UNIVERZITET U BEOGRADU
HEMIJSKI FAKULTET

DRAGANA B. LAGUNDZIN

PROMENA STRUKTURE |
REAKTIVNOSTIVEZUJUCEG PROTEINA
1 ZA FAKTORE RASTA SLICNE
INSULINU KAO POSLEDICA
METABOLIZMA GLUKOZE

DOKTORSKA DISERTACIJA

BEOGRAD, 2014.



UNIVERZITET U BEOGRADU
HEMIJSKI FAKULTET

Dragana B. Lagundzin

Promena strukture i reaktivnosti
vezujucéeg proteina 1 za faktore rasta
sli€ne insulinu kao posledica
metabolizma glukoze

Doktorska disertacija

Beograd, 2014.



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF CHEMISTRY

Dragana B. Lagundzin

Alteration of the structure and reactivity
of the insulin-like growth factor binding
protein 1 due to glucose metabolism

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2014.



Mentor:  dr Ljuba Mandi¢, redovni profesor
Hemijski fakultet, Univerzitet u Beogradu
Mentor:  dr Olgica Nedi¢, nauc¢ni savetnik

Institut za primenu nuklearne energije, Univerzitet u Beogradu

Clanovi komisije:

dr Ljuba Mandi¢, redovni profesor
Hemijski fakultet, Univerzitet u Beogradu

dr Olgica Nedi¢, nauc¢ni savetnik

Institut za primenu nuklearne energije, Univerzitet u Beogradu

dr Marija Gavrovi¢ Jankulovi¢, redovni profesor

Hemijski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Datum odbrane doktorske teze:




,,»Za Jayden Luku, Danicu i lvana“

Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije uraden je u Institutu za primenu
nuklerne energije-INEP u Zemunu.

Najve¢u zahvalnost dugujem svom mentoru, dr Olgici Nedi¢, nau¢nom
savetniku iz INEP-a, koja je predlozila temu i rukovodila izradom ovog rada.
Neizmerno sam zahvalna na svim savetima i podrsci, kao i stru¢nosti i iskustvu koji su
mi pomogli u fazama izrade teze.

Posebno se zahvaljujem dr Ljubi Mandi¢, redovnom profesoru Hemijskog
fakulteta u Beogradu, koja je pratila moj rad od samog pocetka izrade ove teze. Njena
velika zainteresovanost i sugestije su mi bile od izuzetnog znacaja da rad privedem
kraju.

Takode Zelim da se zahvalim dr Mariji Gavrovi¢-Jankulovi¢ na interesovanju,
predlozima i sugestijama u finalnoj izradi rada.

Od srca se zahvaljujem svom timu, od kojeg sam dobijala podrsku i pozitivnu
energiju. Dragana, Gorane i MiloSe, hvala vam na svemu.

Zahvalila bih se i dr Romani Masnikosi na nesebi¢nim savetima i idejama, kao i
svim svojim kolegama iz INEP-a.

Mojoj mami i bratu se zahvaljujem na razumevanju, strpljenju i pomoci koju su
mi od srca pruzali svih ovih godina.

Na kraju, zahvalila bih se svom najve¢em prijatelju (i koleginici), Sanji, i svim

ostalim prijateljima koji su uvek bili uz mene i hrabrili me.

Duagana Lagundzin



Promena strukture i reaktivnosti vezujuceg proteina 1 za faktore rasta sliéne

insulinu kao posledica metabolizma glukoze

1ZvOD

Vezujuc¢i proteini za faktore rasta slicne insulinu (IGFBP), zajedno sa IGF
ligandima i IGF receptorima (IGF-1R i IGF-2R) ¢ine sistem koji utice na rast i razvoj
skoro svake celije, tkiva i organa. IGFBP-1 je jedini od Sest IGFBP molekula ¢ija se
koncentracija menja na dnevnoj bazi, u zavisnosti od koncentracije insulina u Krvi,
odnosno od metaboli¢kih potreba vezanih za potrosSnju glukoze. Kod zdravih osoba je
konstatovano postojanje direktne negativne sprege izmedu koncentracije IGFBP-1 i
insulina, dok se kod osoba sa izmenjenim metabolizmom glukoze ta sprega ¢esto gubi.
Cilj ovog istrazivanja je bio da se ispita da li se i u kojoj meri IGFBP-1 menja post-
translaciono i da li interaguje sa drugim proteinima iz okruZenja, Sto bi moglo doprineti
efektima uocenim na nivou ose IGFBP-1/IGF/insulin kod osoba sa nepravilnim
metabolizmom glukoze ili osoba izloZenih metabolickom opterecenju.

Eksperimentalno je utvrdeno postojanje monomera, nekoliko fragmenata,
oligomera i kompleksa IGFBP-1. Rezultati su dalje pokazali da se kod osoba sa
poremec¢ajem u metabolizmu glukoze, kao Sto su diabetes mellitus ili hipoglikemija,
menjaju koncentracije i strukturne karakteristike IGFBP-1. Najintenzivnije post-
translacione promene IGFBP-1 se javljaju kod pacijenata sa dijabetesom tipa 2.
Prisutnost veceg broja razli¢itih molekulskih formi IGFBP-1 kod ovih pacijenata, pre
svega multimera, ukazuje na potencijalno veée ucecée IGF sistema u regulaciji
koncentracije glukoze u stanju dijabetesa. Profesionalno bavljenje sportom, takode,
dovodi do promene u koncentraciji i strukturi IGFBP-1. Koncentracija ukupnog IGFBP-
1 raste kod sportista ali, usled povecane proteolize, zna¢ajno se uvecava udeo IGFBP-1
fragmenata. Glavni fragment IGFBP-1 u serumu sportista je mase 9 kDa i, verovatno,
nastaje kao posledica povecane aktivnosti matriksne metaloproteaze 9. Primenom
masene spektrometrije, kod sportista je ustanovljena izmenjena reaktivnost IGFBP-1 na
¢ipovima sa razlicitim jonoizmenjivackim povrSinama, ukazujué¢i na promenu u fizicko-
hemijskim karakteristikama IGFBP-1, pre svega u naelektrisanju. Pusenje, kao uzro¢nik
stvaranja slobodnih radikala i dodatni faktor rizika od vaskularnih komplikacija kod
dijabeticara, prema dobijenim rezultatima, nije od uticaja na oligomerizaciju
(oksidaciju) IGFBP-1 u cirkulaciji.

Na kraju, opsti zakljucak bi bio da promene u metabolizmu glukoze, bez obzira
da li su izazvane poremecajima ili povecanom potrebom za glukozom, dovode do
promene u koncentraciji i strukturi IGFBP-1, Sto se u najve¢oj meri iskazuje kroz
izmenjen stepen oligomerizacije i proteolize IGFBP-1. Proces stvaranja kompleksa
IGFBP-1 sa a2-makroglobulinom je najotporniji na uticaje. Posto oligomeri i fragmenti
IGFBP-1 uglavnom ne vezuju IGF ligande, redistribucijom IGFBP-1 izmedu vise
razli¢itih molekulskih formi, u uslovima izmenjenog metabolizma glukoze, moze se
znatno uticati na stepen vezivanja, odnosno biodostupnosti IGF peptida.
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Alteration of the structure and reactivity of the insulin-like growth factor binding

protein 1 due to glucose metabolism

ABSTRACT

The insulin-like growth factor binding proteins (IGFBPs), IGF ligands and IGF
receptors (IGF-1R i IGF-2R) comprise a system involved in growth and development of
almost evey cell, tissue and organ. Among six IGFBPs, IGFBP-1 is the only one that
exhibits diurnal variation and correlates with the level of insulin in blood.
Concentrations of IGFBP-1 and insulin are inversely proportional in healthy people.
That correlation could be lost in the case of altered glucose metabolism. The aim of this
study was to examine whether and to what extent IGFBP-1 changes post-translationally
and whether IGFBP-1 interacts with other proteins in the surrounding that could
contribute to the effects detected in the IGFBP-1/IGF/insulin axis in persons with
impaired glucose metobolism or in those with hypermetabolism.

The existance of IGFBP-1 monomer, several fragments, oligomers and
complexes was confirmed experimentally. The results have further shown that IGFBP-1
concentration and structure undergo certain changes in patients with impaired glucose
metabolism, as in the case of diabetes mellitus and hypoglicemia. The most pronounced
post-translational modifications of IGFBP-1 were seen in patients with diabetes type 2.
The presence of the greatest number of different forms of IGFBP-1, especially
oligomeric, in these patients suggests possibly greater involvement of the IGF system in
glucose regulation in the state of diabetes. Professional physical training may also lead
to alterations in the concentration and structure of IGFBP-1. The total concentration of
IGFBP-1 increases in athletes, however, due to extensive proteolysis, the concentration
of IGFBP-1 fragments increases significantly. The main IGFBP-1 fragment in the sera
of athletes is of 9 kDa, and it is most likely produced by the increased activity of matrix
metalloproteinase 9. Altered reactivity of IGFBP-1 in athletes was detected by using
mass spectrometry and chips with different ion-exchange surfaces, suggesting changes
in physico-chemical characteristics of IGFBP-1, namely charge density. According to
our findings, cigarette smoking, known to cause free radical generation and
cardiovascular complications in diabetes, had no effect on oligomerisation (oxidation)
of IGFBP-1 in the circulation.

In conclusion, changes in glucose metabolism lead to alterations in the
concentration and structure of IGFBP-1. These alterations are mostly expressed though
modified oligomerization and proteolysis of IGFBP-1. The formation of complexes
between IGFBP-1 and a2-macroglobulin seems to resist changes. Since oligomers and
fragments of IGFBP-1 mostly do not bind IGF molecules, redistribution of IGFBP-1
between several molecular forms, in the case of altered glucose metabolism, can affect
degree of IGF binding or its bioavailability.



Key words: IGFBP-1, post-translational modifications, glucose metabolism, Diabetes
Mellitus 2, hypoglicemia, sport, smoking
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SKRACENICE

a2M — alfa2-makroglobulin
AIDS - sindrom stecene imunodeficijencije
ALS - podjedinica nestabilna u kiseloj sredini

ALT - alanin aminotransferaza
AST - aspartat aminotransferaza
BMI - ,,body mass index*

CHO ¢elije — ¢elije jajnika kineskog hrcka
CK - kreatin kinaza

ConA - lektin iz Canavalia ensiformis

D — pacijenti sa dijabetesom tip 2

DEAE - dietilaminoetil
DJ — denzitometrijska jedinica
DM - Diabetes Mellitus

DNK - dezoskiribonukleinska kiselina

ECL - lektin iz Erythrina cristagalli

EDTA - dinatrijum-etilendiamin-tetrasir¢etna kiselina
ELISA — imunoenzimski test

FGR - zastoj u rastu fetusa

Fuc — fukoza
GH - hormon rasta

GIcNACc — N-acetil-glukozamin
H — pacijenti sa hipoglikemijom

HbA1c - glikovani hemoglobin

HBS — pufer koji sadrzi HEPES i NaCl

HEPES - 4-(2-hidroksietil)-1-piperazin-etansulfonska kiselina
IAC — imunoafinitetna hromatografija

IDA — iminodisiréetna kiselina



Ig — imunoglobulin

IGF — faktor rasta slican insulinu

IGFBP - vezuju¢i protein za faktore rasta slicne insulinu

IGFBP-Pr — proteaza vezujuceg proteina za faktore rasta slicne insulinu
IGF-R — receptor za faktore rasta sli¢ne insulinu

IL — interleukin

IMAC - imobilizovana metal-afinitetna hromatografija
IP — imunoprecipitacija

K — kontrolni uzorak
Kd - konstanta disocijacije

Lac — laktoza

LAC - lektinska afinitetna hromatografija

LCA - lektin iz Lens culinaris

LDH - laktat dehidrogenaza

Man — manoza

MES - pufer koji sadrzi 2-(N-morfolino)-etansulfonsku kiselinu i NaCl

MMP — matriksna metaloproteaza

NGF — y-nervni faktor rasta

OGTT - oralni test tolerancije glukoze
P — pusaci

PBS - fosfatni pufer sa NaCl

PHA-E — lektin iz Phaseolus vulgaris E

PHA-L — lektin iz Phaseolus vulgaris L
PSA- prostata specifi¢ni antigen

PZU — pufer za pripremu uzoraka
RCA-I — lektin iz Ricinus communis
RIA - radioimunoloski test

S — sportisti

SDS - natrijum-dodecil-sulfat

SNA - lektin iz Sambucus nigra



SPA - sinapinska kiselina

SWGA - sukcinilovani lektin iz Triticum vulgaris
TBS - pufer koji sadrzi Tris i NaCl

TBST - pufer koji sadrzi Tris, NaCl i Tween
TEMED - N,N,N’,N’ — tetrametilen-diamin

TFA — trifluorosircetna kiselina
TG - transglutaminaza

TIBC — ukupni kapacitet vezivanja gvozda

TIMP — tkivni inhibitor matriksnih metaloproteaza

Tris - Tris(hidroksimetil)-aminometan

TSH — hormon koji stimuliSe tiroideu

UEA - lektin iz Ulex europaeus

WGA - lektin iz Triticum vulgaris
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1. UvoD

IGF sistem ¢ine faktori rasta sli¢ni insulinu (IGF-1 i IGF-II), dva tipa
membranskih receptora (IGF-1R i IGF-2R), Sest vezuju¢ih proteina (IGFBP-1 do
IGFBP-6) i njihove proteaze. Zbog strukturne homologije IGF molekula i insulina, kao i
IGF-1R i insulinskog receptora (IR), veliki je stepen unakrsne reaktivnosti. Insulin
vezan za IGF-1R mozZe izazvati mitozu i rast ¢elija, a IGF-1 ili IGF-11 vezan za IR mozZe
stimulisati metabolizam glukoze. Utvrdeno je i postojanje hibridnog IGF-1R/IR
receptora, o ¢ijoj se ulozi jako malo zna. Faktori koji kontroliSu, i pre svega odlucuju,
koji ce se ligand vezati za koji receptor i Sta ¢e biti fizioloSka posledica te interakcije, su
uglavnom nepoznati. Sposobnost IGF molekula da stimuliSu transport glukoze u ¢elije
je oko 100 puta manja od efekta insulina, ali je koncentracija IGF peptida u krvi oko
1000 puta veca nego insulina. Ujedno, IGF molekuli su ve¢ prisutni u cirkulaciji, u
kompleksima sa IGFBP, dok se insulin, kada se ukaze potreba za njim, mora prvo
izluciti iz pankreasa. Zaliha insulina je relativno mala i, nakon izluc¢ivanja, se mora brzo
ponovo sintetisati. Sa druge strane, IGF/IGFBP kompleksi su rezervoar u cirkulaciji.
Sve skupa, potencijalno dejstvo IGF peptida nije zanemarljivo.

IGFBP-1 je jedini od Sest IGFBP molekula ¢ija se koncentracija menja na
dnevnoj bazi, u zavisnosti od koncentracije insulina u krvi, odnosno od metabolickih
potreba vezanih za potroSnju glukoze. Kod zdravih osoba je konstatovano postojanje
direktne negativne sprege izmedu koncentracije IGFBP-1 i insulina. Kod osoba sa
izmenjenim metabolizmom glukoze, ta sprega se ¢esto gubi, a nepoznato je koji faktori
posreduju. IGFBP-1 ima nekoliko Ser ostataka koji podlezu fosforilovanju. Do sada je
utvrdeno postojanje nefosforilovane i pet fosforilovanih formi IGFBP-1. One vezuju
ligande sa razlic¢itim afinitetom, a afinitet raste sa stepenom fosforilovanja.
Nefosforilovana i manje fosforilovane forme IGFBP-1 imaju manji afinitet za IGF
ligande nego receptori, dok fosfoforme sa velikim brojem fosfatnih grupa ¢ine IGFBP-1
inhibitorom dejstva IGF. Poznato je da je IGFBP-1 supstrat za tkivnu transglutaminazu i
da se stvaraju dimeri i veci oligomeri. Afinitet oligomera za IGF je izuzetno mali, a
udeo ukupnog IGFBP-1 u oligomerima moze biti znacajan. Nije poznat mehanizam Koji

kontroliSe stepen oligomerizacije i fizioloSke posledice njihovog stvaranja. Fragmenti



IGFBP-1 (kao i ostalih IGFBP) uglavhom ne vezuju IGF, pa je proteoliza jedan od
nacina da se kontrolise njegova koncentracija i vezivanje IGF. Sto je veéi stepen
fosforilovanja IGFBP-1, vec¢a je proteoliticka rezistencija. IGFBP-1 stvara komplekse sa
a2-makroglobulinom i pretpostavka je da ovaj kompleks Stiti IGFBP-1 od proteolize. O
drugim ulogama kompleksa se ne zna.

Kada se govori o metabolizmu glukoze, posebni pravac ¢ini metabolizam
sportista. Sportisti su, naime, sa posebnim zahtevima u pogledu obezbedenja energije.
Profesionalno bavljenje sportom namece ekstremne metabolicke uslove i opseg
promena je daleko ve¢i nego kod osoba koje nisu aktivne. U interesu sporta je da se
uvrdi na koji nacin IGFBP-1 doprinosi metabolizmu glukoze pod fizi¢kim optere¢enjem
i moze li se rasporedom i sadrzajem treninga (i ishrane) posti¢i bolja kontrola promene
glukoze.

Tema ovog rada je bilo ispitivanje da li se i u kojoj meri dogadaju post-
translacione promene IGFBP-1, kao i interakcije sa drugim proteinima iz okruZenja,
koje bi mogle doprineti efektima uocenim na nivou ose IGFBP-1/IGF/insulin kod osoba
sa nepravilnim metabolizmom glukoze ili metabolizmom pod optere¢enjem. U radu su
kao uzorci koriS¢eni serumi pet grupa ispitanika: zdrave odrasle osobe, pacijenti sa
dijabetesom tip 2, pacijenata sa hipoglikemijom, sportisti i pusaci.

Ciljevi ovog istrazivanja su bili: a) optimizacija postupka izolovanja IGFBP-1
(hromatografskim metodama - gel filtracija, jonoizmenjivacka, hidrofobna), b)
odredivanje koncentracija insulina, IGF-1 1 IGFBP-1 (radioimunohemijskim i
imunoenzimskim metodama), c) razdvajanje IGFBP-1 molekulskih vrsta iz uzoraka
(hromatografskim metodama - metal-, lektin- i imunoafinitetna, elektroforezom i
metodama blota — ligand, imuno i lektin), d) utvrdivanje stepena proteolize IGFBP-1 u
serumu  (zimografijom), e) pracenje interakcija uz primenu ®I-IGF-1 (gama
spektrometrijom) i f) ispitivanje fizicko-hemijskih karakteristika IGFBP-1 (masenom
spektrometrijom sa ¢ipovima razlicitih reaktivnih povrSina, SELDI-TOF/MS).



2. PREGLED LITERATURE

2.1 Sistem faktora rasta sli¢nih insulinu

Sistem faktora rasta slicnih insulinu (IGF) predstavlja sloZeni sistem koga
sac¢injavaju: peptidni hormoni (IGF-I i IGF-I1), membranski receptori (IGF-1R i IGF-
2R), IGF vezuju¢i proteini (IGFBP-1 do IGFBP-6) i IGFBP proteaze (BP-Pr). IGF
ligandi ostvaruju svoje dejstvo vezujuc¢i se za specificne membranske receptore i
sekretorne vezujucée proteine. Na Slici 1 Sematski su prikazane osnovne komponente
IGF sistema (1).

Serum

er@?!!ﬁ

IGFBP-1 _ IGFBP-2 IGFBP-3 _ IGFBP-4 _IGFBP-5 _IGFBP-6
R—
anéelijski IGFBP
matriks
Celija

IGF- 2R IGF-1IR IR-A/IR-B HibridR BP-receptor

Slika 1. Sematski prikaz komponenti IGF sistema



Komponente IGF sistema i njihove sloZene interakcije zajedno reguliSu vazne
bioloSke procese kao Sto su celijski rast, proliferacija, diferencijacija, apoptoza,
migracija i transformacijacelija. Pored navedenih <cinilaca IGF sistema, zbog
preklapajucih funkcija i unakrsne reaktivnosti, u ovaj sistem u ,,Sirem smislu” se mogu
svrstati i insulin, dve forme insulinskog receptora (IR-A i IR-B) i hibridni receptor
(IGF-1R/IR). IGF sistem utice na somatski rast tokom celog Zivotnog ciklusa. Pored
regulacije rasta, IGF sistem ima znacajnu ulogu u metabolizmu ugljenih hidrata, lipida i

proteina.

