matrices or serial hormone dilutions.

2.5. Bioassay and Lysis

The samples were either taken directly (milk samples and CSF) or diluted in PBS
(20% serum in PBS). In addition, serial dilutions of human recombinant IGF1 (Cat. #100-
11, PeproTech, Inc., Rocky Hill, New Jersey) or insulin (#13536, Sigma Aldrich, Darmstadt,
Germany) in PBS were used.

After discarding the 0.5% FBS cell culture medium or inhibition medium, 200 ul of
test medium was added to each well, which were then incubated for a set time frame (20
min, if not stated otherwise) at 37 °C. The test medium was then discarded and the cells
were washed in PBS before cell lysis in 100 pL lysis buffer (1.5 tablets of complete mini
protease inhibitor; Hoffmann-La Roche, Basel, Switzerland), 31.25 mM tris(hydroxyme-
thyl)-aminomethane, 1% sodium dodecyl sulfate (SDS), 5% glycerine in 17 mL water, and
1.5 mL 10x lysis buffer (Cell Lysis Buffer, Cell Signaling Technologies, Danvers, MA,
USA). Five minutes later, the lysates were collected, homogenized, and denatured for 5
min at 95 °C.

2.6. Protein Concentration

The protein concentration was assessed using bicinchoninic acid (BCA1-1KT, Merck,
manufacturer’s protocol for microtiter assay) and calculated in GraphPad Prism 9. For the
final protein concentration of 1 pg/mL, the samples were diluted to 1x Laemmli (31.25
mM tris(hydroxymethyl)-aminomethane, 1% sodium dodecylsulfate (SDS), 5% glycerine)
dyed with 0.01% bromophenol blue. Beta-mercaptoethanol was added to a final concen-
tration of 0.4%.

2.7. Electrophoresis and Western Immunoblotting

For electrophoresis, Bio-Rad TGX Stain-Free FastCast Acrylamide-Kit (Bio-Rad La-
boratories GmbH, Munich, Germany) gels were used. All gels were blotted on polyvinyl-
idene fluoride membranes (PVDF, pore size 0.45 um, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karls-
ruhe, Germany), blocked for 1 h with 3% powdered milk in PBS and incubated overnight
with a primary antibody for AKT phosphorylated at serine 473 (CST #9271, dilution
1:1000, Cell Signaling Technologies). After washing, the membranes were incubated for 2
h with a secondary antibody (antirabbit IgG HRP, CST #7074, dilution 1:2000, Cell Signal-
ing Technologies). Bands were visualized using Lumigen ECL Ultra (Lumigen Inc., South-
field, MI, USA) in a Bio-Rad Chemi-Doc MP system (Bio-Rad Laboratories GmbH). The
images were analyzed using Image Lab Ver. 6.0.1 software (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Hercules, CA, USA) and normalized for total protein concentration. The molecular weight
of phosphorylated human AKT is predicted to be 56-57 kDa.
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2.8. Capillary Immuno-Electrophoresis (WES™)

The analysis with the WES device from Protein Simple (San Jose, CA, USA) was per-
formed according to the manufacturer’s manual with a WES separation kit for 12-230 kDa
with 8 x 25 capillary cartridges (#SM-W004-1), the affiliated standard pack (#PS-ST05-8),
an antirabbit detection module (DM-001), and the same primary antibody used for West-
ern immunoblotting (phos-AKT, CST #9271, dilution 1:50). All devices and chemicals, ex-
cept the primary antibody, were purchased from Protein Simple. The analysis was per-
formed with the software Compass for SW (Protein Simple). The settings for the specific
analysis are provided in the supplementary information (Table S1).

2.9. Statistical Analysis and Graphs

The statistical analysis and the graphs were performed using ANOVA in GraphPad
Prism 9 (version 9.0.0). For approximation of the saturation curve for the concentration
dependency, the function “specific binding with Hill slope” in GraphPad Prism 9 was

used. It has the form y(c) = Bpax (c=1GF1 concentration, Bmax = maximum lig-

C
ecsoh+ch
and binding in units of y, h = Hill slope, ecs0 = approximated IGF1 concentration with 50%
ligand binding).

For the time-dependent response of AKT phosphorylation to a constant IGF1 addi-
tion, the function “association then dissociation” in GraphPad Prism 9 was used. It has
the following form (Equation (1)). For the regression, the highest mean value of the phos-
AKT signal was set and the associated time point to the strongest signal was set as fo (¢ =
time after IGF1 was added to cells, Bmax = maximum ligand binding in units of y, Kon=
association constant in min-!, Kof= dissociation constant in min-!, fto= time dissociation is
initiated, HOTNM = constraint of the ligand in nM).

©) = { Eq-(1—exp(—K,,-t) +1, t<t,
YW =g (1 — exp(—Kyp - to) - exp(Kopp(t — ) +1,  t=1t,
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with Eq = B4 - ———— and K, = ligand K 1)

ligand + %% off
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3. Results

The aim of this study was to develop a functional bioassay for the study of IGF-de-
pendent activation of the AKT/mTOR pathway.

3.1. A Sensitive Assay System for the Study of IGF-Dependent Activation of AKT

Before different biological matrices were tested on HEK293-10 cell monolayers, the
BIRA assay was defined and characterized with respect to dose dependency, specificity,
and the temporal response of IGF-dependent phosphorylation of AKT.

3.1.1. Dose-Dependent Increase of AKT Phosphorylation by Human Recombinant IGF1

In the pilot experiment, IGFBP2-transfected HEK293-10 cells secreting high amounts
of IGFBP2 and untransfected HEK293 cells were used. Both cell lines were incubated for
20 min in different doses of human recombinant IGF1 before cells were harvested and
tested for the levels of phosphorylated AKT (Figure S1). Under the experimental condi-
tions, the addition of IGF1 had a much stronger effect in HEK293-10 cells compared to
untransfected HEK293 cells. This effect was assessed by the analysis of AKT phosphory-
lation using Western immunoblotting or capillary immuno-electrophoresis (WES). The
dose dependency of AKT phosphorylation in response to IGF1 supplementation was then
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studied in more detail in HEK293-10 cells only (Figure 2). These cells were highly respon-
sive to the effects of IGF1 regarding phosphorylation of AKT. Incubation in 100 ng/mL for
20 min was sufficient for a significant increase in phosphorylated AKT (p <0.05). A further
increase of the IGF1 concentration resulted in an additional increase of AKT phosphory-
lation (p < 0.01). Insulin also stimulated phosphorylation of AKT, however only at su-
praphysiological concentrations (data not shown).

150 *kk*k l

*kkk

** l

100

50

AKT phosphorylation
(fold change increase)

T T T
0 100 200 300
IGF1 (ng/ml)

Figure 2. Dose-dependent increase of AKT phosphorylation in IGFBP2-transfected HEK293-10
cells. Cells were incubated in different concentrations of human recombinant IGF1 (0, 10, 100, 300
ng/mL) for 20 min before they were lysed and assayed for phosphorylation of AKT by Western
immunoblotting, as described in Materials and Methods (mean + SEM; n =23, * p <0.05, ** p < 0.01,
¥+ 1 < 0.0001; abbreviations are explained in Figure 1).

3.1.2. Inhibition of IGF-Dependent AKT Phosphorylation by Antiserum and Small Mole-
cules

To test the specificity of AKT phosphorylation in response to exogenous IGFI,
HEK?293-10 cells were treated with established inhibitors of IGF1 receptor signaling before
the IGF1 incubation. The small molecule inhibitor BMS-754807 (BMS) disturbs the phos-
phorylation of IRS, and therefore blocks the IGF1 or insulin receptor signaling cascade.
Because BMS has to be solubilized in DMSO, 0.1% DMSO in PBS was used as the BMS
solvent control (Figure 3). Preincubation in BMS for 2 h significantly reduced the phos-
phorylation of AKT at the highest concentration (1 uM) as compared to the solvent control
(p < 0.0001.) The inhibitor alR3 antiserum also blocked the phosphorylation of AKT in
response to exogenous IGF1 in our cellular system (p < 0.0001). The negative effects of
BMS at the highest concentration were more prominent than the negative effect of alR3 at
the lower concentration of 100 ng/mL (p < 0.05). The inhibitors had no effect on the expres-
sion of total AKT.

3.1.3. Pharmacokinetics of IGF-Dependent AKT Phosphorylation

In order to characterize the kinetics of IGF-dependent AKT phosphorylation in our
cellular system, HEK293-10 cells were incubated with 100 ng/mL human recombinant
IGF1 and AKT phosphorylation was assayed at eight different time points (Figure 4). A
maximal response was detected 15 min after the start of the experiment (p < 0.0001). This
is also the earliest time point when a significant effect could be fixed. At later time points,
a further increase could not be observed, although phosphorylated AKT remained at ele-
vated levels up to 60 min after the start of the experiment (p < 0.0001). At the latest time
point, the signal intensity of phosphorylated AKT appeared to decline if compared to the
previous time point, with the highest signal recorded at 60 min (60 min vs. 120 min: p <
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0.05). Although the signal from the latest time point was no longer significantly different
from the signal at 8 min (p = 0.0726), it was still higher than the signals at 2 min or 4 min
(p<0.05) and at 0 min (p <0.001). Expression of total AKT was stable within the time frame
tested. For the regression curve calculated in GraphPad Prism 9 (results are shown in Fig-
ure 4), the value to was set to 60 for the time point with the highest measured signal and
the value HoTNM was set to 8.583 as the mean value for the signal at time point 60.
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Figure 3. Inhibition of IGF-dependent AKT phosphorylation by IGF1 receptor antiserum (aIR3)
and by the small molecule inhibitor BMS-754807 (BMS). HEK293-10 cells were incubated with
inhibitors and controls before the addition of exogenous IGF1 at 100 ng/mL. After 20 min in the
presence (blue) or absence (red) of IGF1 at 100 ng/mL, the cells were lysed and phosphorylated
AKT was measured by Western immunoblotting, as described in Materials and Methods. The in-
sert provides a representative result with a band of the correct size (57 kDa) in each lane, as as-
sessed by Western immunoblotting. All data are expressed relative to the level of AKT phosphory-
lation in the presence of 100 ng/mL IGF1. Identical letters indicate the absence of a significant ef-
fect, whereas different letters depict significant differences (*: p < 0.05; ***: p < 0.0001; the error
bars indicate means + SEM; n = 4; DMSO: dimethyl sulfoxide; kDa: kilodalton; all other abbrevia-
tions are explained in Figure 1).