2.1.1 Strukturne karakteristike komponenti IGF sistema kod ljudi

2.1.1.1 Faktori rasta sli¢ni insulinu (IGF-11 IGF-1I)

IGF-11 IGF-II su jednolancani peptidi (~7,6 kDa) koji se sastoje od 70, odnosno,
67 ostataka aminokiselina. Oba peptida imaju cetiri domena: B, C, A i D (redosled od
N- do C-terminalnog kraja). Medusobno se IGF-I i IGF-II molekuli razlikuju u 30%
sekvence, i to u najve¢oj meri u domenima C i D (1, 2). Tri disulfidna mosta se
formiraju u okviru strukture IGF-1: Cys®-Cys® Cys'®-Cys®™ i Cys*-Cys** (1).
Aminokiselinski ostaci na IGF-1 molekulu, koji su znacajni za vezivanje IGF-1R, su
Ala®, GIu®, val'!, Phe®® i Tyr** u B domenu, Arg® i Arg®” u C domenu i Val** u A
domenu (1). Zamenom B domena na IGF-I molekulu sa ekvivalentnim delom molekula
insulina, umanjujese afinitet vezivanja za IGF vezujuce proteine 1000 puta (3).
Aminokiselina Glu® na IGF-1, odnosno GIu® na IGF-II je znagajna za vezivanije svih IGF
vezuju¢ih proteina (1). Struktura IGF-I1 molekula je prou¢ena u mnogo manjoj meri od
IGF-I1, a kristalna struktura do sada nije definisana (1). Uradena je strukturna analiza
interakcije IGF-Il i njegovog receptora IGF-2R, i zakljuceno je da su za vezivanje
direktno odgovorni hidrofobni ostaci aminokiselina Leu®, Phe®® i Leu®® na molekulu
IGF-I1, kao i GIu®, Thr'® i Asp® koji se nalaze u blizini (4).



2.1.1.2 IGF receptori (IGF-1R i IGF-2R)

Receptor IGF-1R pripada grupi transmembranskih tirozin-kinaza, sintetise se od
glikozilovanog prekursora i dalje podleze procesima dimerizacije i proteolize. Nastaju o
i B strukturne podjedinice povezane disulfidnim vezama (5). Dve vanéelijske o
podjedinice od 135 kDa i dve transmembranske [ podjedinice od 95 kDa cine
heterotetramer B-a-a-pod 350 kDa (6-8). Mesta za vezivanje liganda nalaze se na o
podjedinici, dok je domen tirozin-kinaze smeSten na citoplazmatskom delu regiona 3
podjedinice. Ligandi se vezuju za IGF-1R razli¢itim afinitetima (1, 9): najveci afinitet
vezivanja je za IGF-I1 (Kd=0,2 nM), 2-15 puta manji je afinitet za IGF-Il i najmanji
afinitet je za insulin (Kd>100nM). Aktivacijom IGF-1R mogu se izazvati razliciti
odgovori: ¢elijska proliferacija, diferencijacija, migracija ili zastita od apoptoze (1, 2).

Receptor IGF-2R (300 kDa), poznat kao katjon-nezavisni manoza-6-fosfatni
(M6P) receptor, strukturno je potpuno razli¢it od IGF-1R. Receptor je jednolancani
polipeptid koji se sastoji iz tri regiona: vancelijskog, kojeg ¢ine 15 ponavljajucih
domena od po 147 ostataka aminokiselina (10), transmembranskog (23 ostatka
aminokiselina) i unutaréelijskog, koga cine 163 ostatka aminokiselina (11). IGF-2R
vezuje molekul IGF-I11 sa velikim afinitetom (Kd=0,2 nM), ima veoma mali afinitet za
IGF-1 (Kd=0,4 pM), a insulin ne vezuje (12-14). IGF-2R, takode, vezuje proteine koji
sadrze M6P. Klju¢ni domeni za vezivanje IGF-Il za IGF-2R su 11 i 13 (15), dok se
molekuli koji sadrze M6P vezuju za domene 1-3 i 7-9 (16, 17).

Hibridni receptori nastaju heterodimerizacijom polovina receptora IGF-1R i IR, i
mogu vezati sva tri liganda: insulin, IGF-I i IGF-1I (18). Studije su pokazale da se
hibridni receptori funkcionalno viSe ponaSaju kao IGF-1R nego IR, jer je njihova
aktivacija i vezivanje IGF-1 slicnog afiniteta kao tipicni IGF-1R (18). Aktivacija
hibridnog receptora insulinom, sa druge strane, je sa mnogo manjim afinitetom (18).
Smatra se da je uloga ovog receptora u povecavanju osetljivosti celije na IGF-I, jer se
prisustvom dve vrste receptora obezbeduje vise mesta za vezivanje. Takode, razlicite
izoforme IR (IR-A i IR-B) doprinose funkcionalnim razlikama hibridnih receptora.

Afinitet vezivanja IGF-1l za IR-A je vrlo veliki, tako da se IR-A smatra drugim po



vaznosti receptorom za IGF-11 kod fetalnih i malignih ¢elija, Sto nije slucaj za IR-B
(18).

2.1.1.3 IGF vezujuci proteini (IGFBP)

IGF vezujuc¢i proteini predstavljaju familiju od Sest strukturno sli¢nih proteina,
koji vezuju IGF ligande sa velikim afinitetom i specificnosc¢u (11). Sekvenciona analiza
je pokazala 50% homologije ovih proteina u okviru iste vrste i 80% homologije istog
IGFBP molekula kod razli¢itih vrsta kiémenjaka. Prekursori svih Sest vezuju¢ih proteina
su forme koje imaju sekretorne signalne peptide (20-39 aminokiselina), dok se svi zreli,
formirani proteini nalaze u vancelijskom matriksu (16). IGFBP molekuli se sastoje od
216 do 289 aminokiselinskih ostataka (19). Svi vezujuéi proteini imaju istu domensku
organizaciju, odnosno tri domena slicne velicine. Razlikuju se: N- i C-terminalni
domeni, ¢ija je struktura ocuvana prilikom nastajanja razli¢itin IGFBP molekula i L-
centralni, varijabilni domen. Za vezivanje IGF molekula odgovorni su terminalni
domeni, dok se na L-domenu nalaze mesta za potencijalne post-translacione
modifikacije (Slika 2).

N-terminalni domen sadrzi 6 disulfidnih veza, koje formiraju ostaci Cys kod
svih vezuju¢ih proteina, osim kod IGFBP-6 koji ima 5 disulfidnih mostova. Fragmenti
IGFBP molekula koji sadrze N-terminalni domen mogu i samostalno vezati IGF peptide
sa afinitetom koji je 10-1000 puta manji od afiniteta celog molekula IGFBP (20). C-
terminalni domen, takode, sadrzi Cys ostatke, koji formiraju 3 disulfidne veze kod svih
vezuju¢ih proteina. Rezultati nekih studija ukazuju da izolovani C-fragment ne vezuje
IGF-1 (21), dok je, prema drugim studijama, takvo vezivanje moguée. Prema ovoj
drugoj grupi, afinitet C-fragmenta za IGF-1 je do 1000 puta manji od afiniteta celog
IGFBP (22-24). L-centralni domen ne sadrzi ostatke Cys, osim kod IGFBP-4. Fragmenti
IGFBP, pored toga $to posreduju u interakcijama u kojima ucestvuju IGF ligandi, mogu
imati i ligand nezavisna dejstva, nakon vezivanja za druge molekule (najceS¢e na

povrsini ¢elija).
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Slika 2. Struktura IGFBP molekula — funkcionalni domeni, mesta za post-
translacione modifikacijei mesta za interakciju sa drugim molekulima (preuzeto iz

reference 16)

IGFBP-1 je prvo izolovan iz ljudske placente kao placentni protein 12 (25). Kod
coveka, sastoji se iz 234 aminokiseline. L-domen ima puno ostataka Pro, Glu, Ser i Thr
(PEST) i u regionu ovih aminokiselina dolazi do proteolize (26). Drugi karakteristi¢ni
motiv u strukturi IGFBP-1 je Arg-Gly-Asp (RGD) sekvenca u C-domenu, koju
prepoznaju membranski integrini. Interakcija IGFBP-1 sa integrinima otvara put ka
procesima u kojima ovaj vezuju¢i protein moze ispoljiti IGF nezavisna dejstva (27).
IGFBP-1 moze postojati u nativnom obliku, kao prost protein (25 kDa) ili u obliku
izoformi koje se medusobno razlikuju po stepenu fosforilovanja (~30 kDa). Jones i
saradnici su 1993. definisali potencijalna mesta fosforilovanja IGFBP-1 iz cirkulacije u

119 i Ser169

L-domenu: Ser'®, Ser (28). Metodom masene spektrometrije otkrivena je
izoforma fosforilovana na Ser®. U eksperimentu sa ¢elijama je ustanovljeno da se ovo
fosforilovanje odigrava kao posledica hipoksije (29). Izoforma fosforilovana na Ser®
karakteristi¢cnaje za IGFBP-1 iz amnionske tec¢nosti (26). pl vrednost IGFBP-1 je 4,0-

4,8.



PoSto se ova doktorska teza bavi strukturnim promenama, interakcijama i
fizioloSkim znacajem IGFBP-1, drugi vezujuci proteini ¢e biti samo spomenuti u sklopu
celovitog IGF sistema.

IGFBP-2 (36 kDa) je protein koji sadrzi RGD sekvencu (27), a njegova pl
vrednost je 6,2-7,1. IGFBP-3 je najzastupljniji vezuju¢i protein cija neglikozilovana
forma ima masu 29 kDa. Postoje tri mesta u centralnom varijabilnom delu za N-
glikozilovanje: Asn®®, Asn'® i Asn'"? (30). U cirkulaciji se nalaze dve glikoforme mase
40 1 45 kDa, koje grade stabilan kompleks sa glikoproteinom ALS (,,acid labile
subunit“). IGFBP-3 podleze fosforilovanju na Ser*** i Ser™ (31, 32). pl vrednost
neglikozilovane forme je 6,0-9,0, a glikoformi 4,8-8,2. IGFBP-4, takode, podleze N-
glikozilovanju, prisutan je u dve izoforme od 24 i 28 kDa, a njegova pl vrednost je 6,1-
6,3 (33). IGFBP-5 postoji u obliku nekoliko glikoformi mase izmedu 29 i 34 kDa, a
potencijalna mesta O-glikozilovanja su Thr'®, Thr'® i Thr'''(34). IGFBP-5 podleze
fosforilovanju, gradi komplekse sa ALS i njegova pl vrednost je 6,4-8,0. IGFBP-6 je O-
glikozilovan daju¢i ve¢i broj glikoformi mase 28-34 kDa i pl vrednosti 4,8-5,8.
Potencijalna mesta O-glikozilovanja su Thr'®, Thr'?!, Thr'?? Thr?*?, Ser'® Ser'®* j
Ser®® (35).

2.1.1.4 IGFBP proteaze (BP-Pr)

IGFBP proteaze (BP-Pr) su prvi put nadene u cirkulaciji trudnica kao uzrocnici
proteoliticke degradacije IGFBP-3 (36). Nakon toga, proteaze su otkrivene i u drugim
telesnim tec¢nostima, u razli¢itim fizioloSkim i patofizioloSkim stanjima. BP-Pr se mogu
svrstati u tri klase: serin proteaze (kalikreini), katepsini i matriksne metaloproteaze,
MMP (37). Prostata specifi¢ni antigen (PSA) je serin proteaza sposobna za razgradnju
IGFBP-3 i IGFBP-5 (38). y-nervni faktor rasta (NGF) pripada istoj grupi proteaza, ima
65% strukturne homologije sa PSA, a proteoliti¢cku aktivnost ispoljava prema IGFBP-4 i
IGFBP-6 (38). Katepsini su unutaréelijske lizozomalne proteinaze koje su aktivne u
kiseloj sredini. Katepsin D, na primer, je sposoban da razlaze sve IGFBP molekule (38).
Matriksne metaloproteaze su hidrolaze za ¢iju je aktivnost neophodno prisustvo



odredenih metalnih jona. Grupu matriksnih metaloproteaza nadenih kod ljudi cine 23
razlicita proteina, koji se mogu podeliti u Sest klasa: kolagenaze (MMP-1, MMP-8,
MMP-13 i MMP-18), Zelatinaze (MMP-2 i MMP-9), stromelizini (MMP-3, MMP-10 i
MMP-11), matrilizini (MMP-7 i MMP-26), matriksne metaloproteaze membranskog
tipa (MT(1-6)-MMP) i Kklasa heterogenin MMP (39). Razlicite matriksne

metaloproteaze imaju afinitet prema razli¢itim IGFBP molekulima.

2.1.2 Sinteza, fizioloSke koncentracije i regulacija IGF i IGFBP molekula

Poreklo IGF molekula u cirkulaciji je pretezno iz jetre (40). Jetra je, ujedno,
glavno mesto sinteze IGFBP molekula, mada se sinteza odvija i u drugim tkivima. IGF-
I, IGF-11, IGFBP-1, -2 i -4 se sintetiSu u hepatocitima, dok se IGFBP-3 i -4 stvaraju u
endotelnim i Kupferovim ¢elijama jetre (41). IGFBP-1 se, osim u hepatocitima, sintetiSe
I u decidui, ¢elijama granuloze jajnika, bubrezima i vezivnom tkivu (42). Dodatna
sinteza IGFBP-2 se odvija u nekim nervnim c¢elijama (43). IGFBP-4 stvaraju fibroblasti,
¢elije prostate i kostiju (44, 45). Povecana sinteza IGFBP-5 se deSava u bubrezima i
fetalnom tkivu (33, 46), dok se IGFBP-6 lokalno sintetiSe u ¢elijama jajnika, prostate i u
fibroblastima (47).

Sinteza i lucenje IGF molekula je direktno povezana sa zivotnom dobi. IGF-1 i
IGF-1I se sintetiSu jo$ u ranoj embrionalnoj fazi i mogu se detektovati u cirkulaciji
fetusa u 15. nedelji, mada u koncentracijama koje su male u odnosu na one kod odraslih
osoba (48). Tokom zivota, koncentracija IGF-II molekula je najveca u cirkulaciji i
tkivima embriona, dok koncentracija IGF-1 dostize svoj maksimum u fazi puberteta
(49). Kod odraslih osoba (50), koncentracija IGF-II je cetiri puta veca (50-80 nmol/L)
od koncentracije IGF-1 (10-30 nmol/L).Koncentracija IGF-1 opada sa Zivotnom dobi,
dok je promena IGF-11 neznatna. Koncentracija IGF-I i, u manjem stepenu, IGF-II, kao i
koncentracije IGFBP-3 i ALS se povecavaju tokom fetalnog rasta, dok se u istom
periodu koncentracije IGFBP-1, -2 i -6 smanjuju (51).

Hormon rasta (GH) je glavni regulator sinteze IGF-1 (a verovatno i IGF-II) u

jetri i njegovog izluc¢ivanja (52).



Prekomerno lucenje IGF-1 se sprecava povratnom negativnom spregom,
inhibicijom sinteze i lucenja GH (53). Sa priblizavanjem kraja fetalnog perioda,
smanjuje se koncentracija GH, a povecava IGF-1. Pokazano je da je povecana sinteza
IGF-1 u direktnoj vezi sa povecanjem tezine fetusa, dok IGF-11 nema takav efekat. O
ulozi IGF-II u post-natalnom periodu se malo zna. Kod miSeva i pacova se smanjuje
lucenje IGF-11 skoro u svim tkivima posle rodenja i u post-natalnom periodu je ovaj
molekul prisutan u veoma maloj koncentraciji. Kod ljudi to nije slu¢aj, odnosno
zadrzava se visoka koncentracija IGF-11 do kraja Zivota (54).

Insulin i ishrana imaju vaznu ulogu u regulaciji IGF-1. Nutritivni status je vaZan
za odrzavanje koncentracije IGF-1 u cirkulaciji, koja se smanjuje tokom produzenog
gladovanja, uprkos povecanoj koncentraciji GH (55). U fazi ekstremnog gladovanja
gubi se pozitivna sprega izmedu GH i IGF-I. Pretpostavka je da je ovaj disbalans
posledica promene na nivou receptora za GH, odnosno njihove smanjene osetljivosti na
hormon (56). Insulin, koji se prvenstveno luci iz B ¢elija pankreasa, takode utice na
koncentraciju IGF-1 molekula. Insulin poveéava koncentraciju receptora za GH |
podstic¢e signalni put za sintezu IGF-1, samim tim, hiperinsulinemija moze dovesti do
povecane sinteze IGF-1 (57). Osim insulina, pokazano je da i drugi hormoni imaju uticaj
na sintezu IGF-1. Gonadotropin stimuliSe ekspresiju mRNA za IGF-1 u granuloznim
¢elijama, TSH u tireoidnim c¢elijama, dok angiotenzin Il podstice sintezu IGF-I u
kardiovaskularnom sistemu (58). | polni hormoni pozitivno uticu na stvaranje IGF-I:
estradiol, podsticu¢i lucenje GH, i testosteron, stimuliSuc¢i stvaranje aromati¢nog jezgra
estradiola i/ili inhibicijom negativne povratne sprege odgovorne za lu¢enje GH (59).

Za razliku od insulina, IGF molekuli se ne skladiSte u specijalizovanim
endokrinim ¢elijama iz kojih se, po potrebi, izlu¢uju. Celokupna rezerva IGF je u
cirkulaciji. Vise od 90% IGF molekula se nalazi u binarnim i tercijarnim kompleksima
sa vezujuc¢im proteinima. Posto je fizioloki aktivna samo slobodna forma IGF, vezujuci
proteini kompleksiranjem sa IGF inhibiraju njihovo dejstvo i produZavaju njihov
poluzivot (60). IGF molekuli u najve¢oj meri formiraju komplekse sa IGFBP-3. Ovako
formirani kompleksi mogu biti binarni (40-50 kDa, 20% od ukupnih kompleksa) ili
ternarni (150 kDa, 80%). UopSteno, svi IGFBP formiraju binarne komplekse sa IGF,
dok ternarne komplekse, uz komponentu ALS grade samo IGFBP-3 i IGFBP-5.

PoluZivot ovih kompleksa je nekoliko sati, a njihovo uklanjanje zavisi od brzine
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proteoliticke degradacije. Ternarni kompleksi, zbog svoje velicine, ne mogu proc¢i kroz
endotel krvnih sudova, te predstavljaju rezervoar IGF molekula u cirkulaciji. Slobodni
IGF molekuli i oni vezani u binarnim kompleksima mogu prelazati kapilarnu barijeru i
stici do tkiva. Distribucija IGF molekula izmedu razli¢itih IGFBP zavisi od
koncentracije IGFBP, njihovih afiniteta prema IGF i aktivnosti specificnih BP-Pr (60).
Pored ovih kompleksa, nadeni su i drugi, u ¢ijem sastavu su pojedini proteini iz
cirkulacije, ali je njihova koncentracija veoma mala (61).

IGFBP molekuli mogu biti u rastvornom obliku, vezani za c¢elijsku membranu
i/ili lokalizovani u vanc¢elijskom matriksu (62, 63). Njihova ekspresija zavisi od stepena
razvoja i vrste tkiva, a na nju uticu hormoni, ishrana, citokini i sami IGF molekuli.

IGFBP-1 je najzastupljeniji IGF vezuju¢i protein u amnionskoj te¢nosti, gde mu
je koncentracija 0,06-3,00 mmol/L (64). Koncentracija IGFBP-1 u krvi je 100-1000
puta manja u odnosu na amnionsku te¢nost (65, 66) i podleze dnevnoj promeni. Najvecu
koncentraciju IGFBP-1 dostiZze ujutro, dok je najmanja koncentracija upopodnevnim
satima (67). Na koncentraciju cirkuliSu¢eg IGFBP-1 uti¢u brojni metaboli¢ki, nutritivni
i antropometrijski faktori (68). Koncentracija IGFBP-1 je u negativnoj korelaciji sa
koncentracijom IGF-1 i insulina (69-71), kao i sa BMI (,,body mass index“). Insulin
inhibira sintezu IGFBP-1 u jetri na nivou transkripcije (72), dok je glukagon stimuliSe,
nezavisno od koncentracije insulina (73). Unos hrane drasticno snizava koncentraciju
IGFBP-1, dok gladovanje i restrikcija unosa proteina imaju suprotni efekat (74, 75).
Koncentracija IGFBP-1 se smanjuje posle obroka bogatog ugljenim hidratimanekoliko
puta u roku od par sati, kao odgovor na poveéan nivo insulina u krvi (76). Medutim,
konstantnim produzenim unosom ugljenih hidrata moze se povecati koncentracija
IGFBP-1, u sklopu posledica koje nastaju smanjenjem osetljivosti na insulin (68).
Aktivni trening i veZbanje mogu povecati koncentraciju IGFBP-1 (77-79). Drugi
hormoni koji povecavaju nivo IGFBP-1 (Slika 3) su glukokortikoidi, TSH, GH, faktori
rasta i citokini (80).

Fosforilovan oblik IGFBP-1 ima veci afinitet prema IGF-1 od nefosforilovanog,
Sto za posledicu ima inhibiciju IGF dejstva i njegovog vezivanja za receptor (81).
Takode, razli¢it stepen fosforilovanja IGFBP-1 utice na ukupni afinitet prema
ligandima. Postojanje i medusobni odnos razli¢itih fosfoformi IGFBP-1, zapravo,
odlucuje da li ¢e krajnji efekat IGFBP-1 biti inhibitorni na aktivnost IGF ili ne. Dokle
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god je veci udeo izrazito fosforilovanih formi, ukupni afinitet IGFBP-1 je ve¢i of
afiniteta IGF-1R prema ligandu. Da bi se ligand ,,predao” receptoru neophodno je
defosforilovanje IGFBP-1.