3.2. Preincubation with IGFBP2 Enhances IGF but not Insulin-Dependent AKT
Phosphorylation in a Dose-Dependent Manner

In vascular smooth muscle cells, it was demonstrated that IGFBP2 enhances IGF-re-
lated bioactivity [12]. We, therefore, questioned whether preincubation of IGFBP2 with
HEK293 cells or other cell types also results in enhanced sensitivity. In addition, we ques-
tioned whether enhancement of IGF-dependent activation of AKT is dependent on the
concentration of IGFBP2. Preincubation in IGFBP2 also resulted in massive induction of
AKT phosphorylation in HEK293-2 cells (Figure 5A). Notably, IGFBP2 had a dose-de-
pendent effect on IGF1-dependent AKT phosphorylation in HEK293-2 cells (Figure 5A).
A significant increase of IGF1-dependent AKT phosphorylation was observed at concen-
trations up to 500 ng/mL. However, an enhancing effect of IGFBP2 was only observed at
higher doses of IGF1 (100 ng/mL) in HEK293-2 cells. In contrast, even the highest concen-
trations of IGFBP2 had no impact on the effects of IGF1 on AKT phosphorylation at a
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concentration of 10 ng/mL. This finding is in principal agreement with the results pre-
sented in Figure 1, where an enhancing effect of IGFBP2 was observed at concentrations
of 100 ng/mL or higher, but not at concentrations of 10 ng/mL or lower. The results further
suggest that AKT phosphorylation is not an IGF-independent function of IGFBP2 in our
cellular context. Preincubation with IGFBP2 did not enhance insulin-dependent AKT
phosphorylation in 293-2 cells or total expression of total AKT.
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Figure 4. Temporal response of AKT phosphorylation after the addition of exogenous IGF1 at a
concentration of 100 ng/mL to HEK293-10 cell monolayers. HEK293-10 cells were incubated for up
to 120 min before cells were lysed and assayed for phosphorylated AKT. Only the significance
levels of two consecutively time points are displayed (n = 3, means + SEM, * p < 0.05, *** p < 0.001,
*#% p < 0.0001). The insert provides a representative result with a band of the correct size (57 kDa)
in each lane, as assessed by Western immunoblotting for AKT phosphorylated at serine 473 (phos-
phoAKT) and for total AKT (abbreviations are explained in Figure 1).

We next questioned whether the BIRA assay could also be applied to other cell types.
At concentrations of 250 ng/mL or above, HuH-7 cells were sensitive to the enhancing
effects of IGFBP2 preincubation (Figure 5B). Compared to HEK293-2 cells, the response
after 100 ng/mL IGF1 challenge appeared to persist at a lower level with significant in-
creases, even at the highest dose of IGFBP2 preincubation and with 2000 ng/mL versus
1000 ng/mL IGFBP2 (p < 0.001). This indicates that saturation is not achieved by the
2000 ng/mL dose of IGFBP2, or in other words that IGFBP2 concentrations higher than
2 ug/mL may further increase IGF1-dependent AKT phosphorylation in HuH-7 cells.
Again, an effect of IGFBP2 on IGF1-dependent AKT phosphorylation was not observed at
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an IGF1 concentration of 10 ng/mL. In our screening protocol for the study of effects of
IGFBP2 preincubation, we also tested C2C12 and 3T3-L1 cells. Under the conditions of the
present study, an enhancing effect was not observed in these latter two types of cells.

3.3. Induction of IGF-Related AKT Phosphorylation by Biological Matrices

In the second part of the study, different matrices (serum, cerebrospinal fluid, milk,
and colostrum) were incubated with HEK293-10 cells for 20 min and phosphorylated AKT
was assayed.

3.3.1. Age-Dependent Effects of Mouse Serum to Stimulate AKT Phosphorylation

At an age of 28 days, serum from male growth-selected mice (DU6) stimulated phos-
phorylation of AKT to a higher extent than serum from unselected controls (p < 0.001;
Figure 6A). In serum from DU6 mice at this age, the ability of serum to induce AKT phos-
phorylation was compared to the activity of recombinant human IGF1 at concentrations
of 100-300 ng/mL. By contrast, serum from age-matched unselected controls stimulated
phosphorylation of AKT only at a level of 10 ng/mL rhIGF1. Between 28 and 112 days of
age, a continuous decline of serum activity towards AKT phosphorylation was observed
in male DU6 mice, but not in unselected controls. Accordingly, a significant reduction in
the activity of male DU6 mouse serum was present at 49 vs. 28 days (p <0.001) and at 112
vs. 49 days of age (p < 0.05). Preincubation of HEK293-10 cells with 1 uM BMS-754807 in
EMEM and 0.1% DMSO for 2 h blocked almost 80% of the AKT phosphorylation when
compared to preincubation of the cells in solvent control containing only 0.1% DMSO
(Figure 6B; p < 0.0001).

3.3.2. Activation of AKT Phosphorylation by Serum from Individual Naked Mole Rats

Serum samples from individual female naked mole rats were also diluted in PBS to
a final concentration of 20% serum. Significantly higher bioactivity in the youngest worker
(age 0.9 years) was found if compared to the older three animals (age 1 years to 3.5 years).
Beside the age, there was no different bioactivity measurable, comparing the social status
between the queen and the older worker (Figure 7A).
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Figure 5. IGFBP2 increases IGF1l-dependent phosphorylation of AKT in a dose-dependent manner. Monolayers of
HEK293-2 cells (A) or HuH-7 cells (B) were preincubated for 24 h with different concentrations of IGFBP2 (0, 33.75, 67.5,
125, 250, 500, 1000, and 2000 ng/mL) in culture medium with 0.5% serum. For the bioassay, cell monolayers were incubated
with 10 ng/mL IGF1 (blue) or 100 ng/mL IGF1 (red) for 20 min then lysed and assayed for phosphorylated AKT. Signifi-
cance is provided for the comparison of different IGF1 or IGFBP2 concentrations (1 = 3, means + SEM, * p < 0.05, ** p <0.01,
*** p <0.001, *** p < 0.0001). In one case, one outlier was identified by GraphPad Prism and not used for the calculation of
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the mean (1 = 2 for HuH-7 cells preincubated in 2000 ng/mL IGFBP2 and challenged by 100 ng/mL IGF1; for abbreviations
please also see Figure 1).
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Figure 6. (A) Activation of AKT phosphorylation by diluted serum samples from male growth-selected mice (DU6) and
unselected controls (DUC). Serum was prepared from mice between 28 and 112 days of age. Serum pools from five animals
were diluted in PBS (1/5) and incubated for 20 min with HEK293-10 cell monolayers before lysis and assessment of AKT
activation. Each pool was measured four times. In addition, AKT phosphorylation was assayed in the absence or presence
of recombinant human IGF1 (thIGF1; mean + SEM; n = 4; * p < 0.05, *** p < 0.001). (B) The effect of BMS was tested in a
diluted serum pool from 112-day-old DU6 animals. Therefore, HEK293-10 cell monolayers were incubated in EMEM con-
taining 0.1% dimethyl sulfoxide (DMSO) as a control and with medium containing 1uM BMS-754807 and 0.1% DMSO
(BMS) for 2 h before mouse serum was tested (mean + SEM; n = 5; **** p < 0.0001; for abbreviations also see Figure 1).
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Figure 7. (A) Activation of AKT phosphorylation by diluted serum samples from female naked
mole rats between 0.9 and 3.5 years of age, diluted in PBS and incubated for 20 min with HEK293-
10 cell monolayers before lysis and assessment of AKT activation. After correction for dilution,
IGF1 equivalency was calculated by interpolation using serial dilutions of IGF1. (B) The effect of
BMS-754807 was tested in diluted serum pools generated from all naked mole rats. Therefore,
HEK293-10 cell monolayers were incubated in medium containing 0.1% dimethyl sulfoxide
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(DMSO) as a control and with medium containing 1 uM 1 BMS-754807 and 0.1% DMSO (BMS)
for 2 h before the serum pools were applied (mean + SEM; n = 3; ** p < 0.001; ** p <0.0001; for
abbreviations see Figure 1).

To test assay specificity for serum from naked mole rats, a pool was prepared using
serum samples from four animals and added to cells previously incubated either for 2 h
with 1 uM BMS-754807 in 0.1% DMSO EMEM or in 0.1% DMSO EMEM only. The results
(Figure 7 B) revealed inhibition of AKT phosphorylation by the small molecule inhibitor
to = 75% compared to AKT phosphorylation in cells incubated with naked mole rat serum
without small molecule inhibitor (p < 0.0001).

3.3.3. Activation of AKT Phosphorylation by Matrices of Human Origin

We next tested IGF-related AKT phosphorylation in matrices of human origin in our
cellular system. Because the samples were not available at quantities needed to perform
multiple tests for technical replicates, pools were generated both for serum and for CSF
from a total of ten different samples, respectively.