Glukagon
Glukokortikoidi
TSH

Faktori rasta
Citokini

IGF-1 [1 \“/
IGFBP- 3( I Kinaza

Slika 3. Uticaj razli¢itih hormona na sintezu i regulaciju IGF-1 i IGFBP

molekula

Koncentracija IGFBP-1 u krvi postepeno raste sa starenjem, verovatno kao
posledica smanjene supresije insulinom i stimulacije citokinima inflamacije (82). Pored
amnionske tecnosti i krvi, fizioloski izvori IGFBP-1 su placenta, endometrijum, mleko,
urin, seminalna plazma, sinovijalna i intersticijalna te¢nost (64).

IGFBP-2 je najzastupljeniji vezuju¢i protein u seminalnoj plazmi (oko 300
nmol/L) i cerebrospinalnoj te¢nosti, a moze se naci i u krvi, mleku, urinu, sinovijalnoj i
intersticijalnoj tec¢nosti (64). Koncentracija IGFBP-2 u cirkulaciji zdravih ljudi je 8-20
nmol/L. Do povecanja IGFBP-2 dolazi u stanju neuhranjenosti i anoreksije, kao i kod
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dugog gladovanja. IGFBP-3 je najzastupljeniji vezuju¢i protein u cirkulaciji,
koncentracije 80-100 nmol/L. Maksimalnu koncentraciju dostiZze tokom puberteta, u fazi
rasta, nakon cega postepeno opada sa godinama (83). | njegova koncentracija moze biti
smanjena usled neuhranjenosti. IGFBP-3 je prisutan u mleku, urinu, folikularnoj,
cerebrospinalnoj, amnionskoj, sinovijalnoj, intersticijalnoj tecnosti i seminalnoj plazmi
(64). Ostali vezuju¢i proteini su u razlicitoj meri prisutni u pojedinim fizioloSkim
tecnostima i tkivima. IGFBP-4 je naden u svim telesnim te¢nostima, a koncentracija mu
je u cirkulaciji oko 10 nmol/L (84). Najvec¢a koncentracija IGFBP-5 (oko 20 nmol/L) je
u cerebrospinalnoj tecnosti i vezivnom tkivu. Sa starenjem se koncentracija IGFBP-4
povecava, dok se IGFBP-5 smanjuje (85). Koncentracija IGFBP-5 u cirkulaciji je u
korelaciji sa gustinom koStane mase i ukupnom aktivnos¢u alkalne fosfataze (85).
IGFBP-6 je prisutan u cerebrospinalnoj te¢nosti i krvi, u koncentracijiod oko 8 nmol/L.
Koncentracija IGFBP-6 u cirkulaciji muskaraca je oko 70% veca nego kod Zena, kod

kojih se dodatno smanjuje za oko 30% tokom trudnoce (86).

2.1.3 Fizioloska uloga IGF sistema

IGF-1 stimuliSe ¢elijski rast i diferencijaciju u skoro svim tkivima (87). On je
akutni anaboli¢ni hormon koji svoje dejstvo ispoljava prvenstveno u metabolizmu
proteina i ugljenih hidrata. Ucestvuje u sintezi proteina i glikogena povecavajuci
transport aminokiselina i glukoze unutar c¢elija. Zajedno sa insulinom, IGF-I
sinergisticki deluje kao hipoglikemijski hormon (88). IGF-I i IGF-1I imaju kljucnu
ulogu u fetalnom i placentnom razvoju tokom gestacije. IGF-1 stimuliSe rast fetusa kada
su hranljivi sastojci dostupni i njegova sinteza je posebno osetljiva u uslovima kada
nema dovoljno hranljivih supstanci. Pokazano je da IGF-I povecava krvni pritisak u
bubrezima, brzinu glomerularne filtracije i reapsorpciju fosfata u proksimalnim
tubulama (89). Osim svoje uloge u normalnom rastu tkiva, IGF-I takode utice i na rast
tumora. Pretpostavka je da velika koncentracija IGF-1 u duzem vremenskom periodu

moze stimulisati rast kancerskih ¢elija, te se IGF-1 smatra i tumorskim markerom.
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Koncentracija IGF-II je velika u placenti, $to ukazuje na njegovu vaznu ulogu u
razvoju placente i transferu hranljivin sastojaka. Smatra se da velicina materice,
dostupnost hranljivih supstanci i nivo kiseonika, zajedno sa dejstvom faktora rasta
(narocito IGF-I, IGF-II i IGFBP-1), kao i insulina, imaju klju¢nu ulogu u fetalnom
razvoju (90). Funkcije IGF-1l se mogu povezati i sa razli¢itim tumorskim stanjima.
Patoloski oblici IGF-II, takozvani ,veliki IGF-1I”, mogu se vezati za sve IGFBP
molekule (91). Uloga IGF-I1 u odraslom periodu zivota nije razjaSnjena, ali se manje
koncentracije povezuju sa duzim zivotnim periodom (92).

IGFBP molekuli stimuliSu ili inhibiraju dejstvo IGF in vivo i in vitro. Nekoliko
IGFBP, uklju¢ujué¢i IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-4 i IGFBP-6, inhibiraju dejstvo IGF
molekula, onemogucavajuc¢i njegovo vezivanje za receptor (19, 60, 93, 94). Pored
regulacije transporta IGF molekula, vezujué¢i proteiniim mogu produZziti poluzivot u
cirkulaciji ili im omoguciti produzeno dejstvo usporenim otpuStanjem. Poznata su i
dejstva IGFBP molekula koja su IGF nezavisna (19, 94).

Kljucna uloga IGFBP-1 je regulacija dostupnosti IGF-1 za fizioloSke procese.
Smatra se da IGFBP-1 olakSava transport IGF-I iz krvi u tkiva i povecava njegovu
aktivnost (64). Poluzivot IGF-I molekula u kompleksu sa IGFBP-1 se produZava sa 10
min na 30 min (81). Male koncentracije IGFBP-1 se dovode u vezu sa metabolickim
sindromom, insulinskom rezistencijom, gojaznoS¢u i sa kardiovaskularnim faktorom
rizika (69, 70). lako njegov udeo, u odnosu na neke druge IGFBP, u cirkulaciji odraslih
osoba nije velik, IGFBP-1 je najvazniji IGF vezujuci protein tokom gestacijskog
perioda. Nekoliko studija je pokazalo da IGFBP-1 reguliSe rast embriona (kao lokalni
regulator bioaktivnosti IGF molekula) i stimuliSe migraciju trofoblasta. Za obavljanje
ove uloge odgovoran je C-terminalni kraj, tacnije RGD sekvenca, koju prepoznaje
familija integrinskih receptora lokalizovanih na povrsini ¢elija (95-98). Uloga IGFBP-1
je vrlo znac¢ajna u fizioloSkim i patoloskim stanjima jajnika, endometrijuma i trofoblasta
(99). IGFBP-1 je glavni vezuju¢i protein endometrijuma u sekretornoj, takozvanoj
progesteronskoj fazi. Sindrom policisti¢nih jajnika je povezan sa gojaznoSéu |
rezistencijom na insulin, a pracen je snizenom koncentracijom IGFBP-1 u serumu.

U serumu odraslih ljudi nalazi se pretezno visokofosforilovani oblik IGFBP-1
(100). U amnionskoj te¢nosti nalaze se u vecoj meri izoforme ovog proteina koje su

manje fosforilovane, uz veliki udeo nefosforilovane forme IGFBP-1 (101). Kao Sto je
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vec¢ receno, u toku trudnoce, molekuli IGF i IGFBP predstavljaju vrlo vazne faktore za
razvoj i diferencijaciju tkiva majke i fetusa. Tokom ranog razvica, skoro sva tkiva fetusa
proizvode ove proteine i eksprimiraju njihove specificne receptore (102). Koncentracija
IGF-1 fetusa i majke je povecana tokom trudnoce i u pozitivnoj korelaciji je sa tezinom
ploda. IGFBP-1 u cirkulaciji majke je, prilikom radanja, u negativnoj korelaciji sa
tezinom ploda, ukazuju¢i na njegovu ulogu kao inhibitora fetalnog rasta, u smislu
lokalnog modulatora/kontrolora aktivnosti IGF-1 (103). Nedavno je pokazano da je deo
unutarcelijskog IGFBP-1 lokalizovan u blizini mitohondrija, gde deluje kao faktor

IGFBP-2 ispoljava samo inhibitorni efekat na c¢elijski rast i razmnoZavanje.
IGFBP-3 ima i stimulatorni i inhibitorni efekat na rast. Vezivanjem IGF-1 za IGFBP-3
dolazi do smanjenja aktivnosti IGF-1, usled smanjenja njegove dostupnosti za
interakciju sa receptorima (105). Ternarni kompleks IGFBP-3, IGF-I/Il i ALS ¢ini
rezervoar IGF-I/11 u cirkulaciji. Pokazano je da sinergisticko dejstvo IGFBP-3 i IGF-I
dovodi do brzeg zarastanja rana (106). Glikozilovanje IGFBP-3 predstavlja vaznu post-
translacionu modifikaciju ovog proteina, ¢ijom promenom se moze uticati na afinitet
prema ligandu (107). Otkriveni su receptori za IGFBP-3 na povrsini ¢elija nekih tumora,
a dejstva koja IGFBP-3 ispoljava posredstvom ovih receptora se smatraju IGF
nezavisnim (108, 109). IGFBP-3 reaguje sa heparinom i transferinom (110). Povecana
sinteza IGFBP-3 indirektno indukuje apoptozu, jer su ligandi u vecoj meri
kompleksirani i nedostupni za vezivanje za IGF-1R (111). Regulacija dostupnosti IGF
molekula posredstvom IGFBP-4 ostvaruje se u specificnim ¢elijama, kao Sto su
Lajdigove celije testisa, gde inhibira sintezu testosterona, ili osteoblasti, gde inhibira
sintezu DNK (112).

IGFBP-5 stvara ternarne komplekse sa IGF i ALS, te je njegova uloga u
skladiStenju i transportu (113). Specifi¢nost IGFBP-5 u odnosu na druge IGFBP je Sto
ima veliki afinitet za hidroksiapatit i vezuje se za ¢elije kostiju (114). IGFBP-5 moze da
interaguje sa proteinima vancelijskog matriksa i time povecava lokalnu koncentraciju
IGF. Ovako vezani IGF molekuli se sporo otpustaju produzavajuci efekat postepenim
vezivanjem za IGF-1R. IGFBP-5 se mozZe vezati i direktno za povrSinu osteoblasta,
nezavisno od prisustva IGF molekula, najverovatnije preko receptora za IGFBP-5.
Pretpostavka je da vezivanje IGFBP-5 za svoj receptor ima sinergisticki efekat na
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signalne puteve IGF-1 (115). IGFBP-6 je jedini vezuju¢i protein Koji prvenstveno
vezuje IGF-II, afinitetom ve¢im 20-100 puta nego za IGF-I (116). Vrlo se malo zna o
njegovoj funkciji, ali inhibira aktivnost IGF-I1 u celijama kostiju, keratinocitima,

mioblastima i u ¢elijama tumora debelog creva (117).

2.2 IGF sistem i metabolizam glukoze

Za odrzavanje koncentracije glukoze u krvi, u vrlo uskom koncentracionom
opsegu, zasluzan je slozen sistem glukoregulatornih hormona i faktora. Insulin, kao
najvazniji ¢inilac, je neophodan za odrZavanje stabilnog stanja, sniZzavanje koncentracije
glukoze u krvi nakon unoSenja hrane i za inhibiciju procesa glukoneogeneze i
glikogenolize u jetri. IGF-1i IGF-II, takode, imaju sposobnost snizavanja koncentracije
glukoze, iako je njihov hipoglikemijski potencijal samo 6% potencijala insulina (118).

Dejstva IGF molekula u metabolizmu glukoze su komplementarna dejstvu
insulina. Za slicnost u njihovim aktivnostima je odgovorna homologija u strukturi
insulina i IGF, kao i njihovih receptora, Sto dovodi do unakrsne reaktivnosti (119).
Zahvaljuju¢i svom dinami¢nom uticaju na homeostazu glukoze, kao i koli¢ini koja je
daleko veca od kolicine insulina (120), IGF molekuli u cirkulaciji predstavljaju znatan
hipoglikemijski potencijal, koji je kontrolisan njihovim vezivanjem za IGFBP molekule
(121). Kao 5to je ranije receno, najzastupljeniji vezujuci protein u cirkulaciji, IGFBP-3,
formira komplekse velike molekulske mase sa IGF i ovi kompleksi su rezervoar za
cuvanje IGF molekula. Proces oslobadanja IGF proteolizom IGFBP-3 je relativno brz i
odigrava se u roku 10-15 min (122). Brzini dejstva IGF molekula doprinosi ¢injenica da
je njihov depo ve¢ u cirkulaciji, da nije neophodna indukcija njihove sinteze, niti lu¢enje
iz granula. Promena statusa ishranjenosti regulise koncentraciju IGF i IGFBP-3 u duzem
vremenskom periodu. Suprotno ovome, IGFBP-1 je akutno regulisan hormonima koji
imaju suprotno dejstvo insulinu.

Hormoni, koji doprinose povec¢anju sadrzaja glukoze u Krvi, uticu i na povecanje
koncentracije IGFBP-1. Brojne studije su pokazale da glukagon (73), kateholamini
(123) i glukokortikoidi (124) povecavaju koncentraciju IGFBP-1 in vivo. Pokazano je
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da i drugi faktori mogu direktno stimulisati stvaranje IGFBP-1, kao Sto su citokini (125)
I AMP aktivirana protein kinaza (126).

Kao potvrda inhibitornog potencijala IGFBP-1 na dejstva IGF molekula sli¢cna
insulinu u cirkulaciji, posluzila je studija u kojoj je pokazano da infuzija IGFBP-1
dovodi do povecavanja glukoze u krvi (127). Uzevsi u obzir sve eksperimentalne i
klinicke dokaze, zaklju¢eno je da IGF/IGFBP-1 sprega ima komplementarnu ulogu
insulinu i njegovim kontraregulatornim hormonima i faktorima u homeostazi glukoze.

Ubrizgavanjem IGF-1 snizava se koncentracija glukoze kod zdravih osoba,
pacijenata sa Diabetes mellitus-om tip 1 (DM1) i tip 2 (DM2), ¢ak i kod pacijenata koji
imaju neki oblik rezistencije na insulin, ukoliko je ona izazvana mutacijom gena za IR
(128-130). Efekat snizavanja glukoze posredstvom IGF molekula se postize, kao i u
slucaju insulina, preko povecéanja perifernog preuzimanja glukoze i sinteze glikogena u
miSi¢nom tkivu, kao i supresijom sinteze glukoze u jetri. Dodatno je pokazano da se
IGF tretmanom povecava osetljivost na insulin (131). Tacan mehanizam ovog uticaja
nije poznat, ali je moguce da ukljucuje direktan efekat IGF na tkiva, kao i inhibiciju GH
lu¢enja povratnom spregom. Prethodno je ve¢ re¢eno da se IGF molekuli vezuju za IR |
hibridni receptor, a ove interakcije dovode do metaboli¢kih procesa istovetnih onima

koje regulise insulin.

2.2.1 Homologija insulin/IGF i IR/IGF-1R

IGF molekule,kao Sto je ve¢ navedeno, ¢ine cetiri razli¢ita domena. Domeni A
(42-70) i B (1-29) molekula IGF-I pokazuju 43% homologije sa A (Al-A21) i B (B1-
B30) domenima insulina (i proinsulina), dok je podudarnost A (41-67) i B (1-32)
domena molekula IGF-II sa domenima insulina 41%. Sekvence ova tri peptida su
prikazane na Slici 4 (1, 132).
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Slika 4. Strukturna homologija IGF-1, IGF-11 i insulina

Za razliku od insulina, IGF molekuli ne gube svoj C domen u procesu
transformacije prohormona u aktivni hormon (133). C-domen IGF molekula i C-domen
proinsulina nemaju homologiju u primarnoj strukturi.

Pored sli¢nosti IGF molekula i insulina, receptori IGF-1R i IR imaju, takode,
veliku strukturnu sli¢nost. Oba receptora su tirozin-kinaze i nastaju od istog prekursora.
Homologija izmedu dva liganda i njihovih receptora dovodi do unakrsne reaktivnosti
(134), mada je afinitet vezivanja u tim interakcijama manji. U mnogim zdravim i
malignim celijama eksprimira se hibridni receptor, heterotetramer, ¢ija je jedna polovina
af dimer IGF-1R, a druga of dimer tipa IR-A ili IR-B (135, 136). Hibridni receptor,
kao Sto je ranije napomenuto, ima vecéi afinitet za IGF-1 nego za IGF-I1 i insulin, ali je
njegov bioloki znacaj i dalje nepoznat (18). IGF-I i insulin, vezani za svoje nativne
receptore, koriste razlicite unutarcelijske signalne puteve za svoja dejstva, koja
prvenstveno imaju ulogu u regulaciji rasta (IGF-I), odnosno metabolizma (insulin).
Unakrsnim vezivanjem omogucava se regulacija koncentracije glukoze od strane IGF

molekula, odnosno regulacija rasta od strane insulina.
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2.2.2 Sprega insulin/IGFBP-1/1GF-I

IGFBP-1 se sintetiSe u jetri i izlucuje u cirkulaciju kao fosforilovan protein.
Proces sinteze je hormonski regulisan, a ve¢i broj studija je pokazao da insulin direktno
inhibira sintezu IGFBP-1 (137-140). Kod zdravih osoba koncentracije insulina i IGFBP-
1 se menjaju u suprotnom smeru (141). Povecanje nivoa insulina posle ishrane dovodi
do smanjivanja koncentracije IGFBP-1 u cirkulaciji zdravih osoba. Ovakav odnos mogu
narusiti mnogi faktori i patofizioloSka stanja. Kataboli¢ka stanja kao Sto su AIDS (142),
krajnja faza bolesti bubrega (143) i kancer (144) dovode do neadekvatnog povecanja
koncentracije IGFBP-1, nezavisno od koncentracije insulina.

Koncentracija IGFBP-1 je poveéana kod pacijenata sa DM1, insulinskom
rezistencijom ili hipoglikemijom (140, 145), dok sniZenakoncentracija ovog proteina
moZe biti kod pacijenata sa DM2 (146, 147).

Prva studija o povezanosti metabolizma glukoze i slobodnog IGF-1 je
ukljucivala 17 zdravih osoba koje nisu bile gojazne, a merenja su vrSena ujutro posle
no¢nog gladovanja i 4 h posle dorucka bogatog ugljenim hidratima (148). Uoceno je
petostruko smanjenje koncentracije IGFBP-1 neposredno posle dorucka, dok je
koncentracija IGF-l1 ostala ista tokom izvodenja oralnog testa tolerancije glukoze
(OGTT). Zakljuceno je da promene IGFBP-1, iako znac¢ajne, nisu dovoljne da promene
koncentraciju slobodnog IGF-I.

Merenjem koncentracije IGF-1 i IGFBP-1 nataSte (149, 150), kao i posle
gladovanja u kracem vremenskom periodu (151), ustanovljena je negativna korelacija
ova dva proteina. Medutim, uoceno je da smanjenje koncentracije IGFBP-1 posle
dorucka bogatog ugljenim hidratima nije pra¢eno povecanjem koncentracije IGF-1. Sa
druge strane, povecanje IGFBP-1 koje se deSava u zavr$noj fazi OGTT testa ili tokom
noc¢i je praceno smanjenjem koncentracije IGF-I. ObjaSnjenje je u razlicitoj brzini
degradacije IGF-1 i IGFBP-1. Poluzivot IGFBP-1 je kod ¢oveka oko 2 h (140, 152), a
njegovo uklanjanje iz cirkulacije je nezavisno od IGF-1 (153). Sa druge strane, za
uklanjanje slobodnog IGF-1 je potrebno samo 14 min (154, 155). Stoga, smanjenje

koncentracije IGFBP-1 ne bi nuzno moralo da dovede do pove¢anja IGF-I u kratkom
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vremenskom intervalu, dok bi povec¢anje koncentracije IGFBP-1 i dalje moglo uticati na

smanjenje koncentracije IGF-1 (156).

2.3 Post-translacione modifikacije IGFBP-1

Dostupnost i aktivnost IGF molekula, kao Sto je ve¢ receno, regulisu IGF
vezuju¢i proteini, a njihov afinitet za ligande se moze menjati na dva nacina:
vezivanjem za vancelijski matriks ili druge biomolekule i post-translacionim
modifikacijama. Post-translacione modifikacije se deSavaju u centralnom L-domenu
kod svih IGFBP molekula.

Do sada je opisano nekoliko modifikacija IGFBP-1 kojima se menja afinitet za
IGF molekule, ¢ime se stimuliSe ili inhibira aktivnost IGF: fosforilovanje (157, 158),
proteoliza (159), polimerizacija (160, 161) i, gledano u Sirem smislu, kompleksiranje sa
drugim proteinima (162).

Fosforilovanje proteina je verovatno najznacajniji regulatorni mehanizam kod
eukariota. Procesima fosforilovanja i defosforilovanja se menja aktivnost mnogim
enzimima i receptorima. Fosforilovanje proteina predstavlja kovalentno vezivanje
fosfatne grupe estarskom vezom na hidroksilnu grupu aminokiselina Ser, Thr i Tyr.
Ovaj proces katalizuje grupa enzima protein-kinaza (163). Suprotan proces,
defosforilovanje, reguliSu fosfataze (Slika 5).