Human serum had a higher potential than CSF to induce phosphorylation of AKT in
HEK?293-10 cells (Figure 8). In both matrices, specific inhibition of IGF/insulin receptor
signaling resulted in substantial reductions of AKT phosphorylation (serum: p <0.05; CSEF:
p <0.01). In human serum, BMS-mediated inhibition of AKT phosphorylation was = 75%,
and thus was similar to serum from naked mole rats. In human CSF, BMS at the same
concentration blocked over 90% of AKT phosphorylation in HEK293-10 cells.
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Figure 8. Activation of AKT phosphorylation by serum (red) and CSF (blue) samples of human
origin. Diluted serum samples (1/5) pooled from ten human donors, whereas CSF was used with-
out dilution. The pools were incubated for 20 min with HEK293-10 cell monolayers before lysis
and assessment of AKT activation. In the graph, all data were corrected for their dilution factor.
Each sample was measured six times. The dashed gray line corresponds to the mean of the serum
(100%). In order to demonstrate the IGF dependency, BMS-754807 (BMS) was used to inhibit the
IGF1 receptor prior to the incubation with human CSF or serum (n = 2; means + SEM; * p <0.05, **
p <0.01; CSF: cerebrospinal fluid; for other abbreviations see Figure 1).
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3.3.4. Activation of AKT Phosphorylation by Colostrum or Milk from Dairy Cows

The concentrations of IGFs and IGFBPs in dairy cow milk are highly dependent on
the age of lactation. In order to study the potential activity of dairy milk for the activation
of AKT, a longitudinal study was performed using colostrum or milk from animals at
eight different lactation time points.

In contrast to native milk, native colostrum samples induced AKT phosphorylation
in HEK293-10 cells equivalent to IGF1 at a concentration < 10 ng/mL (Figure 9). Acidifica-
tion resulted in a significant increase of AKT activation in both matrices (p < 0.001). The
activity of acidified milk or late colostrum (lactation age: 2 days postpartum) was equiva-
lent to IGF1 concentrations > 300 ng/mL. Notably, acidification had a stronger effect in
milk than in colostrum at days 0 and 1 postpartum. Preincubation of HEK293-10 mono-
layers with BMS reduced the activity of acidified milk against AKT phosphorylation by
75% to 60%. Neutralization of acidified milk through the addition of NaOH at equimolar
concentrations abolished the elevated potential of acidic milk towards AKT phosphoryla-
tion in HEK293-10 cells (Figure S2). Accordingly, activation of bioactivity in milk by acid-
ification is reversible and can be controlled by pH.
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Figure 9. Phosphorylation of AKT-Ser473 in HEK293-10 cells by native (blue line) and acidified (red
line) cow milk or colostrum samples during different stages during the lactation cycle. Cell mono-
layers were exposed to the samples for 20 min before cell lysis and assessment of AKT activation by
Western immunoblotting. The dotted lines represent the levels of activation by 10, 100, and
300 ng/mL IGF1, respectively. Different letters indicate significant effects between native and acidi-
fied samples at the same time point (means +SEM; n = 8; * p < 0.05, *** p < 0.001; p.c., post concep-
tionem; p.p., postpartum; for other abbreviations see Figure 1).

4. Discussion

In biological matrices, the effects of the IGF system are controlled by peptide hor-
mones and receptors, IGFBPs, IGFBP proteases, and inhibitors of IGFBP proteases [1]. In
order to cope with the complexity of the IGF system, which has been explicitly discussed
by the scientific community [18], and to describe the bioactivity of a given matrix in vitro,
bioassays can provide specific information. In order to test the effects of IGF-related bio-
activity on the phosphorylation of AKT in different biological matrices, we developed the
BIRA assay, a robust and sensitive cell-based bioassay system.
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4.1. Short-Term Effects of Membrane-Bound IGFBP2 vs. Longer-Term Effects of Soluble IGFBP2

For decades it was unclear whether IGFBP2 has positive or negative effects on cell
proliferation [19]. The molecular basis for IGFBP2 as a positive regulator of IGF1-depend-
ent AKT-Ser473 phosphorylation was provided by the Clemmons lab [11,12]. Accord-
ingly, we can distinguish the short-term effects of IGFBP2, which are related to cell surface
interaction and which have positive effects on IGF-dependent signal transduction, from
the longer-term effects of soluble IGFBP2, which are thought to block the interaction of
IGF1 with IGF1 receptors. We questioned whether the short-term and positive effects of
IGFBP2 on IGF-dependent signal transduction could be used to develop an assay to detect
IGF-related bioactivity in signal transduction, characterized by improved sensitivity. We
addressed this question using IGFBP2-transfected HEK293-10 cells, marked by elevated
IGFBP2 secretion [13]. From our previous work we knew that HEK293 cells are sensitive
to the effects of IGF1 [13], which was one of the premises for this study. In this cellular
system, we studied in detail the longer-term negative effects of IGFBP2 on IGF-dependent
cell proliferation. We demonstrated that with increasing concentrations of IGF1 or with
LongR3 IGF1, lacking interaction with IGFBPs, cell proliferation can be rescued in
IGFBP2-transfected HEK293-10 cells [13]. The duration of cell proliferation assays
amounts to three to four days, whereas the effects of IGF-dependent AKT phosphoryla-
tion can be studied after a couple of minutes. Since the cells were washed before the assay,
this period was not sufficient to establish inhibitory concentrations of soluble IGFBP2 in
the extracellular space. First of all, HEK293-10 cells with high expression of IGFBP2 re-
sponded to a much stronger extent to exogenous IGF1 addition than transfected HEK293-
2 cells, which do not express high amounts of IGFBP2. However, when HEK293-2 cells
were incubated with conditioned medium from IGFBP2-transfected HEK293-10 cells or
with different concentrations of recombinant IGFBP2, increased sensitivity towards high
doses of exogenous IGF1 was established. Finally, the positive effects of recombinant
IGFBP2 were not restricted to HEK293-2 cells, but were also identified in hepatic carci-
noma cells (HuH-7). We thereby confirmed the mechanism originally described by the
Clemmons lab in vascular smooth muscle cells [12]. Accordingly, a positive short-term
effect of IGFBP2 on IGF-dependent cell signaling [11,12] was observed also in our cellular
system. Notably, preincubation in recombinant human IGFBP2 did not enhance IGF-re-
lated AKT phosphorylation in 3T3 or C2C12 cells. At present, we can only speculate that
coordinated AKT activation as described [11,12] may not be functional in all cell types as
a rule. The longer-term inhibitory effects of soluble IGFBP2 (e.g., on cell proliferation [13])
can be neglected in the new bioassay. IGFBP effects as a function of the duration of IGFBP
exposure were also discussed in vivo [20]. Notably, insulin-stimulated AKT phosphory-
lation at supraphysiological concentrations and preincubation with IGFBP2 did not affect
insulin sensitivity in our system.

4.2. Specificity

In order to define the specificity of IGF-related AKT phosphorylation, we blocked
IGF1 receptors inside and outside the cells. To inhibit IGF1 interaction with the receptor
outside the cells, we tested the effects of monoclonal antiserum (alpha IR-3) interacting
with extracellular alpha subunits of the IGF1 receptor [21]. This interaction further blocks
the binding of IGF1 to its receptor [22], and the antibody, therefore, has neutralizing func-
tions for the IGF-dependent signal transduction through the IGF1 receptor. Incubation of
IGFBP2-transfected HEK cells with alpha IR-3 antibody at both tested concentrations sig-
nificantly inhibited AKT-Ser473 phosphorylation in response to IGF1. Additionally, intra-
cellular inhibition of IGF1/insulin receptor signaling resulted in the substantial suppres-
sion of IGF1 I-dependent AKT phosphorylation. Intracellular inhibition of IGF1-depend-
ent signal transduction was achieved using a small molecule (BMS-754807) that binds to
the intracellular kinase domains from IGF1 and insulin receptors [23,24].
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4.3. Time Dependency

To define the window for the readout of IGF-dependent AKT-Ser473 phosphoryla-
tion, we incubated IGFBP2-transfected HEK293-10 cells with 100 ng/mL IGF1 for up to
120 min and tested AKT phosphorylation at different time points. Maximal AKT phos-
phorylation was recorded 15 min after the addition of IGF1. The signal intensity remained
elevated for an additional 45 min. Therefore, we decided to choose 20 min of IGF1 expo-
sure before the readout of IGFBP2-enhanced AKT phosphorylation. Instead, the KIRA as-
say selected only 15 min of exposure to exogenous IGF1 before cell lysis [5,6]. This period
was considered as a period short enough for the cellular system not to secrete IGFBPs,
which may interfere with IGF1 in the supernatant [5,6]. From our results in a cellular sys-
tem with the massive expression of IGFBP2, we had no indication of interference with
secreted IGFBPs even until 60 min of exposure to IGF1. The reduction of IGF1-induced
AKT phosphorylation 120 min after IGF1 application may be due to secreted IGFBPs or
other secondary mechanisms, such as the decay of IGF1 or intracellular compensatory
mechanisms to tune down the hormone response at the level of signal transduction. The
phosphorylation of AKT in response to IGF1 is a complex event that includes binding of
IGF to the IGF1 receptor, autophosphorylation of the IGF1 receptor, transfer of the signal
to PI3K and PIP3, recruitment of AKT to the cell surface, and finally AKT phosphorylation
at Ser437 by mTOR. In NIH3T3 mouse fibroblasts, phosphorylation of IGF1 receptors oc-
curs within 13 to 25 s, whereas kinases located downstream of the IGF1 receptor are stim-
ulated to their maximum 25-200 s after the addition of IGF1 [25]. This, on the one hand,
may explain why the readout of IGF-induced phosphorylation at the level of canonical
downstream kinases may require a longer exposure time compared to IGF1 receptor phos-
phorylation. However, this does not directly explain why a maximal response was
achieved only 15 min after the IGF1 addition. Instead, the substantially longer lag time
from application of IGF1 to maximal AKT phosphorylation may be related to the mecha-
nisms of potentiation due to cell surface interaction of IGFBP2 [11,12]. According to the
mechanism provided by Shen et al. [11,12], the control of AKT phosphorylation in re-
sponse to IGF1 not only includes the canonical kinases described earlier, but additional
kinases, phosphatases, substrates, and receptors [11]. AKT dephosphorylation is thereby
inhibited by a mechanism involving IGF1 and IGFBP2, resulting in elevated levels of
phosphorylated AKT.