U celijama je fosforilovanje dinamican proces, koji u nekim slucajevima traje
samo nekoliko sekundi. Fosforilovanje IGFBP molekula utice na njihovu aktivnost,

stabilnost, formiranje tercijarne strukture i interakcije sa drugim molekulima.
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Slika 5. Mehanizam fosforilovanja aminokiselina

Proteoliza proteina je proces regulisan brojnim mehanizmima, a brzina
degradacije proteina zavisi od koncentracije proteaza i njihovih inhibitora.
Fosforilovanje i glikozilovanje mogu biti od uticaja na brzinu proteoliticke degradacije.
Ovakvim strukturnim modifikacijama protein, obi¢no, postaje otporniji na dejstvo
enzima. Post-translacionim modifikacijama proteina ograni¢ava se pristup proteazama
posredstvom elektrostatickih i sternih smetnji (164). U stanjima hipermetabolizma, kao
Sto su tumor, dijabetes i opekotine, veliko je prisustvo proteolitickin enzima i
fragmenata IGFBP u cirkulaciji (165). Do sada nije uoceno da je IGFBP-1 podlozan
glikozilovanju, ali jeste proteoliti¢koj fragmentaciji.

Polimerizacijom i kompleksiranjem sa drugim proteinima, mozZe se stabilizovati
osnovni protein i smanjiti njegova proteoliticka fragmentacija. Sa druge strane,
polimerizacija moze biti odraz oksidativne modifikacije proteina. Oksidacijom proteina,
u prisustvu slobodnih radikala i drugih reaktivnih molekulskih vrsta, slobodne tiolne
grupe grade disulfidne veze, povezujuéi veéi broj monomernih jedinica. Sematski prikaz

nastajanja polimera proteina posredstvom oksidacije je dat na Slici 6 (166).
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Slika 6. Stvaranje polimera proteina oksidacijom tiolne grupe

Polimeri IGFBP-1 nastaju i u procesu transglutaminacije. Ova modifikacija je
enzimski katalizovana i podrazumeva stvaranje kovalentnih veza izmedu GIn i Lys
ostataka koji pripadaju razli¢itim proteinskim molekulima. Polimeri obi¢no nemaju
fizioloSke uloge koje imaju monomeri, Sto je slucaj i sa IGFBP-1.

Stvaranje kompleksa izmedu dva ili vise biomolekula ne pripada post-
translacionim modifikacijama, ali jeste post-translacioni dogadaj kojim se mogu
obezbediti dodatne karakteristike i uloge novonastalih spojeva. IGFBP-1 je ucesnik

nekih proteinskih kompleksa, o kojima ¢e kasnije biti reci.

2.3.1 Fosforilovanje IGFBP-1

Nakon izolovanja IGFBP-1 iz amnionske tecnosti metodom anjonske
jonoizmenjivacke hromatografije, identifikovane su dve osnovne forme ovog proteina
(28). lako su obe forme IGFBP-1 imale istu aminokiselinsku sekvencu, jedna
jepodsticalarast ¢elija (167), a druga inhibirala (168). Ove dve forme IGFBP-1 su se
razlikovale u fosforilovanju.

Daljim eksperimentima otkrivena su potencijalna mesta fosforilovanja IGFBP-1.
Jones i saradnici su 1993. definisali ta mesta u L-domenu IGFBP-1: Ser'® Ser'™ i
Ser'® (28). U eksperimentu sa jajnim éelijama kineskog hreéka (CHO éelije) izolovan je

IGFBP-1 obeleZen radioaktivno sa %P, a nakon proteolize je izvrieno
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radiosekvenciranje (29). Kao najvaznije mesto fosforilovanja pokazao se Ser'®, sa

ukupno 63% ugradenog 2P. Nedavnim istraZivanjem (26) metodom masene
spektrometrije, otkrivena su nova mesta fosforilovanja na molekulu IGFBP-1
izolovanom iz amnionske tec¢nosti coveka (16-18 nedelja gestacije). Identifikovano je
Sest izoformi IGFBP-1: nefosforilovani oblik i pet fosfoformi. Najzastupljenija forma
IGFBP-1 je bila nefosforilovana, dok su u opadaju¢im koncentracijama bili prisutni
mono-, bi-, tri- i tetrafosforilovani oblici. Identifikovana su cetiri Ser ostatka podloZna

101

fosforilovanju u L-domenu: Ser®, Ser®®, Ser'™ i Ser''®, kao i jedan u terminalnom C-

domenu: Ser'®® (Slika 7).
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Slika 7. Primarna struktura IGFBP-1 (tri domena su prikazana razlicitim
bojama) i ostaci Ser (S) koji podlezu fosforilovanju

Pronalaskom ovolikog broja izoformi IGFBP-1, zakljuceno je da IGFBP-1 u

amnionskoj tecnosti podleze intenzivnijim post-translacionim modifikacijama od

23



IGFBP-1 u CHO c¢elijama ili u cirkulaciji. Uzrok ovome je, najverovatnije, razli¢ita
aktivnost protein-kinaza unutar ¢elija i fosfataza u vancelijskom matriksu.

Vazno je ista¢i da se tri od pet Ser ostatka koji se fosforiluju nalaze u delu
sekvence AGSPESPESTE koja sadrzi PEST region, udaljen 27 aminokiselinaod mesta
na kome se proteolizom odvaja C-terminalni fragment (169). PEST sekvenca je izrazito
hidrofilni region i proteini koji je sadrze u primarnoj strukturi su pogodne mete za
proteolizu (170). Dakle, fosforilovanje IGFBP-1 moze stabilizovati protein na dejstvo
proteaza.

U cirkulaciji zdravih osoba su prisutne visokofosforilovane forme IGFBP-1
(100), koje imaju 6 puta veci afinitet za IGF od nefosforilovanog oblika. Shodno tome,
pokazano je da fosforilovani oblici inhibiraju dejstvo IGF-1 (168, 171, 172), dok se
defosforilovanjem IGFBP-1 oslobada IGF-1 i povecava njegova aktivnost. Ova promena
je potvrdena merenjem indukcije sinteze DNK (167, 168, 171). Pretpostavlja se da
visokofosforilovane forme IGFBP-1 sprecavaju vezivanje IGF molekula za receptore.
Ovo objasnjenje treba uzeti sa rezervom, jer ne nudi tumacenje mehanizma kojim bi
nefosforilovana forma stimulisala dejstvo IGF-I. Takode, stepen fosforilovanja IGFBP-
1 kod pacova nema nikakav uticaj na aktivnost IGF-1, Sto navodi na razmisljanje o
razlikama u mehanizmima regulacije kod razlicitih vrsta (173).

Tokom trudnoée, u cirkulaciji majke je izmenjen odnos pojedinih fosfoformi
IGFBP-1. Westwood i saradnici su konstatovali poveé¢ano prisustvo nefosforilovanog
oblika i tri forme manje fosforilovanog IGFBP-1 (100). Pretpostavka je da je smanjeno
fosforilovanje IGFBP-1 u funkciji povecane potrebe za slobodnim IGF molekulima,
koji stimuliSu rast placente i fetusa. Placentna alkalna fosfataza, koja se sintetiSe u
trofoblastu, moze da defosforiluje fosfoformu IGFBP-1 (174), ¢ime aktivno ucestvuje u
regulaciji brzine proteolize IGFBP-1, a posredno i u dostupnosti slobodnih IGF

molekula.
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2.3.2 Proteoliza IGFBP-1

Povecana proteoliticka degradacija IGFBP molekula je karakteristicna za mnoga
patofizioloSka stanja, kao Sto su infekcija i inflamacija (175). Kao Sto je ranije
napomenuto, vise razli¢itih enzima dovodi do proteolize pojedinih IGFBP molekula,
medu kojima su plazmin (176), prostata specificni antigen (PSA), nervni faktor rasta
(NGF), matriksne metaloproteaze (MMPs) i katepsin D (177). Proteoliza predstavlja
jedan od mehanizama za regulaciju bioaktivnosti vezujucih proteina i faktora rasta.
Proteoliticki fragmenti imaju funkcionalna svojstva koja se razlikuju od onih koje ima
intaktni protein (178).

Matriksne metaloproteaze su prisutne na kontaktnoj povrsini izmedu majke i
fetusa (tzv. ,fetal-maternal interface”) ili, kako se joS naziva, na
citotrofoblast/decidualnoj barijeri (179, 180). Zajedno sa svojim inhibitorima u tkivima
(,.tissue inhibitors of matrix proteases, TIMP), ova grupa enzima ima vaznu ulogu u
regulaciji migracije trofoblasta (181). Inhibitori TIMP-1 i TIMP-2, kao i alfa2-
makroglobulin (a2M), koje luce celije decidue, spre¢avaju proteolizu IGFBP-1 koju
izazivaju MMP (181). IGFBP-1 se sintetiSe u decidualizovanom endometrijumu, koji
nastaje nakon implantacije embriona i predstavlja maj¢in deo placente tokom trudnoce.
Proteoliza IGFBP-1 je mehanizam kojim se povecava dostupnosti slobodnog IGF-I
tokom razvoja placente (181). Fragmenti IGFBP-1 koji nastaju ovom prilikom ne
vezuju IGF molekule. MMP-3 i MMP-9 vrse proteolizu IGFBP-1, stvarajuci fragmente
molekulskih masa od 9, 12,5, 14,5, 17,5 i 21 kDa, 5to je utvrdeno metodomSDS-PAGE
(181). Svi nastali fragmenti, osim fragmenta mase 9 kDa, su N-terminalni. Mesto
fragmentacije na molekulu IGFBP-1 je Lys'**/Lys**(181). Primarni fragmenti su N-
terminalni fragment mase 21 kDa i C-terminalni fragment mase 9 kDa. Daljim
proteolitickim razlaganjem N-fragmenta od 21 kDa nastaju fragmenti od 12,5, 14,5 i
17,5 kDa. Fragmenti masa 14,5 i 17,5 kDa su nadeni i u medijumu HepG2 ¢elija i u
amnionskoj tecnosti (182, 183). Osim pomenutih enzima, i MMP-11 proteolizuje
IGFBP-1 (184).

Visokofosforilovana forma IGFBP-1, glavna u cirkulaciji, je otpornija na
proteoliticku degradaciju od nefosforilovanog oblika (183). Shodno tome, proteoliticki
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fragmenti IGFBP-1 su u cirkulaciji zdravih osoba prisutni u vrlo maloj koncentraciji.
Dodatni faktor koji Stiti IGFBP-1 od razlaganja je o2M, inhibitor veceg broja
proteaza.IGFBP-1 gradi komplekse sa a2M, o kojima ¢e kasnije biti reci (162).

Proteaze iz urina, takode, imaju sposobnost fragmentacije IGFBP-1. Wang i
njegova grupa (185) su iz uzoraka urina osoba sa multiplim mijelomom izolovali
IGFBP-1 specifiécnu proteazu, koja je bila podjednako efikasna u razlaganju i
fosforilovanih i nefosforilovanog oblika IGFBP-1. Primarno mesto dejstva ove proteaza
je 11e*%Ser’®, a dobijeni fragmenti su molekulskih masa od 20 kDa (N-terminalni
fragment) i 14 kDa (C-terminalni fragment). Druga potencijalna mesta za proteolizu
IGFBP-1 enzimima iz urina su: Thr¥3/Tyr'®, val***/Thr**?, 1le ™3/GIu*™*, 11e*"/Ser'"’ i

Val**°/Glu'®,

2.3.3 Polimerizacija IGFBP-1

Polimerizacija je post-translaciona modifikacija IGFBP-1 koja reguliSe odgovor
¢elije na IGF molekule. Ve¢ je receno da IGFBP-1 podleze oksidativnoj polimerizaciji,
ali je i supstrat za tkivnu transglutaminazu, koja katalizuje formiranje kovalentno
povezanih multimera velike molekulske mase (161).

Transglutaminaza (TG2, EC 2.3.2.13) je citosolni enzim Kkoji je zastupljen u
mnogim ¢elijama 1 tkivima. Osim u citosolu, pronadena je i u jedru, a moze se
dislocirati na povrsinu ¢elije 1 u vancelijski matriks (161, 186). TG2 spada u red
aciltransferaza i za njenu aktivnost potrebni su joni kalcijuma. Katalizuje post-
translacionu modifikaciju proteina ubacivanjem stabilne (epsilon-(gama-glutamil)lizin)
izopeptidne veze ili konjugovanjem poliamina sa ostatkom Gln u proteinskom nizu
(187), Sto dalje dovodi do medusobnog povezivanja proteinskin molekula (Slika 8).
Mehanizam za kataliticko stvaranje polimera ukljucuje tiolnu grupu Cys u aktivnom
centru TG2. Tiolna grupa reaguje sa amidnom grupom koja se nalazi na povrsini
proteina i stvara tioestarski intermedijer uz oslobadanje amonijaka. Ovaj intermedijer
moze reagovati sa amino-grupom drugog supstrata (najéeSce na Lys ostatku) dajuci, kao

krajnji proizvod, stabilnu izopeptidnu vezu izmedu dva molekula proteina.
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Slika 8. Mehanizam polimerizacije proteina (P1 i P2) katalizovan tkivnom

translutaminazom (TG2)

Uopsteno, fizioloSki znacaj stvaranja polimera je postizanje vece mehanicke i
hemijske stabilnosti krajnjeg proizvoda, odnosno povecanje otpornosti na proteoliti¢ku
degradaciju (188). Sa druge strane, polimerizacija menja reaktivnost proteina prema
ligandu, a u nekim slu¢ajevima organizam polimere moze registrovati kao neoantigene i
aktivirati imunski sistem.

IGFBP-1, kao i drugi proteini koji su supstrat za TG2, u sekvenci imaju
povezana dva ostatka Gln, koji su potencijalni akceptori amino-grupe. Sekvenciona
analiza je pokazala da su kod IGFBP-1 to aminokiseline GIn®®/GIn®" (161). Forme
IGFBP-1 koje nisu fosforilovane imaju sposobnost brze i efikasnije polimerizacije.
Polimerizacijom se, dakle, dodatno uti¢e na ravnotezu izmedu slobodnih i vezanih IGF
molekula, koja zavisi od ravnoteze fosforilovanih i nefosforilovane forme IGFBP-1. O
afinitetu polimera IGFBP-1 za IGF peptide, njihovom poluzivotu ili fizioloskoj ulozi,

nema podataka.

2.3.4 Kompleksi IGFBP-1 sa drugim molekulima

U cirkulaciji zdravih osoba fragmenti IGFBP-1 su prisutni u tragu. Otkricem
kompleksa ovog proteina sa drugim, mnogo vec¢im proteinom, alfa2-makroglobulinom
(a2M), doslo se do pretpostavke o moguéem mehanizmu zastite IGFBP-1 od proteaza.

a2M je glikoprotein molekulske mase oko 700 kDa, koji se sastoji iz cetiri jednake
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subjedinice. Njegova koncentracija u cirkulaciji je velika, 2-4 g/L (188). Svaka
subjedinica sadrzi viSe reaktivnih mesta, za koje se pretpostavlja da omogucavaju
vezivanje i prenoSenje drugih molekula u krvi. Pored toga Sto direktno inhibira proteaze,
a2M Stiti razne molekule od izlaganja proteazama. a2M stvara komplekse sa faktorom
rasta fibroblasta (189), faktorom rasta vaskularnog endotela (190), faktorom rasta
epiderma (191) i transformiSu¢im faktorom rasta-p1 (192). Ovim interakcijama se
povecava aktivnost faktora rasta i podstice se celijska proliferacija (193). Na slican
nacin je povecan mitogeni efekat IGF-1 (162), ¢ija se koncentracija u lokalnom
okruzenju celije povecava nakon vezivanja IGFBP-1 za a2M. Pokazano je da je a2M
modulator IGFBP-1/IGF-I interakcije i da je deo mehanizma kontrole transporta i
aktivnosti IGF-1. Mehanizam povecavanja aktivnosti IGF-1 usled interakcije IGFBP-1 i
a2M joS uvek nije razjaSnjen. Na osnovu eksperimenta sa celijama fibroblasta,
pretpostavljeno je da su u mehanizam ukljuceni jedan ili dva receptora za a2M
(LRP/a2MR), koji prepoznaju i slobodni i vezani oblik a2M (155). Vezivanje
kompleksa IGFBP-1/a2M za receptor dovodi do njegovog brzog uklanjanja iz
cirkulacije, ¢ime se smanjuje inhibitorni efekat IGFBP-1 na parakrino i autokrino
dejstvo IGF-1(162).

IGFBP-1 se moze vezati i za a5B1 integrin, ¢ime se stimuliSe ¢elijska migracija,
Sto je pokazano u kulturi CHO c¢elija (96). Za interakciju sa integrinima odgovoran je
RGD fragment u sekvenci IGFBP-1. Integrini su familija heterodimernih membranskih
glikoproteina, koji na povrsini celije igraju ulogu receptora. Poznato je da u mnogim
tkivima c¢elijska migracija ukljucuje vezivanje integrinskog receptora za RGD sekvencu
proteina vancelijsog matriksa (194). Shodno tome, interakcijom sa integrinom, IGFBP-1
ima direktan uticaj na migraciju ¢elija. Smatra se da je ovo dejstvo IGFBP-1 nezavisno
od IGF peptida, odnosno da ne obuhvata aktivaciju IGF-1R.

2.4 UceS¢e IGFBP-1 u pojedinim (pato)fizioloSkim procesima

Razli¢iti IGFBP molekuli u¢estvuju u razlicitim (pato)fizioloSkim procesima u

organizmu, a IGFBP-1 je direktno ukljucen u reakcije koje su vazne za regulisanje
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koncentracije glukoze u cirkulaciji i u mitogene/metabolicke puteve koji su odgovorni

za rast fetusa.

2.4.1 Oralni test tolerancije glukoze - OGTT

Oralni test tolerancije glukoze je klinicki test za odredivanje brzine uklanjanja
glukoze iz krvi. Test se koristi za dijagnozu dijabetesa, rezistencije na insulin i drugih
poremacaja u metabolizmu glukoze. Standardna procedura izvodenja testa podrazumeva
odredivanje pocetne koncentracije glukoze u krvi tj. pre unoSenja rastvora glukoze (nulti
uzorak) i dalje nakon uzimanja glukoze oralno, 75 g u 200 mL vode (195). Obi¢no se na
svaki puni sat (1-3 h) meri koncentracija glukoze u krvi. U uzorcima se nekad odreduje i
koncentracija insulina i C-peptida. Referentna vrednost za koncentraciju glukoze u krvi
pre OGTT je 4,0-6,2 mmol/L (0 sat). Kod zdravih osoba maksimalna koncentracija
glukoze u krvi se dostize posle 1 h i ne bi trebalo da prelazi 11,1 mmol/L (195, 196).
Nakon dostignutog maksimuma, koncentracija glukoze opada i vra¢a se ili priblizava
pocetnoj vrednosti nakon 2 h. Koncentracija insulina je, takode, najveca posle 1 h, ali je
za postizanje bazalne vrednosti potrebno 3 h, nekad i duze. Nivo ukupnog IGF-I ostaje
isti tokom OGTT, dok se smanjenje koncentracije IGFBP-1 dogada posle 2 h i nastavlja
do kraja testa (197). Postoji fazno pomeranje odgovora u osi insulin/IGFBP-1.
Koncentracija IGFBP-1, naime, opada tek nakon Sto se povecana koncentracija insulina
u krvi odrzava izvesno vreme. Kod osoba sa smanjenom tolerancijom na glukozu, svi
odgovori kasne za 1 do 2 h.

Tokom OGTT, kod zdravih osoba dolazi i do promene u medusobnom odnosu
izoformi IGFBP-1. Utvrdeno je da se tokom testa najpre iz cirkulacije uklanja oblik
IGFBP-1 koji je najvise fosforilovan (198). Ranije je receno da fosforilovanje
stabilizuje IGFBP-1 u pogledu proteolize, ali oc¢igledno da specifi¢na situacija, kao Sto
je OGTT, dovodi do aktivacije enzima koji podsti¢e razlaganje fosfoforme IGFBP-1.
lako se ne zna identitet ovog enzima, moguce je da je u pitanju fosfataza. Smanjenje

forme IGFBP-1 sa najvec¢im afinitetom za IGF molekule, ima za posledicu preraspodelu
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IGF liganada na druge IGFBP-1 forme, manje fosforilovane, sa manjim afinitetom za
IGF, Sto znaci laksSe otpustanje IGF peptida.