4.4. IGF-Related Bioactivity in Serum from Growth-Selected Mice and Controls and Its Age
Dependency

The novel bioassay was used to analyze the biological activity in serum from growth-
selected mice (DU6) and unselected controls (DUC) [26]. During the pubertal growth
spurt in mice, we recently identified a higher molar ratio of IGF1 to the sum of IGFBPs in
serum from DU6 mice compared to DUC mice [15]. Therefore, we postulated higher bio-
logical activity in giant DU6 versus control mice at the age of 28 days. In fact, we con-
firmed higher IGF-related biological activity in serum from DU6 mice at this age com-
pared to controls. During the growth spurt at 28 days of age, the biological activity in
serum from DU6 mice corresponded to more than 100 ng/mL of free IGF1 but less than 10
ng/mL in unselected controls. The different biological activities described here further-
more correlate with substantially higher concentrations of IGF1 in DU6 mice
(#1500 ng/mL) if compared to unselected controls (<1000 ng/mL) during the pubertal
growth peak [15].

In addition, a second existing hypothesis was confirmed by the novel bioassay. In
previous work, we described reduced ratios of IGF1 to the sum of IGFBPs in serum with
increasing age [15]. Using serum from giant mice aged 28 to 112 days, we confirmed the
prediction that biological activity is drastically reduced between the ages of 28 and 49
days in giant DU6 mice. At later time points, the IGF-related bioactivity is further de-
creased to levels according to <10 ng/mL of free IGF1. Additionally, in accordance with
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previous work [15], no decrease in IGF-related bioactivity was found in unselected control
mice aged 28 to 112 days.

4.5. IGF-Related Bioactivity in Serum from Naked Mole Rats

The sequence homology of IGFs from naked mole rats amounts to more than 90%
compared to their human or mouse orthologue [27]. Naked mole rats also express IGFBPs
and PAPPA [27]. However, to the best of our knowledge, in naked mole rats IGF1 concen-
trations have not yet been tested by using existing diagnostic tools from other vertebrate
species. Nevertheless, the IGF system is of great interest in this longest-living, and there-
fore unique, rodent animal model [28]. We used serum samples from individual animals
and compared IGF-related bioactivity in serum samples from different worker animals to
a serum sample from a long-lived queen. While we could not identify a general difference
between serum samples from workers and the queen, we can use the bioassay to charac-
terize IGF-related bioactivity in individual animals. Although it is difficult to obtain se-
rum samples from naked mole rats, more samples should be used to set up a distinct study
in this novel animal model in the future. Notably, the IGF-related bioactivity in samples
from naked mole rats could directly be compared to other vertebrate species by using the
novel bioassay to study the relative activity levels of the IGF system in different matrices
and in different age groups.

4.6. IGF-Related Bioactivity in Serum and Cerebrospinal Fluid from Human Subjects

The growth, development, and functions of the brain are regulated by the coordi-
nated regulation of local and systemic effects of the IGF system [29]. In CSF, IGF2 has been
identified as a marker of mild cognitive impairment in Alzheimer’s patients [30] and as a
biomarker for the progression of amyotrophic lateral sclerosis [31]. In CSF from patients
with diabetic neuropathy, the biological activity of the IGF system is regulated by prote-
olytic degradation and the KIRA assay was used for determination of bioactive IGF in
serum and CSF [10]. Interestingly, although IGF levels in CSF are less than 14% if com-
pared to serum, bioactive IGF in CSF was =28% of bioactive IGF in serum, as determined
by the KIRA assay [10]. We have also characterized the IGF system in serum and CSF
samples, however from patients with multiple sclerosis [17]. We described the presence
of IGFBP fragments in CSF and postulated regulation of IGF bioactivity by IGFBP prote-
olysis in this matrix. In our study, we used matched serum and CSF samples from pa-
tients. In these patients, the IGFs concentrations in CSF were less than 5% of the IGF con-
centrations in serum [17]. By use of the novel BIRA assay, we were able to identify IGF-
related bioactivity at 20% of the level of serum. Accordingly, we confirmed published ev-
idence [10] of the regulation of IGF-related bioactivity in CSF and provided evidence for
the production of similar results using the new bioassay as compared to the well-estab-
lished KIRA assay.

4.7. IGF-Related Bioactivity in Colostrum and Milk Samples from Dairy Cows

Mammary secretions are rich sources of IGFs and IGFBPs [32,33]. In particular, co-
lostrum contains high concentrations of IGF1 [34]. In early breast milk, a serine protease
was identified, which is responsible for the degradation of IGFBP2 [35]. Accordingly, in
milk, the regulation of IGF-related bioactivity was discussed in the context of the effects
on the mammary epithelia from the mother and the gastrointestinal tract from the suck-
ling [35]. Additionally, in milk from dairy cows, the concentrations are high after calving
and reduce towards mid and late lactation [36]. Therefore, Sejrsen et al. tested the biolog-
ical activity of milk samples from different stages of lactation [36]. Similar to the protocol
here, they selected mitogenic activity as the parameter for the readout of IGF-related bio-
activity. In this study, higher mitogenic activity was identified in colostrum samples com-
pared to milk from advanced lactational ages [36]. In addition, in this study, the interfer-
ence of IGFBPs was suggested. In a subsequent study, the mitogenic potential of acidified
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or neutralized milk samples was also tested [37]. Since acidification may also activate the
cytokine transforming growth factor beta (TGFB), the authors concluded that different
factors might contribute to the biological activity of milk [37]. Similar to Purup et al., we
also tested the effects of neutralization in milk samples after acidification. We directly ap-
plied acidic milk samples to our cell culture model, because after neutralization, free IGFs
may return to their inactive IGFBP bound form. Very clearly, acidification correlated with
enhanced biological activity in the form of AKT-Ser473 phosphorylation in the present
study. We have no direct evidence that this activity is due to activation of TGFB for a
number of reasons. First, inhibition by preincubation with BMS blocked phosphorylation
of AKT by up to 75%. Second, neutralization of acidified milk also abolished the potential
of milk to induce AKT phosphorylation. In contrast, activation of TGFB is not reversible.
Therefore, we argue that during acidification, IGFs are released from their binding pro-
teins, which may acutely induce the biological activity of IGFs. This mechanism could be
involved during the development of the gastrointestinal tract in the growing suckling, at
least as long as gastric proteolysis is not sufficient for the complete decomposition of pep-
tides and proteins, and intact or fragmented peptides may arrive in the intestine in an
active form. Since Elmlinger et al. have discussed the role of IGFBP proteases for growth
and development of the intestinal tract [35], acidification may form a second mechanism
controlling IGF-related bioactivity in milk.

Interestingly, IGF-ELISAs also use acidification to release IGFs from their binding
proteins before IGF determination. Accordingly, we may use the novel BIRA assay to es-
timate total IGFs or IGF-related bioactivity in species where no specific ELISA is available
so far.

The BIRA assay is not dependent on IGFBP2-transfected HEK293 cells, since prein-
cubation of HEK293 cells or Huh-7 cells for two hours in IGFBP2 is sufficient for increased
sensitivity towards IGF-related AKT activation. The novel assay thus is not restricted to a
certain cell type, although it is clear that not all cells, as a rule, express the required ma-
chinery to enhance the effects of the IGFs. Accordingly, the cellular response needs to be
established in other cellular systems. Therefore, it is also required to determine the speci-
ficity of AKT phosphorylation in response to a given matrix. To do so, the small molecule
inhibitor BMS can be used. With respect to different cell types, the effective doses of
IGFBP2 used during preincubation to enhance the cells” sensitivity to the effects of IGFs
may be defined. So far, we have not yet tested the effects of IGF1 versus IGF2, which is an
interesting issue for follow-up studies.

5. Conclusions

In the present manuscript, we have developed and applied the BIRA assay as a novel
bioassay to study IGF-related bioactivity in vitro. The assay is characterized by enhanced
sensitivity and high specificity for the readout of IGF-related bioactivity. The test system
enables the fast determination of IGF-dependent AKT-Ser473 phosphorylation, can par-
tially be automated by the inclusion of the WES-technology, and does not depend on
transfected cells or certain cell types, in general. The bioassay can be used to analyze IGF-
related activity in different matrices from different species and can be adapted to study
bioactive or total IGF. In addition, the BIRA assay can be used to assess the interactions
between defined matrices and certain cell types. In particular, the BIRA assay serves as a
novel method to study functional interactions between the matrix and cell type in relation
to mTOR signaling as the major pathway of aging and survival.

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/2073-
4409/10/3/482/s1: Figure S1: Dose-dependent increase of AKT phosphorylation in IGFBP2-trans-
fected HEK293-10 cells and untransfected HEK293 cells. Figure S2: Effects of native, acidified, and
neutralized milk samples on AKT phosphorylation in HEK293-10 cells. Table S1: Table of settings
for WES analysis.
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