2.4.2 Diabetes mellitus tip 2 -DM2

Diabetes mellitus tip 2 je patofiziolosko stanje koje nastaje kombinacijom
faktora rezistencije na insulin i nedovoljnog luéenja insulina iz pankreasa. Poznat je i
kao insulin nezavisni tip dijabetesa (196). Za IGFBP-1 se veruje da je ukljucen u
mehanizam naknadnog, sporijeg snizavanja glukoze u krvi, u poredenju sa brzim
efektima koje ima sam insulin. IGFBP-1 je ujedno i marker osetljivosti na insulin, s
obzirom da je u inverznoj korelaciji sa rezistencijom na insulin i da insulin direktno
utice na IGFBP-1 sintezu (199). Nizak bazalni nivo IGFBP-1 ukazuje na
hiperinsulinemiju (200, 201) i povezan je sa razvojem DM2 (199). Mala koncentracija
ovog proteina moze biti marker rezistencije na insulin, posledica gojaznosti i marker
potencijalnih kardiovaskularnih bolesti (199). Posto IGFBP-1 uti¢e na koncentraciju
slobodnog, fizioloski aktivnog IGF-I, pokazano je da je povecana koncentracija IGF-1 u
cirkulaciji u direktnoj vezi sa smanjenim rizikom od nastanka DM2 (202). Prema jednoj
studiji, koncentracija IGFBP-1 kod zdravih osoba je bolji pokazatelj odgovora
organizma na hiperinsulinemiju, nego Sto su to koncentracije glukoze i insulina (203). U
ranoj trudnoci, niska koncentracija IGFBP-1 moze biti marker potencijalnog nastanka
gestacionog dijabetesa (204). Pod grupom sa visokim faktorom rizika od nastanka DM2
se smatra ona kod koje se javlja kombinacija sledecih faktora: naslede DM2 u porodici,
velika koncentracija glukoze u krvi, Sirok obim struka (u odnosu na visinu osobe) i
niske vrednosti IGFBP-1 (205). Sa druge strane, objavljeni su rezultati studije (206)
koja je ukazala na paradoksalno povecanje koncentracije IGFBP-1 nakon post-
prandijalne hiperglikemije kod gojaznih pacijenata koji imaju DM2 i, suprotno, smanjen
odgovor IGFBP-1 na povecanje nivoa insulina tokom OGTT. Ovakvi podaci ukazuju da
je mehanizam regulacije veoma slozen, sa ve¢im brojem ucesnika osim insulina i
IGFBP-1.
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U eksperimentu u kome su testirane razne kombinacije biohemijskih parametara
kao potencijalnih markera za nastanak i razvoj DM2, utvrdeno je da je odredivanje para
IGFBP-1/proinsulin korisnije nego para IGFBP-1/insulin (205). Konstatovano je da na
progresiju DM2 vise uti¢e nivo proinsulina (,,32-33 split proinsulin”) nego nivo insulina
(207). Povezanost IGFBP-1 i proinsulina sugeriSe da portalni prenos insulina reflektuje

razlicite (i naizgled neocekivane) koncentracije IGFBP-1 u krvi (208, 209).

2.4.3 Hipoglikemija

Kao Sto je receno, koncentracija IGFBP-1 raste tokom gladovanja i stanja
hipoglikemije. Veruje se da je za povecanje koncentracije IGFBP-1 kod akutnih
hipoglikemija odgovorna supresija endogenog izlucivanja insulina (210). Promena
IGFBP-1 se dogada na isti nac¢in kod stanja akutne hipoglikemije izazvane insulinom i
kod pacijenata sa DML1 (insulin zavisni tip dijabetesa). Povecanje koncentracije IGFBP-
1 u krvi pocinje tek jedan sat nakon Sto glukoza dostigne svoj najnizi nivo (211) i
kasnjenje u kontraregulatornom fizioloSkom odgovoru ne ¢ini IGFBP-1 dobrim
markerom kod akutnih hipoglikemija. Produzeno trajanje povecéane koncentracije
IGFBP-1 u krvi kod duzeg perioda gladovanja, moze efikasno blokirati nezeljenu
hipoglikemijsku aktivnost IGF molekula (211). U stanjima produzenog gladovanja,
stimulacija sinteze IGFBP-1 zavisi kako od insulina, tako i od kontraregulatornih
hormona, pre svega kortizola (212). Poznato je da su efekti insulina i kortizola veoma
izrazeni tokom gladovanja, medutim sam mehanizam njihovog uticajana sintezu
IGFBP-1 nije utvrden. U eksperimentu sa pacovima, kojima je prethodno odstranjena
nadbubrezna Zlezda i ¢ija je koncentracija kortikosterona u krvi bila gotovo nemerljiva,
doslo je do promene IGFBP-1 u skladu sa promenom insulina, mada, ne u tolikoj meri

kao kod kontrolne grupe pacova sa nadbubreznom zlezdom (145).
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2.4.4 Aktivni trening

Dinamic¢no i metabolicki aktivno skeletno misi¢no tkivo ima sposobnost brze
adaptacije na promenu funkcionalnih komandi, Sto doprinosi pozitivnim efektima
vezbanja i aktivnog treninga. Fizicki trening pozitivno uti¢e na zaStitu organizma od
DM2 i kardiovaskularnih bolesti. Mali je broj objavljenih radova na temu povezanosti
aktivnog treninga i promene IGF sistema, iako se pretpostavlja da je od svih lokalnih
faktora rasta koji imaju uticaj na adaptaciju misi¢nog tkiva, uloga IGF-I najznacajnija
(213). Smatra se da, pored IGF-I, i molekuli IGFBP-1 i IGFBP-3 imaju ulogu u procesu
adaptacije organizma u uslovima brzih promena koncentracije glukoze tokom aktivnog
treninga.

Koncentracija IGFBP-1 se povecava posle napornog vezbanja,uporedo sa
ubrzanom potrosnjom rezervi glukoze, Sto je dovelo do pretpostavke o fizioloskoj ulozi
IGFBP-1 u zastiti organizma od hipoglikemije (78, 213, 214). Pretpostavljena je obrnuta
proporcionalnost u koncentraciji slobodnog IGF-1 i IGFBP-1 u cirkulaciji (156, 197).
Medutim, smanjenje koncentracije slobodnog IGF-1 zajedno sa povecanjem
koncentracije IGFBP-1 je potvrdeno u nekim (206), ali ne i u svim eksperimentima
(215, 216).

Produzeni aktivni trening i vezbanje imaju razlicit efekat na IGF-I1 i IGFBP
molekule u cirkulaciji osoba koje su ve¢ u dobroj fizickoj kondiciji i onih koje su tek
pocele da treniraju (217). Veoma naporan trening, gde je potroSnja energije mnogo veca
od unosa, moze dovesti do smanjenja koncentracije IGF-I u krvi (218). Medutim, kod
osoba srednje dobi uoceno je povecanje IGF-1 tokom vezbanja (219), Sto upucuje na
povezanost procesa starenja, vezbanja i njihovog kombinovanog efekta na IGF sistem.

Faktori koji uticu na promene IGFBP-1 tokom vezbanja mogu biti hormonski
(insulin, kortizol, adrenalin, glukagon) ili neki drugi kao Sto su intenzitet treninga,
miSi¢na masa i nutritivni status. Ovi ostali faktori mogu uticati direktno na IGFBP-1 ili
preko pomenutih hormona. Ranije se smatralo da je za poveéanu sintezu IGFBP-1
tokom vezbanja isklju¢ivo odgovorno smanjenje koncentracije insulina u Krvi.
Medutim, kada su smanjene koncentracije insulina i glukoze nadoknadene oralnim

uzimanjem Secera, i dalje je zapaZena povecana koncentracija IGFBP-1, mada u manjoj
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meri (78). Zakljuceno je da i drugi faktori u¢estvuju u samom procesu regulacije. Jedan
od njih je interleukin 6 (IL-6), ¢ija se koncentracija povecava tokom vezbanja i dovodi
do povecanja IGFBP-1 (213). IstraZivaci koji su ustanovili spregu IL-6/IGFBP-1 nisu
nasli promenu u koncentraciji IGF-1. Uocili su, medutim, rast koncentracije kortizola 3
h pre povecanja koncentracije IGFBP-1. Shodno tome, pretpostavka je bila da porast
kortizola stimulie sintezu IGFBP-1, podsticuci transkripciju.

Drugi vazan metaboli¢ki put, osim insulinskog, kojim se utice na koncentraciju
IGFBP-1 tokom vezbanja je proteoliza. U ve¢em broju studija je pokazano da tokom
aktivnog treninga dolazi do znatnog povecanja koncentracije i aktivnosti MMP u
cirkulaciji (220). MMP se sintetiSu lokalno u skeletnom miSi¢u, dejstvom odredenih
stimulanasa, a narocito onih koji uzrokuju mehanicki stres, kao Sto je naporno vezbanje
(221). Zelatinaze (MMP-2 i MMP-9) su do sada najvie ispitivane MMP u migi¢nom
tkivu (221).

Veé je re¢eno da je deo IGFBP-1 u krvi vezan za a2M, koji ga Stiti od
proteolize. Aktivno vezbanje moZe uticati na povecanje koncentracije a2M, ali i na
kvalitativne promene u strukturi samog a2M molekula (222). Konstatovano je da
aktivni trening dovodi do skrac¢enja saharidnih lanaca na molekulima a2M i alfal-
kiselog glikoproteina, dok se njihova koncentracija ne menja. Pretpostavka je da se
delovi saharidnih lanaca utroSe tokom vezbanja za potrebe metabolizma. Promena u
strukturi a2M moze izmeniti interakciju a2M sa ligandima, menjajuci njihovu raspodelu

izmedu slobodne i vezane forme.

2.4.5 Fetalni rast

Fetalni rast je sloZzen proces na koji uti¢u genetski, nutritivni, hormonski faktori,
kao i faktori okruzenja. IGF sistem je jedan od faktora koji ima klju¢nu ulogu u procesu
rasta i pravilnog razvoja fetusa i placente. U regulaciji fetalnog rasta ucestvuju IGF
sistemi i fetusa i majke (223, 224). U tkivu fetusa, IGF molekuli mogu da se detektuju
od prvog trimestra trudnoce na dalje. Koncentracija IGF molekula u cirkulaciji fetusa se

povecava sa odmicanjem trudnoce i u direktnoj je vezi sa tezinom ploda pri rodenju

33



(225). Pokazano je da mutacije gena za IGF kod miSeva dovode do razlicitih oblika
zastoja u rastu (226). Od 9-12. nedelje gestacije dolazi do naglog porasta koncentracije
IGFBP-1 i IGFBP-2 u amnionskoj tecnosti, a oni su ujedno i glavni vezujuéi proteini
ljudskog fetusa (225). Od 16. nedelje gestacije konstantovano je uspostavljanje inverzne
korelacija izmedu koncentracije IGFBP-1 fetusa i teZine ploda. Drugim recima, Sto je
vise IGFBP-1, manje je bioaktivnog slobodnog IGF-I/Il, a samim tim je i rast fetusa
manji. IGFBP-1 je determinanta u kontrolnom mehanizmu koja direktno reguliSe sam
proces rasta. Kod majke, koncentracije IGF-1 i IGFBP-1 u cirkulaciji takode rastu sa
odmicanjem trudnoce. Na mestu razgrani¢avanja fetusa i majke, IGFBP-1 i IGFBP-3 se
luce u velikim koli¢inama, a njihovim modifikacijama se naknadno menja afinitet za
IGF-1. Izvesno je da greSke u post-translacionom procesu mogu promeniti tok fetalnog
razvoja i rasta u materici (224). Do restrikcije rasta fetusa moze doci i usled anomalija
IGF receptora, ali taj patofizioloski put nije usko povezan sa samim IGFBP molekulima
(227).

Zastoj u rastu fetusa (,,fetal growth restriction”, FGR) je poremecaj u trudnoci,
kada fetus nije sposoban da dostigne genetski predodredenu tezinu (228). Mnogo studija
je pokazalo da je koncentracija IGF-1 manja kod novorodene dece smanjenog rasta.
IGF-11 ima vazniju ulogu od IGF-I tokom embrionalnog rasta (229, 230), dok su za
fetalni rast vazna oba faktora. U ovim razvojnim fazama, glavni regulator njihovog
dejstva je IGFBP-1, koji se sintetiSe u jetri i drugim tkivima fetusa (231, 232).

Uzrok povecane sinteze i transporta IGFBP-1 u cirkulaciji fetusa ili majke, Sto
dovodi do zastoja u rastu fetusa, joS nije poznat. Jedna od hipoteza je da su za zastoj
odgovorni povecana koncentracija glukokortikoida i fetalni stres, koji dovode do
insuficijencije placente (233, 234). Normalan razvoj placente je kritican faktor za fetalni
rast. Glukokortikoidi u fizioloSkom opsegu su neophodni u procesu implantacije, kao i
tokom gestacijskog perioda. Medutim, prevelika izlozenost ovim hormonima dovodi do
defekta u razvoju placente i fetusa (235). U eksperimentu sa Zivotinjama, davanje
sintetickih glukokortikoida majci tokom kasne faze gestacije, dovelo je do smanjenja
velicine placente  (236). Glukokortikoidi ~ ucestvuju u  procesu nastanka
sinciciotrofoblasta spajanjem ¢elija citotrofoblasta, kao i u njegovoj diferencijaciji i

sazrevanju (237, 238). Kortikosteroidi utic¢u i na sekretornu funkciju placente, najvise na
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lu¢enje prostaglandina, placentnog laktogena, leptina, estrogena i progesterona (239,
240).

Fosforilovanje IGFBP-1 je znatno vazniji mehanizam regulacije aktivnosti i
funkcije ovog molekula u fetalnom periodu rasta, nego Sto je to promena u njegovoj
koncentraciji (29). Ranije je receno da IGFBP-1 u amnionskoj te¢nosti tokom ,,zdrave”
trudnoce nije fosforilovan ili je fosforilovan u malom stepenu, za razliku od IGFBP-1 u
cirkulaciji (100). Pored toga Sto fosforilovani IGFBP-1 ima veci afinitet za IGF od
nefosforilovanog oblika, on vezuje radije IGF-1 nego IGF-Il (241). Prema tome, tokom
trudnoce afinitet IGFBP-1 za IGF-1 je manji nego za IGF-1l zbog prisustva
nefosforilovanog i malo fosforilovanog oblika IGFBP-1 (241). U cirkulaciji majke, kao
I U amnionskoj tecnosti, prisustvo izoformi IGFBP-1 koje se razlikuju u stepenu
fosforilovanja se drasticno menja tokom trudnoce (241). Gotovo celokupan IGFBP-1 je
nefosforilovan u ranoj trudno¢i (kako u amnionskoj te¢nosti, tako i u decidui), dok
serum majke sadrZzi sve oblike IGFBP-1. Sa napredovanjem trudnoce pocinju da se
stvaraju fosfoforme IGFBP-1 u decidui. Na kraju gestacionog perioda, skoro sav
IGFBP-1 je potpuno fosforilovan. Odnos pojedinih fosfoformi se menja u sluc¢aju FGR
(242). Ovakva promena medusobnog odnosa fosfoformi je znacajna ne samo u
fizioloSkom, nego i u dijagnostickom smislu. Hakala-Ala-Pietila i saradnici su pokazali
da odredivanje IGFBP-1 iz amnionske te¢nosti u drugom trimestru, moze posluziti u
proceni rasta fetusa (243).

U toku su intenzivna istraZivanja koja obuhvataju odredivanje stepena
fosforilovanja pojedinih Ser ostataka IGFBP-1, a u cilju sagledavanja moguc¢nosti
upotrebe takvih podataka u dijagnosticke svrhe. Odredivanjem relativnog prisustva
fosfopeptida nakon fragmentacije IGFBP-1 primenom metode masene spektrometrije,
ustanovljeno je povecanje stepena fosforilovanja na Ser'®* (4 puta), Ser*®/Ser'®* (7 puta)

i Ser'®®

(23 puta) kod novorodene dece sa FGR (244). Posto se ovi Ser ostaci nalaze u
regionu IGFBP-1 koji je odgovoran za vezivanje IGF peptida, oni direktno reguliSu
afinitet za IGF ligande. Promenom rasporeda i stepena fosforilovanja IGFBP-1, prema

tome, utice se na vezivanje IGF molekula, odnosno na rast fetusa.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1 Osnovne hemikalije

U radu su koriS¢ene osnovne hemikalije, nabavljene od sledecih proizvodaca:

Beolab, Beograd

Etanol

Tween-20

Bio-Rad Laboratories, Hercules

Proteinski standardi za elektoforezu — “Low range molecular mass markers”
Proteinski standardi za SELDI-TOF/MS-“ProteinChip all-in-one protein standards 11"
Sinapinska kiselina (SPA)

Trifluorosirc¢etna Kiselina (TFA)

BIOSERYV Diagnostics, Rostock
ELISA komplet za odredivanje koncentracije IGFBP-1

Diagnostic System Laboratories, Webster

ELISA komplet za odredivanje koncentracije IGFBP-1
Rekombinantni humani IGFBP-1

DrOetker, Zagreb
Zelatin

ICN Biomedicals, Costa Mesa
Akrilamid

Natrijum-azid

Tris(hidroksimetil)-aminometan (Tris)
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Rekombinantni humani IGF-I

INEP, Beograd
RIA komplet za odredivanje koncentracije IGF-I

RIA komplet za odredivanje koncentracije insulina
1-IGF-1

KODAK, Paris
Hemikalije za razvijanje i fiksiranje rentgen filmova
Rentgen film MXB (100 NIF — 13 x 18)

Merck-Alkaloid, Skoplje

Mangan-hlorid
Natrijum-dihidrogenfosfat

Natrijum-hidrogenfosfat

Merck, Darmstadt Brom-

fenol plavo Glacijalna
siréetna kiselina Laktoza
(Lac)

PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Boston

Nitrocelulozna membrana (0,45 um), Whatman protran

Pierce, Minneapolis

ECL reagens

Pierce Biotechnology, Rockford

Komplet za imunoprecipitaciju (IP) - Pierce Coimmunoprecipitation kit



Sigma-Aldrich, Steinheim
4-(2-hidroksietil)-1-piperazin-etansulfonska kiselina (HEPES)
Amonijum persulfat

Coomassie Brilliant Blue R-250

Fukoza (Fuc)

Glicin

Manoza (Man)

Metil-a-glukopiranozid
Metil-a-manopiranozid

N,N' — metilen bisakrilamid

N,N,N’,N’ — tetrametilen-diamin (TEMED)
N-acetil-glukozamin (GIcNAC)
Natrijum-dodecil-sulfat (SDS)

Ponso S

Zorka Pharma, Sabac

Dinatrijum-etilendiamin-tetrasir¢etna kiselina (EDTA)
Glicerol Gvozde(lll)-

hlorid Hlorovodoni¢na

kiselina Kalcijum-hlorid

Magnezijum-hlorid

Metanol

Natrijum-acetat

Natrijum-hidroksid

Natrijum-hlorid

Vector Laboratories, Burlingame

U Tabeli 1 su navedeni koris¢eniimobilizovani lektini i njihova specifi¢nost (245).



Tabela 1. Lektini i njihova specifi¢nost

Lektin Poreklo Specifiénost
. . . Mana(1,6) Mana(1,3)Man
Con A Canavalia ensiformis o
N-glikani
) Siaa(2,6)Gal, Siaa(2,6)GalNAc
SNA Sambucus nigra o
N-glikani
_ . Galp(1,4)GIcNAc
RCA-I Ricinus communis o
N-glikani
Galp(1,4)GIcNAcA(1,2)Man
PHA-E Phaseolus vulgaris AL . 'bj( )
Komleksni glikani
Galp(1,4)GIcNACcA(1,2)[Galp(1,4)GlcNAcA(1,6)]Man
PHA-L Phaseolus vulgaris AL A2 'é)( _) ) A0
Kompleksni glikani
GIcNACcA(1,4)GIcNAcS(1,4)GlcNAC,
WGA Triticum vulgaris Manp(1,4)GIcNAcS(1,4)GIcNAc
N- i O-glikani
. . GIcNACcp(1,4)GIcNAC
s-WGA Triticum vulgaris R o )
Ne vezuje sialinsku kiselinu (Sia)
ECL Erythrina cristagalli Galpg(1,4)GIcNAc
UEA Ulex europaeus Fuca(1,2)Gal
LCA Lens culinaris a-Man >a-Glc, a-GIcNAC

3.2 Puferi i rastvori

Afinitetna hromatografija sa imobilizovanim metalnim jonima (IMAC)

MES pufer (osnovni) - 50 mM MES (2-(N-morfolino)-etansulfonska kiselina)/0,5 M
NaCl, pH 5,5

Fosfatnirastvor (FR) - 0,2 MNaH,PO,, pH 8,0
Boratnirastvor (BR) - 0,1 M Na,B,0,/1 M NaCl, pH 10,0

Imunoafinitetna hromatografija (1IAC)
TBS pufer (osnovni) - 10 mM Tris-HCI/1 M NacCl, pH 7,4
Elucioni pufer (EP) - 0,1 M glicin-HCI, pH 2,5
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Neutralizacioni pufer (NP) - 1 M Tris-HCI, pH 8,0

Imunoprecipitacija
TBS pufer - 2,5 mM Tris/0,15 M NaCl/1 mM EDTA/1% NP-40/5% glicerol, pH 7,4
Neutralizacioni pufer (NP) - 2 M Tris-HCI, pH 8,9

Lektinska afinitetna hromatografija (LAC)

HBS puferi (osnovni) za:

ConA (pufer A) - 20 mM HEPES/0,5 M NaCl/0,08% NaNs/1 mM CaCl,/1 mM MgCI2’1
mM MnCl,, pH 7,5

LCA (pufer B) - 10 mM HEPES/0,08% NaN3/0,1 mM CaCl,’0,01 mM MnCl,, pH 7,5
RCA-1, WGA i s-WGA (pufer C) - 10 mM HEPES/0,15 M NaCl/0,08% NaN; pH 7,5
ECL, SNA i UEA (pufer D) —pufer C + 0,1 mM CaCl, pH 7,5

PHA-E (pufer E) — pufer C + 0,1 mM CaCl,+ 0,01 mM MnCl;, pH 8,0

PHA-L (pufer E) — pufer C + 0,1 mM CaCl,+ 0,01 mM MnCl,, pH 7,5

Neutralizacioni pufer (NP) - 2 M Tris-HCI, pH 8,9

Elektroforeza i imunoblot

PBS -50mM Na,HPO,/NaH,P0,/0,15 M NaCl, pH 7,5

Pufer za uzorke (PZU) -0,125 M Tris-HCI/4% (m/V) SDS/20% glicerol/0,01% brom-
fenol-plavo, pH 6,8

Pufer za elektroforezu - 25 mM Tris-HCI/0,19 M glicin/0,1% SDS, pH 8,3

Pufer za elektrotransfer (pufer za “blotovanje”) — 25 mM Tris-HCI/0,19 M glicin/20%

metanol, pH 8,3
TBST pufer - 10mM Tris-HCI/0,15 M NaCl/0,1% Tween-20, pH 7,4

Izolovanje IGFBP-1 iz amnionske te¢nosti

Osnovni fosfatni rastvor (FR) - 25 mM Na,HPO,4 pH 7,1

Fosfatni rastvor FR2 - 25 mM Na,HPO,/0,2 M NaCl, pH 7,1

Elucioni pufer (EP) - 10 mM Na;HPO4/0,2 M NaCl/5% izopropanol, pH 7,1
Elucioni pufer za gel filtraciju EP2 — 20 mM Tris-HCI, pH 8,0
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SELDI-TOF/MS

PBS - 50 mM Na,HPO,/NaH,P0,/0,15 M NaCl, pH 7,2

Pufer za blokiranje (BP) - 0,5 M Tris-HCI, pH 8,0

Pufer za vezivanje (PVIM) - 0,1 M Na,H/NaH,PO, /0,5 M NaCl, pH 7,0
Pufer za vezivanje (PVQ) - 50 mM Na/amonijum fosfat, pH 7,0

Pufer za vezivanje (PVCM) - 50 mM Na/amonijum acetat, pH 5,0

Rastvor SPA - 50% sinapinska kiselina u rastvoru acetonitril/voda/trifluorosiréetna
kiselina (50/49,9/0,1%)

3.3 Smole

DEAE-Sepharose, Sigma-Aldrich, Steinheim

Fenil-Sepharose, Sigma-Aldrich, Steinheim

G-75 Sephadex, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala

G-100 Sephadex, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala

IDA agaroza, Sigma-Aldrich, Steinheim

IAC smola - Proteomelab IgY-12 High Capacity Proteome Partitioning kit, Beckman
Coulter, Fullerton

Lektin-agaroza smole su navedene u Tabeli 1.

3.4 Antitela

Poliklonska anti-IGFBP-1 antitela (koza), Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz
Poliklonska anti-IGFBP-1antitela (koza), Diagnostic System Laboratories, Webster
Poliklonska anti-IGFBP-1 antitela (kuni¢), GroPep, Adelaide

Poliklonska anti-IGFBP-1 antitela (kuni¢), AbD Serotec, Oxford

Poliklonska anti-a2M antitela (kuni¢), AbD Serotec, Oxford

HRP-konjugovana anti-kozija IgG antitela (svinja), Biosource, Camarillo
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HRP-konjugovana anti-kuni¢ceva 1gG antitela (magarac), Pierce Biotechnology,
Rockford

3.5 Uredaji i aparati

U radu su koriséeni slede¢i uredaji i aparati:

Centrifuga MiniSpin plus, Eppendorf

Centrifuga LC-321, Tehtnica

Filtriza ultrafiltraciju (membrane sa porama koje zadrZavaju proteine masa vecih od 10
kDa),Microcon centrifugal filter devices, Millipore

Frakcioni kolektor HeliFrac, Pharmacia

Gama broja¢ Wallac Wizard, Perkin-Elmer

Kinetor MR-1, LKB

Kombionovani pH/konduktometar InoLab 720, WTW

Magnetna meSalica ARE, Velp

Maseni spektrometar ProteinChip SELDI-TOF, serija 4000, Bio-Rad Laboratories
Sistem za elektroforezu Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad Laboratories
Spektrofotometar Ultrospec 2000, Pharmacia

Vaga analiticka B6, Mettler

Vaga tehnicka, Chyo

Vortex ZX3, Velp

3.6 Uzorci seruma

U ovom radu koriS¢eni su uzorci seruma odraslih osoba. Svi serumi su izdvojeni
u roku od 40 min nakon venepunkcije, koja je uradena ujutro nakon 12 h gladovanja
(osim u slu¢aju OGTT-a). Uzorci seruma su ¢uvani na -40 °C i analizirani su u roku od

2 meseca.
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Kontrolnu grupu uzoraka (K) ¢inili su serumi 120 osoba starosti 20-76 godina,
BMI 20-32 kg/m?, za koje je usmenom anketom i odredivanjem osnovnih biohemijskih
i hematoloskih parametara odluc¢eno da se mogu svrstati u referentnu grupu. Referentne
vrednost osnovnih biohemijskih i hematoloskih parametara su: glukoza 4,2-6,4 mmol/L,
urea 1,7-8,3 mmol/L, kreatinin 53-124 pumol/L, ukupni bilirubin do 24 pmol/L, AST do
40 U/L, ALT do 37 U/L, LDH 230-460 U/L, CK do 270 UJ/L, holesterol 3,6-6,2
mmol/L, trigliceridi 0,4-2,3 mmol/L, gvozde 11-27 umol/L, TIBC 45-75umol/L, feritin
11-325 pmol/L, ukupni proteini 62-81 g/L, albumin 35-55 g/L, leukociti 4-12x10°%L,
eritrociti  4,0-6,2x10%%/L, trombociti 150-400x10%/L, hemoglobin 110-170 gL,
sedimentracija 3-9 mm/h, HbAlc 4,0-6,0%. Osobe u kontrolnoj grupi su bile nepusaci,
hranili su se svim vrstama namirnica i fizickim aktivnostima su se bavile samo
rekreativno. Za potrebe pojedinih eksperimenata, sakupljani su uzorci seruma sledecih

grupa osoba:

1. Pacijenti sa DM2:
n=32, starost 40-62 godine, BMI 27-35 kg/m? lzabrani su pacijenti sa najlosijom

kontrolom koncentracije glukoze, sto je provereno u OGTT testu.
2. Osobe sa hipoglikemijom:
n=17, starost 32-56 godine, BMI 24-31 kg/m% Hipoglikemija je klinicki

dijagnostifikovana kao koncentracija glukoze u krvi ispod 4,0 mmol/L, sa epizodama

pada ispod 3,0 mmol/L.

3. Sportisti:

n=30, starost 20-24 godine, BMI 21-24 kg/m?® Sakupljani su uzorci profesionalnih
fudbalera prilikom sistematskog pregleda.

4, Pusaci:

n=15, starost 35-57 godine, BMI 26-34 kg/m2.U ispitivanju su ucestvovali pusaci koji

puse minimum 1 kutiju cigareta dnevno, u vremenskom periodu duzem od 10 godina.

Prilikom formiranja kontrolne grupe za svaki eksperiment, vodilo se racuna da

osobe kontrolne grupe i ispitanici imaju odgovarajuce godine i BMI.
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3.7 Odredivanje standardnih biohemijskih parametara

U serumima ispitivanih grupa ljudi odredivana je koncentracija biohemijskih
parametara: glukoza, trigliceridi, holesterol, ukupni proteini, albumin, ukupni bilirubin,
AST, ALT, CK, LDH, gvozde, TIBC i feritin, a HbAlc je odredivan iz pune Krvi.
KoriS¢eni su komercijalni dijagnosticki testovi (Human, Wiesbaden).

3.8 Odredivanje koncentracije insulina, IGF-1 i IGFBP-1

Za odredivanje koncentracije insulina i IGF-1 u serumima su Kkorisceni
komercijalni RIA testovi. Referentne vrednosti su bile: za insulin 5-25 mU/L i za IGF-I
16-44 nmol/L (za starosnu dob od 20 do 40 godina), odnosno 10-30 nmol/L (za starosnu
dob od 41 do 75 godina). Koncentacija IGFBP-1 je merena metodom ELISA, referentne
vrednosti su bile 0,04-1,8 pmol/L. Dobijene koncentracije IGFBP-1, prema

proizvodacu, predstavljaju ukupni IGFBP-1 (nefosforilovani i fosforilovani).

3.9 Odredivanje specifi¢nosti antitela

U ovom radu utvrdivano je prisustvo i promene razlicitin molekulskih formi
IGFBP-1. momomera, oligomera, fragmenata i kompleksa. Praksa je pokazala da
razli¢ita antitela, bez obzira na deklaraciju proizvodaca, ne mogu podjednako efikasno
prepoznati sve ove forme. Da bi se utvrdilo koja su anti-IGFBP-1 antitela najbolja za
primenu u ovam radu, testirana su cetiri poliklonska anti-IGFBP-1 antitela, od cetiri
proizvodaca. Testiranje je radeno imunoblotom (opisano u poglavlju 3.12), a kao uzorci
koriS¢eni su rekombinantni IGFBP-1, serum, amnionska te¢nost (pozitivna kontrola) i

seminalna plazma (negativna kontrola).
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U posebnom eksperimentu je izvedeno blokiranje i uklanjanje anti-IGFBP-1
antitela (Santa Cruz). Antitela su inkubirna sa rhIGFBP-1 u molskom odnosu 1:100
preko no¢i na 4 °C, a onda je rastvor primenjen u imunoblotu, umesto primarnih anti-
IGFBP-1 antitela.

Dodatna provera specifi¢nosti izabranih anti-IGFBP-1 antitela je uradena u seriji
eksperimenata kombinuju¢i amnionsku tecnost, anti-IGFBP-1 antitela, sa ili bez liganda
IGF-I (obeleZen izotopom *#I). U eksperimentima je kao fiziolodki uzorak korisc¢ena
amnionska te¢nost koja, osim IGFBP-1, ne sadrzi druge IGFBP. Prvo je 10 uL
amnionske te¢nosti (koncentracije IGFBP-1 5,4 umol/L) u 990 uL 50 mM PBS, pH 7,5
inkubirano sa 5 x 10° cpm '*I-IGF-1 (1 pmol) na 4 °C preko no¢i, a potom
hromatografisano na Sephadex G-100 koloni (1,8 x 60 cm). Eluiranje proteina je
izvrSeno PBS puferom, nakon cega je merena radioaktivnost u frakcijama zapremine 2
mL. U drugom eksperimentu je u inkubacionu smeSu dodato 100 pmol neobelezenog
IGF-1. U slede¢em eksperimentu je inkubirana amnionska te¢nost sa anti-IGFBP-1
antitelima (2,5 nmol 1gG) preko no¢i, a nastali komleksi IGFBP-1 sa antitelima su
taloZeni proteinom A (246). Nakon centrifugiranja, supernatant je inkubiran sa **I-IGF-
I i analiziran na hromatografskoj koloni.

3.10 Izolovanje IGFBP-1 iz amnionske te¢nosti i citosola placente

Pocetni uzorak za izolovanje IGFBP-1 bio je zbirni uzorak amnionske te¢nosti
zapremine 140 mL, u kome je sadrzaj IGFBP-1 iznosio 18,9 mg. Izolovanje IGFBP-1 je
radeno u tri koraka, primenom razli¢itih hromatografskih matriksa. Posle svakog
koraka, radeni su eksperimenti za kvalitativno (dot blot) i kvantitativno (ELISA)
odredivanje IGFBP-1.

1.DEAE-Sepharose: kolona je uravnotezena osnovnim puferom FR, pH 7,1

(poglavlje 3.2) i na nju je nanet celokupan uzorak. Nakon ispiranja nevezanih proteina,
eluiranje sa kolone je izvedeno dodavanjem NaCl u osnovni pufer. U prisustvu 0,1 M

NaCl eluira se albumin i vecina drugih proteina, u rastvoru 0,2 M NaCl eluira se frakcija
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proteina koja sadrzi IGFBP-1, a sa 0,5 M NaCl eluiraju se ostali proteini sa kolone
(247).

2. Fenil-agaroza: kolona je uravnotezena u rastvoru FR2, pH 7,1 (poglavlje 3.2) i
na nju je nanet zbirni uzorak nekoliko frakcija izdvojenih u koraku 1, u kojima je
detektovan IGFBP-1 (skupljene frakcije su osencene na Slici 9). Za specifi¢no eluiranje
IGFBP-1 upotrebljen je pufer EP, pH 7,1 (poglavlje 3.2), a zatim destilovana voda
(247).

3. Sephadex G-75: kolona (1,6 x 60 cm, V=120 mL, 3-80 kDa, 20-80 um) je

uravnotezena u destilovanoj vodi i na nju je nanet zbirni uzorak nekoliko frakcija iz

koraka 2, u kojima je detektovan IGFBP-1(skupljene frakcije su osencene na Slici 10).
Za eluiranje je koris¢en pufer EP2. Frakcije u kojima je prisutan IGFBP-1 (Slika 11) su
sakupljene i koncentrovane do 1 mL.

Na isti nacin je izolovan IGFBP-1 iz citosola placente.

3.11 Imobilizovana metal-afinitetna hromatografija (IMAC)

Kolona agaroze sa imobilizovanom iminodisir¢etnom kiselinom, IDA (1mL) je
zasicena vodenim rastvorom 0,1M FeCl; (248). Nevezani joni metala su isprani
destilovanom vodom i 0,1% rastvorom siréetne kiseline. Kolona je uravnotezena u MES
puferu, pH 5,5 (poglavlje 3.2). 100 pL seruma u 900 uL MES pufera je naneto na
kolonu i recirkulisano na sobnoj temperaturi u toku 1 h. Nevezani proteini su isprani
MES puferom. Eluiranje vezanih proteina je izvrSseno sa 8 mL rastvora PR, pH 8,0.
Kolona je regenerisana sa 10 mL rastvora BR, pH 10,0 i isprana destilovanom vodom

pre narednog zasi¢enja jonima gvozda.
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3.12 Imunoafinitetna hromatografija (IAC)

Za imunoafinitetnu hromatografiju upotrebljena je IgY smola u mikrospin
kolonama. Matriks je sadrzao imobilizovana antitela na a2M. Na 500 pL suspenzije IgY
smole je naneto 20 pL seruma u 480 uL TBS pufera, pH 7,4 (poglavlje 3.2). Inkubacija
na rotatoru, na sobnoj temperaturi, je trajala 15 min (249). Nevezani proteini su
odvojeni centrifugiranjem na 2000 x g u toku 30 s, a kolona je isprana TBS puferom (2
x 500 pL). Vezani proteini su eluirani EP puferom, pH 2,5 (2 x 100 pL). Posle
odvajanja od matriksa centrifugiranjem, rastvor specificno eluiranih proteina je
neutralisan NP puferom, pH 8,0. Matriks je takode neutralisan sa NP i intenzivno ispran

TBS puferom pre nanoSenja sledec¢eg uzorka.

3.13 Lektinska afinitetna hromatografija (LAC)

Lektini koji su koriS¢eni u eksperimentalnom radu i njihova specifi¢nost, dati su
u Tabeli 1 (poglavlje 3.1). Kolone u kojima je bila agaroza sa imobilizovanim lektinom
(1 mL) uravnotezene su u odgovaraju¢im HBS puferima (poglavlje 3.2). 100 pL seruma
u 900 pL odgovaraju¢eg HBS pufera jenaneto na kolone. Recirkulacija je vrSena na
sobnoj temperaturiu toku 1 h. Nevezani proteini su isprani sa 20 mL odgovarajuceg
HBS pufera. Eluiranje specifi¢no vezanih proteina je izvrSeno u dve faze: 1) haptenskim
ugljenim hidratom rastvorenim u 15 mL odgovaraju¢eg HBS pufera, pH 7,5 i 2)
haptenskim ugljenim hidratom u 7 mL 0,1 M siréetne kiseline, pH 3,0 (107). Eluiranje
sa PHA-E- i PHA-L-agaroze je vrSeno u jednom koraku, upotrebom 10 mL 0,1 M
sir¢etne kiseline. Specifi¢ni haptenski ugljeni hidrati, koris¢eni za eluiranje, su bili: 0,5
M Lac za SNA-agarozu, smeSa 0,2 M metil-a-glukopiranizida i 0,2 M metil-o-
manopiranozida za Con A- i LCA-agarozu, 0,2 M Lac za RCA-I- i ECL-agarozu, 0,5 M
GIcNAc za WGA- i s-WGA-agarozu i 0,1 M Fuc za UEA-agarozu. Frakcije sa
najvecom koncentracijom proteina su sakupljene i neutralisane NP puferom, pH 8,9.

Dijaliza neutralisanih frakcija je izvedena spram 0,15 M NaCl na 4 °C preko noci.
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Frakcije su koncentrovane do zapremine od 1 mL uz pomoc¢ filtera za ultrafiltraciju
(limit od 10 kDa).

3.14 Imunoprecipitacija (IP)

Za imunoprecipitaciju je koriS¢en komercijalni komplet. Epoksi-aktiviranoj
smoli (50 pL suspenzije u mikrospin koloni) dodato je 10 pg anti-IGFBP-1 antitela,
prema uputstvu proizvodaca (250). 40 uL seruma u 160 uL TBS pufera, pH 7,4 je
naneto na smolu sa imobilizovanim antitelima i inkubirano na 4 °C preko nodi.
Nevezani proteini su uklonjeni centrifugiranjem na 2000 x g u toku 30 s, a smola je
isprana TBS puferom. Vezani proteini su eluirani sa 110 pL elucionog pufera, pH 2,8
(10 pL + 2 x 50 pL), izdvojeni centrifugiranjem i neutralisanisa NP, pH 8,9 (svi puferi

su dostavljeni u kompletu IP).

3.15 Elektroforetsko razdvajanje proteina (SDS-PAGE) i imunoblot

Elektroforetsko razdvajanje proteina seruma (SDS-PAGE) radeno je prema
standardnoj proceduri (251). Serumi su razblazeni u PBS puferu, pH 7,4 u odnosu 1/20,
a zatim u PZU u odnosu 1/1. U eksperimentima pod redukujué¢im uslovima, pufer za
uzorke je sadrZzavao joS i 10% 2-merkaptoetanol. Uzorci su kuvani 7 min, koliko je
neophodno da se raskinu kompleksi IGF sa vezuju¢im proteinima. Elektroforeza je
vrSena pri naponu od 200 V i jacini struje od 120 mA. Proteini seruma su nakon
zavrsene elektroforeze preneti elektrotransferom na nitroceluloznu membranu. Slobodna
mesta na membrani su blokirana 5% rastvorom odmas¢enog mleka u 10 mM TBST
puferu, pH 7,4 na sobnoj temperature, uz muckanje, u toku 45 min. Nakon blokiranja,
membrana je ispirana TBST puferom i inkubirana u rastvoru primarnih antitelana 4 °C
preko noé¢i. Membrana je ispirana TBST puferom, a zatim inkubirana u rastvoru

sekundarnih antitela konjugovanih sa HRP, u toku 30 min. Nakon joS jedne serije
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ispiranja, membrane je preneta u ECL reagens. Posle 5 min, membrana je izloZena
interakciji sa rentgen filmom. Vreme ekspozicije je optimizovano u cilju dobijanja
najostrijih signala od specifi¢cnih proteinskih traka, uz Sto slabiji pozadinski signal
(obi¢no oko 20 min). Film je razvijan upotrebom komercijalnih reagenasa prema
proceduri: razvijanje 5 min, ispiranje u 5% siréetnoj kiselini 1 min, fiksiranje 10 min i
ispiranje vodom 15 min.

U cilju detekcije IGFBP-1 u hromatografskim frakcijama dobijenim u

eksperimentu izolovanja IGFBP-1, raden je dot blot.

3.16 Zelatinska zimografija

Za odredivanje aktivnosti Zelatinaza u uzorcima seruma primenjena je
standardna Zelatinska zimografija (252). Koris¢eni su SDS-PAGE gelovi sa 0,1%
zelatinom. Gelovi su bojeni 0,4% rastvorom boje Coomassie brilliant blue R-250.
Aktivnost proteaza je uocena kao svetla traka na gelu, gde je izvrSena proteoliza
zelatina. Elektroforeza je izvedena na nacin opisan u poglavlju 3.12.

3.17 SELDI-TOF masena spektrometrija

Za detaljniju analizu molekulskih formi i fragmenata IGFBP-1 koriScen je
maseni spektrometar ProteinChip SELDI. Za ispitivanje razli¢itin uzoraka (serum,
hromatografske proteinske frakcije) upotrebljeno je nekoliko vrsta cipova: PS20,
IMAC30, Q10, CM10 (253).

PS20 cip (sa epoksidnom grupom na povrsini) koris¢en je za imobilizovanje
antitela. 5 pL (200 pug/mL) anti-IGFBP-1 antitela naneto je na ¢ip i inkubiranona 4 °C, u
vlaznoj komori, preko no¢i. PovrSina ¢ipa je isprana PBS puferom, pH 7,2 (poglavlje
3.2), a nevezana mesta su blokirana puferom BP, pH 8,0 tokom 1 h. Cip je ispran PBS
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puferom i naneto je 5 uL uzorka. Nakon inkubiranja u vlaznoj komori 3 h, ¢ip je ispran
PBS puferom,zatim destilovanom vodom i osusen je na sobnoj temperaturi.

IMAC30 ¢cip,sa imobilizovanim metalnim jonima, je primenjen u cilju
ispitivanja IGFBP-1 izoformi. 0,1 M FeCls; rastvor je nanet na povrsinu ¢ipa i inkubiran
10 min. Cip je ispran u fazama: destilovana voda, 0,1 M Na-acetat pufer, pH 4,0 i
destilovana voda. Nakon ispiranja, ¢ip je uravnoteZzen u puferu za vezivanje PVIM, pH
7,0 (poglavlje 3.2), naneto je 5 uL uzorka i inkubacija je trajala 3 h u vlaznoj komori na
sobnoj temperaturi. Cip je ispran puferom PV, pa destilovanom vodom i osuden je na
sobnoj temperaturi.

Q10 ¢ip je, kao jak anjonski jonoizmenjivac, koris¢en za vezivanje i ispitivanje
negativno naelektrisanih IGFBP-1 molekula. Cip je uravnotezen u puferu za vezivanje
PVQ, pH 7,0 (poglavlje 3.2), naneto je 5 uL uzorka i dalje je procedura bila ista kao za
IMAC30 ¢ip.

CM10 ¢ip je, kao katjonski jonoizmenjivac¢, koriS¢en za vezivanje i ispitivanje
pozitivno naelektrisanih IGFBP-1 molekula. Cip je uravnoteZen u puferu za vezivanje
PVCM, pH 5,0 (poglavlje 3.2), naneto je 5 uL uzorka i dalje je procedura bila ista kao
za IMAC30 ¢ip.

Nakon suSenja cipova, nanet je rastvor sinapinske Kiseline (poglavlje 3.2) i,
nakon ponovnog suSenja, snimani su spektri. Maseni spektri su ¢itani u opsegu m/z 1-
300000, uz 8815 laserskih snopova po reaktivnoj povsini na cipu, a energija lasera je
bila 6000 nJ. Kalibracija instrumenta je izvrSsena namenskim standardima. Spektri su
Citani i analizirani koriste¢i program Ciphergen Express 3.0 (Bio-Rad Laboratories,

Hercules).

3.18 Denzitometrijska analiza

Za denzitometriju proteinskih traka na imunoblotovima i zimogramima je
koriS¢en program Image Master Total Laboratory v2.01 (Amersham BioSciences,
Buckinghamshire). Rezultati su izrazeni u denzitometrijskim jedinicama (DJ).
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3.19 Statisticka obrada podataka

Za sve statisticke obrade podataka koris¢en je program SPSS 16.0. Za
utvrdivanje statisticki znacajnih razlika izmedu grupa uzoraka koris¢en je Studentov t-

test.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

U ovoj tezi su ispitivane post-translacione modifikacije i interakcije IGFBP-1,
kao i moguc¢a povezanost ovih pojava sa odredenim (pato)fizioloskim stanjima kod
coveka. Analizirane su fosfoforme, polimeri i fragmenti IGFBP-1, kao i kompleksi
IGFBP-1/02M. Stanja u kojima bi mogle nastati promene u odnosu na zdravog odraslog
nepusSaca, koji je prosec¢no fizicki aktivan, jesu dijabetes, hipoglikemija, pusenje i
profesionalna sportska aktivnost.

Poglavlje ,,Rezultati i diskusija” je podeljeno na celine, koje se bave analizom
karakteristika IGFBP-1 kod zdravog ¢oveka, kod osoba sa poremecajem u regulaciji
glukoze, kod aktivnih sportista - fudbalera i kod puSaca bez utvrdenih zdravstvenih
problema. Pre nego Sto se pristupilo ispitivanju IGFBP-1 molekulskih formi, izolovan je
IGFBP-1 iz fizioloSkih uzoraka i detaljno je analizirana specificnost veceg broja

komercijalnih anti-IGFBP-1 antitela.

4.1 1zolovanje IGFBP-1

Komercijalno dostupan humani rekombinantni IGFBP-1 (hriIGFBP-1) je
koris¢en u naSim eksperimentima ali, posto je dostupan samo nefosforilovani peptid,
Zelja je bila da se izoluje IGFBP-1 koji bi bio pravi fizioloski marker. lako je
zastupljenost pojedinih izoformi razlicita u razlicitim vrstama uzoraka, izolovanje
IGFBP-1 je bilo moguce samo iz uzoraka u kojima je koncentracija relativno velika.
Izolovanje iz seruma nije bilo moguce zbog vrlo male koncentracije. Izolovanje IGFBP-
1 iz amnionske tecnosti i citosola placente je radeno metodom kuplovanih
hromatografija u tri etape: jonoizmenjivacka anjonska hromatografija, hidrofobna

hromatografija i gel-filtracija, prema proceduri koju su razradili Wang i saradnici (247).
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4.1.1 l1zolovanje IGFBP-1 iz amnionske te¢nosti

U pocetnom uzorku amnionske tec¢nosti za izolovanje IGFBP-1 odredeno je
ukupno 18,9 mg IGFBP-1. Metod i svi detalji izolovanja IGFBP-1 su dati u poglavlju
3.10. U skupljenem frakcijama je merena apsorbanca na 280 nm, a prisustvo IGFBP-1
utvrdeno je metodom dotblota sa anti-IGFBP-1 antitelima (Slika 9). Posle svakog
koraka u izolovanju, koncentracija IGFBP-1 je odredena metodom ELISA u frakcijama

koje su bile imunoreaktivne u dot blotu (rezultati su prikazani u Tabeli 2).
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Slika 9. Izolovanje IGFBP-1 iz amnionske te¢nosti na koloni DEAE-Sepharose
— promena apsorbance i imunoreaktivnosti eluiranih frakcija. Dot blot analiza: krsti¢i na
grafiku oznacavaju prisustvo IGFBP-1. Na grafiku je osencena oblast frakcija koje su

dalje koriS¢ene

Dobijena kriva promene apsorbance odgovara literaturnim podacima (247),
odnosno IGFBP-1 se eluira u o¢ekivanoj zapremini, pod datim uslovima hromatografije.
Frakcije, u kojima je dot blot metodom utvrdeno prisustvo IGFBP-1, su skupljene (270
mL) i nanete na kolonu sa fenil-agarozom. U frakcijama eluiranim sa kolone fenil-

agaroze je, takode, merena apsorbanca i imunoreaktivnost (Slika 10).
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Slika 10. Izolovanje IGFBP-1 iz amnionske te¢nosti na koloni fenil-agaroze —
promena apsorbance i imunoreaktivnosti eluiranih frakcija. Dot blot analiza: krsti¢i na
grafiku oznacavaju prisustvo IGFBP-1. Na grafiku je osencena oblast frakcija koje su

dalje koriS¢ene

Prema literaturnim podacima (247), najvise IGFBP-1 se eluira sa hidrofobne
kolone destilovanom vodom, dok je mala kolicina prisutna u frakcijama koje sadrze 5%
izopropanol. Ovo je potvrdeno i u naSem eksperimentu, gde su najintenzivniji signali na
dot blot-u dobijeni u vodenim frakcijama. Ove proteinske frakcije su sakupljene (70
mL) i koncentrovane do zapremine od 5 mL, primenom Amicon filtera koji zadrZzava
proteine masa vecih od 10 kDa.

Dalje je nastavljeno izolovanje IGFBP-1 gel-filtracijom na koloni sa Sephadex
G-75 (Slika 11). Frakcije u kojima je prisutan IGFBP-1 su sakupljene i koncentrovane
do1mL.
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Slika 11. Izolovanje IGFBP-1 iz amnionske te¢nosti gel filtracijom

apsorbance i imunoreaktivnosti eluiranih frakcija. Dot blot analiza: krstici

- promena

na grafiku

oznacavaju prisustvo IGFBP-1. Na grafiku je osencena oblast frakcija koje su

koncentrovane

Koncentracija IGFBP-1 je odredena u zbirnim frakcijama metodom ELISA

posle svakog koraka u izolovanju, a rezultati su dati u Tabeli 2.

Tabela 2. Efikasnost izolovanja IGFBP-1 iz amnionske te¢nosti

Matriks
DEAE- )
Ukupno naneto Fenil-agaroza
Sepharose

Koli¢ina

18,9 mg 1,8 mg 5,4 g
IGFBP-1
Prinos (%) 9,5 0,03

Gel-
filtracija

1,8p9

0,01
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Nakon poslednjeg koraka u izolovanju IGFBP-1 iz amnionske te¢nosti, dobijen
je uzorak u kome je koncentracija IGFBP-1 bila 1,8 ug/mL. Prinos je bio izuzetno mali,
daleko od literaturnog podatka od oko 10% (247). Analizom rezultata se moze zakljugiti
da je do najveceg gubitka IGFBP-1 doslo tokom hidrofobne hromatografije, odnosno da
je najveci deo IGFBP-1 ostao nevezan za fenil-agarozu. Posto svaka fizioloSka te¢nost
ima specifi¢an sadrZaj proteina i ostalih sastojaka, isti postupak izolovanja je primenjen

na citosol izdvojen iz ¢elija placente, u nadi da ¢e prinos IGFBP-1 biti vedi.

4.1.2 1zolovanje IGFBP-1 iz citosola placente

Pocetni uzorak za izolovanje IGFBP-1 je bio zbirni uzorak citosola placente
zapremine 140 mL, u kome je izmereno 153 pg IGFBP-1. Pre hromatografskog
razdvajanja, uzorak citosola je podvrgnut taloZenju proteina zasi¢enim rastvorom
amonijum-sulfata. Dalji proces izolovanja IGFBP-1 je bio identican kao Sto je opisano u

poglavlju 4.1.1. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 3.

Tabela 3. Efikasnost izolovanja IGFBP-1 iz citosola

Matriks
Ukupno Amonijum DEAE- Fenil- Gel-
naneto sulfat Sepharose agaroza filtracija
Kolicina 153 g 122 ng 30 ug 0,8 ug 0,2 ug
IGFBP-1
Prinos (%) 80 20 0,5 0,1

Kao Sto se iz Tabele 3 moze videti, ukupan prinos izolovanog IGFBP-1 iz
citosola je bio veci nego iz amnionske te¢nosti, ali i dalje mali. Zbog male koli¢ine

IGFBP-1 izolovane iz fizioloSkih uzoraka, IGFBP-1 izolati su koriSéeni samo u
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eksperimentima u kojima je utvrdivana specificnost antitela, paralelno sa rhIGFBP-1. U
ostalim ekperimentima koriSéen je komercijalni rhIGFBP-1 protein, kao marker.

4.2 Specifiénost anti-IGFBP-1 antitela

U ovom radu koriséena su poliklonska anti-IGFBP-1 antitela, posto je cilj
eksperimenata bio proucavanje razli¢itih molekulskih formi IGFBP-1. Proizvodaci
komercijalnih antitela naglaSavaju u svojim deklaracijama da proizvod nema unakrsnu
reaktivnost sa drugim srodnim molekulima (u ovom slucaju IGFBP-2 do -6), ali praksa
je pokazala da to nije uvek slucaj, kao i da su moguce izvesne nespecifi¢ne interakcije
sa sastojcima iz uzoraka. Pre nego Sto su zapoceta ispitivanja povezanosti IGFBP-1 i
metabolizma glukoze, detaljno je analizirana specifi¢cnost i unakrsna reaktivnost antitela.

Primenjene su metode imunoblota i vezivanja liganda.

4.2.1 Ispitivanje specifiénosti anti-lGFBP-1 antitela metodom imunoblota

Da bi se izvrsio izbor antitela koja najvise odgovaraju cilju ovog rada, testirana
su Cetiri komercijalna preparata. Preparati 1 i 2 su antiserumi dobijeni imunizacijom sa
rhIGFBP-1. Prvi je dobijen imunizacijom koze, a proizvodac je DSL. Drugi je dobijen
imunizacijom kunica, a proizvodac je GroPep (poglavlje 3.4). Preparati 3 i 4 su, takode,
dobijeni imunizacijom zivotinja sa rhIGFBP-1, ali je dodatno izolovana IgG frakcija iz
kozjeg antiseruma (Santa Cruz), odnosno kuni¢evog (AbD Serotec). Na Slici 12
prikazan je imunoblot sa ova cetiri primarna anti-IGFBP-1 antitela koriste¢i serum kao

uzorak.
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Slika 12. Ispitivanje specifi¢cnosti anti-IGFBP-1 antitela slede¢ih proizvodaca:
DSL (1), GroPep (2), Santa Cruz (3) i AbD Serotec (4), na serumu kao uzorku

Imunoblot sa GroPep antitelima nije dao traku specificnu za IGFBP-1, ¢ak ni u
razblazenju 1:50. DSL antitela su dala specificne trake, ali uz relativno veliki pozadinski
signal, dok su Santa Cruz i AbD Serotec antitela dala jasne trake na ocekivanim
poloZajima. Ovaj rezultat potvrduje da je IgG frakcija izolovana iz antiseruma bolji
izbor antitela za imunodetekciju, pa je dalje pretezno s njom radeno, koristec¢i i Santa
Cruz i AbD Serotec preparate (254).

U slede¢em koraku je ispitana potencijalna unakrsna reaktivnost anti-IGFBP-1
antitela (samo 1gG preparata) sa ostalim IGFBP molekulima, takode imunoblotom. Kao
uzorci su korisc¢eni standardni rastvor rhiIGFBP-1 (2,7 nM IGFBP-1), amnionska tecnost
(54 uM IGFBP-1, pozitivna kontrola), seminalna plazma (negativha kontrola;
seminalna plazma sadrzi IGFBP-2 i IGFBP-4) i serum (sadrZi sve IGFBP). Rezultati su
pokazali da anti-IGFBP-1 antitela (slicno je dobijeno sa oba antitela) prepoznaju
monomer IGFBP-1 u standardnom rastvoru rhIGFBP-1, monomer i fragment IGFBP-1
u amnionskoj tecnosti, ne reaguju sa IGFBP-2 i IGFBP-4 u seminalnoj plazmi, dok u
serumu prepoznaju veci broj proteina (Slika 13). Signali dobijeni sa serumom kao
uzorkom odgovaraju monomeru, fragmentu i oligomernim formama (trake na oko 60 i

90-100 kDa),0 kojima ¢e biti reci kasnije u ovom poglavlju. U posebnom eksperimentu
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je izvrseno blokiranje anti-IGFBP-1 antitela rastvorom rhiIGFBP-1 (poglavlje 3.9), a
zatim je uraden imunoblot koriste¢i serum kao uzorak. Blokirana antitela nisu
prepoznavala ni jedan IGFBP iz seruma, potvrdujuci specifi¢nost za IGFBP-1 (Slika
13).
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Slika 13. Ispitivanje specifi¢nost anti-IGFBP-1 antitela imunoblotom koristeci
uzorke: rhIGFBP-1 (1), amnionsku te¢nost (2), seminalnu plazmu (3) i serum (4). U
posebnom eksperimentu su anti-IGFBP-1 antitela blokirana sa rhIGFBP-1 i takva

primenjena u imunoblotu koriste¢i serum kao uzorak (5)

Ovim eksperimentom utvrdena je specificnost antitela, koja jasno prepoznaju
razlicite molekulske forme IGFBP-1, a nemaju unakrsnu reaktivnost sa homologim
IGFBP. Intenzitet signala na startu gela je umanjen u slu¢aju blokiranih anti-IGFBP-1
antitela, Sto ukazuje na moguce postojanje specifi¢nih i nespecifi¢nih interakcija antitela

sa proteinima molekulskih masa iznad 150 kDa.
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4.2.2 Ispitivanje specifiénosti anti-IGFBP-1 antitela metodom vezivanja liganda

Tri identicna uzorka amnionske tecnosti su nezavisno inkubirana sa: a)
rastvorom ®I-IGF-I, b) rastvorom ?°I-IGF-I kome je dodato 100 puta vise
neobelezenog IGF-1 i ¢) dvostepeno — prvo sa rastvorom anti-IGFBP-1 antitela (Santa
Cruz) pa sa rastvorom '#I-IGF-l. Nakon inkubacija, uzorci su analizirani gel-
filtracijom, a rezultati su prikazani na Slici 14.

Na prikazanim graficima se vidi da *?°I-IGF-1 ucestvuje u formiranju dve vrste
kompleksa sa proteinima iz amnionske te¢nosti: najveci deo ¢ini kompleks od oko 40
kDa, §to odgovara **I-IGF-I/IGFBP-1, a manji deo &ini kompleks ¢ija je molekulska
masa veca od 150 kDa. U prisustvu neobelezenog IGF-I, dolazi do potpune inhibicije
vezivanja ®I-IGF-1 u binarni kompleks i do znacajnog smanjenja interakcije sa
proteinima vec¢ih molekulskih masa. U tre¢em eksperimentu, u kome je IGFBP-1

uklonjen iz amnionske te¢nosti imunoprecipitacijom, pokazano je da se *°I-IGF-I ne
vezuje u binarni kompleks, a u tragu su prisutni kompleksi ve¢ih molekulskih masa.
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Slika 14. Ispitivanje specifi¢nosti anti-IGFBP-1 antitela gel-filtracijom koristeci
uzorke amnionske te¢nosti inkubirane sa: **I-IGF-1 (1), ***I-IGF-I i I-IGF-I (u odnosu
1:100) (2) i **°I-IGF-I nakon uklanjanja IGFBP-1 (3)
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Razmatrajuc¢i rezultate svih navedenih eksperimenata, ¢iji je cilj bila procena
kvaliteta anti-IGFBP-1 antitela, zakljuc¢eno je da su antitela proizvodaca Santa Cruz i
AbD Serotec visoko specificna za IGFBP-1 protein i da se mogu Kkoristiti u daljim
eksperimentima. Drugim re¢ima, antitela prepoznaju sve molekulske forme IGFBP-1,

ne reaguju unakrsno sa homologim IGFBP, i nespecifi¢ne interakcije su minimalne.

4.3 lIspitivanje i razdvajanje molekulskih formi IGFBP-1 metodama afinitetne

hromatografije

Zadatak ove teze je bilo proucavanje post-translacionih modifikacija i interakcija
IGFBP-1, te se pristupilo ispitivanju analitickih metoda koje bi se mogle koristiti u tu
svrhu. Posto IGFBP-1 postoji u nekoliko fosfoformi u serumu, a poznato je da se
fosfoproteini mogu vezati za matrikse sa imobilizovanim jonima metala, metal-
afinitetna hromatografija (IMAC) je bila prva analizirana metoda. Prema literaturi, IDA-
agaroza sa imobilizovanim jonima metala, kao $to su Fe**, Ga>* i Ni**, je matriks koji se
preporucuje za izolovanje fosfoproteina (248). Fosfatne grupe, kao dobri donori
elektrona, su ligandi za stvaranje koordinacione veze sa jonima metala. Nevezana i
vezana frakcija, dobijene pomoc¢u IMAC, su analizirane imunoblotom nakon
elektroforeze pod neredukujuc¢im i redukuju¢im uslovima. Cilj je bio da se utvrdi da li
se pojedine molekulske forme IGFBP-1 ponasaju razlic¢ito i da li se mogu razdvojiti.

Posto je deo IGFBP-1 u cirkulaciji vezan za a2M, primenom imunoafinitetne
hromatografije (IAC), odnosno matriksa sa imobilizovanim anti-a2M antitelima,
ispitana je mogucnost izolovanja IGFBP-1/a2M kompleksa. Kao i u prethodnom
eksperimentu, nevezana i vezana frakcija su analizirane imunoblotom.

Da bi se utvrdila jacina interakcije izmedu IGFBP-1 i a2M u kompleksu, imajuci
u vidu da je a2M glikoprotein, uzorci seruma su ispitivani metodom lektinske afinitetne
hromatografije (LAC). Ukoliko su veze ova dva molekula jake, oc¢ekivalo se prisustvo
IGFBP-1 u vezanim frakcijama nakon LAC.
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4.3.1 Ispitivanje formi IGFBP-1 metodom metal-afinitetne hromatografije

Za ispitivanje fosforilovanih oblika IGFBP-1 koris¢ena je metoda IMAC, sa
IDA-agarozom kao matriksom i vezanim Fe®* jonima. Proteini seruma u nevezanim i
vezanim frakcijama, sakupljenim posle hromatografije, su razdvojeni SDS-PAGE
elektroforezom, nakon ¢ega je imunoblotom analiziran profil IGFBP-1 (Slika 15).
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Slika 15. Neredukujuca elektroforeza i imunoblot sa anti-IGFBP-1 antitelima
nevezane (n) i vezane (v) frakcije dobijene posle IMAC

Rezultati su pokazali da IDA kolona vezuje skoro celokupan IGFBP-1. U
vezanoj frakciji su anti-IGFBP-1 antitela prepoznala forme velike molekulske mase
(oko 100 kDa) kao Siroku traku, proteine na oko 60 kDa i proteinsku frakciju na startu.
Traka na oko 30 kDa, koja odgovara monomeru IGFBP-1, je bila slabo uocljiva na
blotu. Proteinska traka mase oko 60 kDa bi mogla odgovarati dimeru IGFBP-1. Trake
iznad markera od 66 kDa bi mogle pripadati oligomerima IGFBP-1, dok bi traka na
samom startu mogla poticati od viSih multimera i/ili kompleksa IGFBP-1/a2M. Kao Sto
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se na Slici 15 vidi, proteinska traka na startu gela je znatno intenzivnija u vezanoj
frakciji nego u nevezanoj, ali se deo ipak nalazi i u nevezanoj frakciji. Ovakav rezultat
bi mogao biti posledica prevazilazenja vezujuceg kapaciteta matriksa, ili postojanja
oligomerne forme i/ili kompleksa koji se ne vezuje za gel.

Postojanje dimera i oligomera IGFBP-1 u serumu je podatak koji do sada nije
objavljen. Kao Sto je u uvodu receno, tkivna transglutaminaza katalizuje stvaranje
kovalentnih veza izmedu monomernih jedinica IGFBP-1 i potvrdeno je postojanje
oligomera lokalno, u tkivima. Osim transglutaminacijom, oligomeri mogu nastati i
oksidacijom, uz formiranje disulfidnih veza izmedu monomera. Da bi se stekao uvid u
prirodu veze u IGFBP-1 oligomerima, elektroforeza nevezane i vezane frakcije je
ponovljena u redukuju¢im uslovima (uz prisustvo 2-merkaptoetanola), a rezultati su

prikazani na Slici 16.
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Slika 16. Redukujuca elektroforeza i imunoblot sa anti-IGFBP-1 antitelima
nevezane (n) i vezane (v) frakcije dobijene posle IMAC

Imunoreaktivni protein, koji su se nalazili na startu gela nakon neredukujuce

elektroforeze, su se skoro u potpunosti razgradili u redukuju¢im uslovima, kako u IDA
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vezanoj, tako i IDA nevezanoj frakciji (Slika 16). U vezanoj frakciji, najintenzivnije
trake su bile na 30 i 60 kDa, odgovaraju¢i monomeru i dimeru IGFBP-1. Znacajno
smanjenje intenziteta signala na startu ukazuje na postojanje disulfidno vezanih
multimera u serumu. lpak, traka velike mase nije potpuno nestala u redukujué¢im
uslovimai mogla bi odgovarati kompleksu IGFBP-1/02M koji se ne raskida. Drugim
re¢ima, interakcija izmedu IGFBP-1 i a2M se ne zasnhiva samo na formiranju disulfidnih
veza. Traka na 60 kDa u vezanoj frakciji je vrlo intenzivna, Sto bi znacilo da deo dimera
IGFBP-1 u serumu potice od oksidacije, a deo od transglutaminacije. Redukcijom
oligomera u nevezanoj frakciji nastaju samo dimeri, $to bi znacilo da oligomeri koji se
vezuju za IDA-agarozu i koji se ne vezuju nisu identi¢nog sastava. Razlika bi mogla biti
u stepenu fosforilovanja monomera.

Da bi se utvrdilo da li proteinske trake na samom startu gela sadrze komplekse
IGFBP-1/02M, uradena je elektroforeza i imunoblot sa anti-a2M antitelima (Slika 17).
Rezultati su pokazali da anti-a2M antitela prepoznaju proteine velikih molekulskih
masa na startu gela, u nevezanoj i vezanoj frakciji. Na osnovu toga bi se moglo
pretpostaviti da se deo a2M vezuje za IDA-agarozu, a deo ne, ili da je zbog velike
koncentracije a2M u serumu, prevaziden kapacitet matriksa. Posto se imunoreaktivne
trake dobijene sa anti-IGFBP-1 i anti-a2M antitelima u vezanoj frakciji nalaze na istim
masama, pretpostavka je da se kompleks IGFBP-1/a2M skoro u potpunosti vezuje za

matriks.
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Slika 17. Neredukuju¢a elektroforeza i imunoblot sa anti-a2M antitelima

nevezane (n) i vezane (v) frakcije dobijene posle IMAC

Analizom podataka dobijenih primenom metode IMAC moze se zakljuciti da se
sve molekulske forme IGFBP-1 vezuju za IDA-agarozu, da u serumu (cirkulaciji)
postoje dimeri i viSi oligomeri IGFBP-1, da deo oligomera nastaje putem
transglutaminacije, a deo putem oksidacije i da je dimer otporan na redukciju
podjednako zastupljen u serumu kao i monomer IGFBP-1. Nazalost, ovom metodom

nije bilo moguce selektivno razdvajanje pojedinih formi IGFBP-1.

4.3.2 Ispitivanje formi IGFBP-1 metodom imunoafinitetne hromatografije

Imobilizovana anti-a2M antitela su posluzila za izolovanje IGFBP-1 koji je
vezan za a2M. Posle hromatografskog razdvajanja i elektroforeze pod neredukujué¢im
uslovima, imunoblotom je analiziran profil IGFBP-1, a rezultati su prikazani na Slici
18.
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Slika 18. Neredukujuca elektroforeza i imunoblot sa anti-IGFBP-1 antitelima

nevezane (n) i vezane (v) frakcije dobijene posle IAC

Imunoblot sa anti-IGFBP-1 antitelima bio je gotovo identi¢an blotu dobijenom
posle IDA-agaroze. U vezanoj frakciji sujasno uocljivi imunoreaktivni proteini velikih
molekulskih masa, kao i dimer na oko 60 kDa. Traka na 30 kDa je bila veoma slabog
intenziteta, s tim da je bila neSto intenzivnija u nevezanoj frakciji. Proteini velike
molekulske mase su bili prisutni i u nevezanoj frakciji.

Elektroforeza je ponovljena u redukuju¢im uslovima, a rezultati su prikazani na
Slici 19. Nakon rSDS-PAGE, u vezanoj frakciji je bila dominantna razvucena traka na
oko 60 kDa, dok su se u nevezanoj frakciji jasno razdvojile tri proteinske trake: na oko
80 kDa, na 60 kDa i na 30 kDa (Slika 19). Proteini velike molekulske mase su se u
najvecoj meri razgradilido proteina mase 60 kDa u vezanoj frakciji, odnosno do
monomera IGFBP-1 u nevezanoj frakciji. U vezanoj frakciji je zaostala u izvesnoj meri
imunoreaktivna traka velike mase, koja bi mogla poticati od IGFBP-1/a2M kompleksa.
Na osnovu ovih rezultata bi se moglo zakljuciti da izolovani kompleksi nisu dovoljno
stabilni u uslovima pripreme uzoraka za elektroforezu, odnosno da se u najvecoj meri
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razlazu u redukuju¢im uslovima. Ovakav zakljucak je potvrda prethodnog, do koga se
doslo na osnovu rezultata rada sa IDA-agarozom.

Posmatraju¢i Sliku 19, moze se dalje zakljuciti da se u IAC ne vezuje oligomer
koji se u redukuju¢im uslovima u najvecoj meri razlaze do monomera, a u manjoj do
dimera i, verovatno, trimera. IGFBP-1 koji se vezuje za a2M se redukcijom pretezno
oslobada kao dimer, a monomer je prisutan u tragu. Namece se zakljucak da su razlicite
izoforme IGFBP-1 partneri za interakciju sa a2M od izoformi koje radije stvaraju
samostalne oligomere. Na osnovu rezultata koji su dobijeni ispitivanjem izoformi koje
ucestvuju u gradenju dimera u tkivu placente, pretpostavka je da nefosforilovana i
manje fosforilovane izoforme IGFBP-1 lakSe stvaraju dimere (255). O mogucem
fizioloSkom znacaju ove pojave moze se razmisljati iz ugla afiniteta IGFBP-1 prema
IGF molekulima. Naime, odsustvo fosfatnih grupa smanjuje afinitet IGFBP-1 prema
ligandima, a povecava lakoc¢u dimerizacije. U ligand blot eksperimentima koji su ranije
radeni u nadoj laboratoriji, koriste¢i ***I-IGF-I, nikad nije detektovan signal koji bi bio
na polozaju dimera i/ili oligomera. Uzevsi sve navedeno u obzir, dimerizacija (i mozda
oligomerizacija) je jedan od mogucih mehanizama za kontrolu biodostupnosti IGF

molekula.

Slika 19. Redukujuca elektroforeza i imunoblot sa anti-IGFBP-1 antitelima

nevezane (n) i vezane (v) frakcije dobijene posle IAC
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4.3.3 Ispitivanje formi IGFBP-1 metodom lektinske afinitetne hromatografije

Posto je traka u IGFBP-1 imunoblotu sa najvecom molekulskom masom
postajala vrlo tanka i slabog intenziteta u reduju¢im uslovima elektroforeze, ideja je bila
da se identitet te trake, odnosno IGFBP-1/02M kompleksa potvrdi metodom LAC. a2M
je, naime, glikoprotein (a IGFBP-1 nije), te bi se ocekivalo da se IGFBP-1/a2M
kompleks moze izdvojiti vezivanjem za lektine. Za tu svrhu je koris¢eno nekoliko
lektina, razli¢ite ugljenohidratne specifi¢nosti (Tabela 1, Materijal i metode). Eluiranje
glikoproteina sa lektinskih kolona je radeno na pH 7,0 i pH 3,0, a sakupljene frakcije su
dalje analizirane elektroforezom i imunoblotom sa anti-IGFBP-1 antitelima (Slika 20,

prikazani su samo rezultati za lektine koji su vezivali IGFBP-1/a2M kompleks).
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Slika 20. Neredukujuca elektroforeza i imunoblot sa anti-IGFBP-1 antitelima
vezanih frakcija dobijenih posle LAC - eluati sa Con A-agaroze pH 7,51 3,0 (1 i 2),
SNA-agaroze pH 7,5 (3), RCA-Il-agaroze pH 7,5 (4), PHA-E-agaroze pH 3,0 (5) i
WGA-agaroze pH 7,5 (6)
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Rezultati IGFBP-1 imunoblota nakon LAC su potvrdili postojanje IGFBP-
1/02M kompleksa i ujedno ukazali da bi metoda LAC bila dobra za razdvajanje
kompleksa od IGFBP-1 multimerasli¢nih molekulskih masa (kao i dimera).

Iznenadenje je predstavljala detekcija relativno jake trake monomera IGFBP-1 u
eluatu pH 3,0 sa ConA-agaroze (Slika 20, uzorak 2), upucuju¢i na moguéu interakciju
izmedu Con A i samog IGFBP-1. U cilju daljeg ispitivanja prirode interakcije IGFBP-
1/Con A, izvedena je serija eksperimenata u kojima su menjani radni uslovi (256), u
smislu prisustva i odsustva jona neophodnih za aktivaciju Con A: Ca®*, Mn** i Mg**
(Slika 21). Ekspozicija membrane tokom autoradiografije je bila znatno duza od
uobicajene, jer su trake koje su poticale od monomera IGFBP-1 bile vrlo blede u nekim
slucajevima. Pod takvim uslovima su se detektovali i fragmenti IGFBP-1/02M
kompleksa, kao i dimeri IGFBP-1 oslobodeni iz kompleksa.
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Slika 21. Neredukujuca elektroforeza i imunoblot sa anti-IGFBP-1 antitelima
vezanih frakcije dobijenih posle LAC koriste¢i Con A-agarozu - u prisustvu Ca**, Mn®*
i Mg®*, pH 7,5 3,0 (1 i 2), u prisustvu Ca*" i Mg®*, pH 7,5 3,0 (3 i 4), u prisustvu Ca*
i Mn®*, pH 7,51 3,0 (5 6) i u prisustvu Mn®* i Mg**, pH 7,51 3,0 (7 8)
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Proteinska traka za monomer IGFBP-1 je bila najintenzivnija u slu¢aju kada su
bila prisutna sva tri jona (Slika 21, uzorak 2), dok je odsustvo nekog od ovih jona
umanjilo ili ¢ak potpuno sprecilovezivanje IGFBP-1 za Con A (Slika 21, uzorak 8). Con
A lektin je metaloprotein koji mozZe postojati u obliku “otkljucane” i “zaklju¢ane” forme
(257). “Otkljucana” forma slabo vezuje jone metala i saharidni ligand, dok zaklju¢ana
forma vezuje dva jona metala po monomernoj jedinici, ¢ime se postize maksimalni
kapacitet za vezivanje Secera. lako Con A primarno vezuje a-D-manopiranozid i a-D-
manozil-grupe, mogu se vezati i neki sintetisani peptidi (257). Ovi peptidi po svojoj
tercijarnoj strukturi podsecaju na saharidne ligande i nazivaju se mimeticima. Vezivanje
IGFBP-1 za Con A bi se moglo objasniti konformacionim slaganjem lektina i liganda,
pri demu je jon Ca?* neophodan za ostvarivanje veze. Interakcija je jaka, a eluiranje
IGFBP-1 sa Con A matriksa se postize samo puferom pH 3,0.

Da li IGFBP-1 u fizioloskim uslovima reaguje sa humanim lektinima koji vezuju
manozu, poznatim i kao manozni receptori (258), i kakvo je znacenje ove interakcije u

metabolickom i mitogenom smislu, ostaje otvoreno pitanje.

4.4 Ispitivanje povezanosti metabolizma glukoze i insulina sa promenama u
IGFBP-1

Na sintezu IGFBP-1 u jetri, kao Sto je ranije receno, utic¢e insulin. lako nacin
regulacije povezanosti izmedu insulina i IGFBP-1 nije do kraja poznat, kao ni nacin
uceSc¢a IGFBP-1 u metabolizmu glukoze, zna se da IGF-1 i IGF-11 mogu ispoljiti efekte
slicne insulinu, pre svega vezivanjem za IR. Pretpostavlja se da IGFBP-1 ima dvojaku
ulogu u regulaciji aktivnosti IGF molekula kod DM2. IGFBP-1 koji nije potpuno
fosforilovan se povezuje sa koncentracijim glukoze u krvi, dok se visoko fosforilovan
IGFBP-1 povezuje sa vaskularnim bolestima i hipertenzijom (259). Heald i saradnicisu
pokazali da smanjenje ukupne koncentracije IGFBP-1 (pre svega visokofosforilovanog
oblika) od 2,73 ng/L dovodi do povecanja rizika razvoja makrovaskularne bolesti od

43%. Veca koncentracija visoko fosforilovanog IGFBP-1 je u korelaciji sa smanjenim
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sistolnim/dijastolnim/arterijskim pritiskom pacijenata, dok nefosforilovani IGFBP-1
nije povezan sa krvnim pritiskom. Veca koncentracija fosforilovanog IGFBP-1 u
cirkulaciji bi, dakle, mogla zastititi organizam od hipertenzije i kardiovaskularnih
bolesti, smanjujuc¢i mitogeni potencijal IGF molekula u krvnim sudovima.

Kako se koncentracija IGFBP-1 menja sa koncentracijom insulina, cilj narednog
eksperimenta je bio da se utvrdi da li dolazi do promene i na nivou molekulskih formi
kod osoba sa poremeéenim metabolizmom glukoze, usled DM2 ili hipoglikemije. Za
ispitivanje i uporedivanje molekulskih vrsta IGFBP-1 koriS¢eni su serumi ljudi sa vrlo
velikim koncentracijama glukoze u krvi, preko 10 mmol/L i sa koncentracijama glukoze
ispod 4,0 mmol/L. Primenjene su metode afinitetne hromatografije i imunoblota,
opisane u prethodnom poglavlju, kao i metoda SELDI-TOF/MS. Dijagnoza je
pacijentima postavljena nezavisno od ove studije, u klinicko-bolni¢ckim centrima. Za
potrebe ovog ispitivanja, u krvi i serumima (jutarnjim) izabranih osoba odredivana je
koncentracija glukoze, insulina, HbAlc i IGFBP-1 (Tabela 4).Statisticki znacajne

razlike (p<0.05)grupa pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu suoznacene sa *.

Tabela 4. Odredivanje koncentracije glukoze, insulina, HbAlc i IGFBP-1 u uzorcima

kontrolne grupe ljudi (K), pacijenata sa DM2 (D) ili hipoglikemijom (H)

K (n=32) D (n=32) H (n=17)
Glukoza (mmol/L) 5,1+0,64 11,3 + 0,55* 3,9 £0,24*
Insulin (mU/L) 15+ 4,40 22,8+571* 10,5 + 0,38*
HbAlc (%) 48 +0,61 11,1 +£0,30* 40+0,52
IGFBP-1 (nmol/L) 0,7 + 0,46 0,38 +0,22* 1,17 £ 0,54*

Osobe ukljucene u ovaj eksperiment su imale ocekivane vrednosti i odnose
izmedu ispitivanih parametara (260). Odnos insulina i IGFBP-1 je bio inverzan,

odnosno njihove koncentracije su se menjale u suprotnom smeru (Tabela 4).
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4.4.1 Ispitivanje formi IGFBP-1 metal-afinitetnom hromatografijom kod zdravih

osoba i pacijenata sa DM2 ili hipoglikemijom

Serumi pacijenata sa DM2 ili hipoglikemijom, kao i kontrolni serumi propusteni
su kroz IDA-agarozni gel. Posle elektroforetskog razdvajanja proteina u neredukuju¢im
uslovima (da bi zaostali multimeri), uraden je IGFBP-1 imunoblot, a tipi¢ni rezultati su
prikazani su na Slici 22. Kao $to je ranije ustanovljeno, IDA-agaroza vezuje sve forme
IGFBP-1, ali IGFBP-1 profil u tri vrste uzoraka nije bio identi¢an. Proteini velikih masa
su se slicno kretali u elektricnom polju, kao i dimeri kod zdravih i DM2 pacijenata, dok
je dimer kod pacijenata sa hipoglikemijom putovao dalje duz gela, ukazujuc¢i na moguce
prisustvo drugacijeg molekulskog oblika dimera. Takode, razlika izmedu IGFBP-1
profila je bila i u intenzitetu traka, Sto je ocekivano uzevsi u obzir koncentraciju IGFBP-
1 (Tabela 4). Monomer IGFBP-1 od 30 kDa nije bio vidljiv ni kod jedne od ispitivanih

grupa.
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Slika 22. Neredukujuca elektroforeza i imunoblot sa anti-IGFBP-1 antitelima
nevezanih (n) i vezanih (v) frakcija dobijenih posle IDA-agaroze seruma zdrave osobe

(K), pacijenta sa DM2 (D) i pacijenta sa hipoglikemijom (H)
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4.4.2 Ispitivanje formi IGFBP-1 imunoafinitetnom hromatografijom kod zdravih

osoba i pacijenata sa DM2 ili hipoglikemijom

Za ispitivanje kompleksa IGFBP-1/a2M, koriS¢ena je imunoafinitetna kolona, a
reprezentativni rezultati IGFBP-1 imunoblota za sve tri grupe uzoraka prikazani su na
Slici 23. Elektroforeza je radena u neredukuju¢im uslovima u cilju analize multimera, a

u tom smislu je smanjena i umrezenost gela.
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Slika 23. Neredukujuca elektroforeza i imunoblot sa anti-IGFBP-1 antitelima
nevezanih (n) i vezanih (v) frakcija dobijenih posle IAC seruma zdrave osobe (K),

pacijenta sa DM2 (D) i pacijenta sa hipoglikemijom (H)

U ranijem eksperimentu (Slika 19) konstatovano je da nisu isti multimeri vezani
u kompleksima sa a2M i slobodni u serumu. To se potvrdilo i u ovom eksperimentu
(Slika 23). Proteinski profil za IGFBP-1 kod sve tri grupe sadrzi traku na oko 60 kDa,
nekoliko traka u oblasti izmedu 90 i 100 kDa, kao i traku na startu gela. Traka na oko 60
kDa je prisutna samo u vezanim frakcijama u uzorcima zdravih ljudi i pacijenata sa
DM2, dok je u uzorcima osoba sa hipoglikemijom ona podjednako intenzivna i u
vezanoj i u nevezanoj frakciji (Slika 23). Najznacajnija razlika izmedu grupa javlja se u
regionu 90-100 kDa. Kod zdravih osoba prisutne su dve trake na imunoblotu u vezanoj i

nevezanoj frakciji, pri ¢emu su one mnogo veceg intenziteta u vezanoj frakciji, ali i u
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razli¢itoj proporciji. Kod pacijenata sa DM2, jasno se razlikuju tri proteinske trake: prva
traka sa najvecom molekulskom masom prisutna je skoro u potpunosti u vezanoj
frakciji, druga traka, neSto manje mase, javlja se isklju¢ivo u nevezanoj frakciji, dok se
traka najmanje mase nalazi pretezno u nevezanoj frakciji i u tragu u vezanoj frakciji. U
uzorcima osoba sa hipoglikemijom konstatovana je tre¢a vrsta profila, naime prisutna je
samo jedna proteinska traka, slicnog intenziteta i u vezanoj i u nevezanoj frakciji.

Karakteristicni profil IGFBP-1 kod ispitivanih grupa bi se mogao objasniti kao
posledica post-translacionih modifikacija IGFBP-1, koje bi ukljucivale fosforilovanje,
minimalnu proteolizu i oksidaciju. Molekulske mase multimera u regionu 90-100 kDa
se razlikuju samo u nekoliko kDa. Cinjenica da se deo multimera nalazio u vezanoj
frakciji posle IAC ukazuje na njihovu slabu interakciju sa a2M (odvojili su se od a2M
prilikom pripreme uzoraka za elektroforezu). Kod pacijenata sa DM2, postoji jasno
prisutan jedan oblik multimerasamo u nevezanoj frakciji, $to ukazuje na njegov
specifi¢ni sastav.

Ovaj eksperiment je dokazao postojanje veze izmedu metabolizma glukoze i
post-translacionih promena IGFBP-1, Sto se pokazalo najvidljivije kroz krajnju
oligomerizaciju IGFBP-1 (261). Prisutnost najveceg broja razli¢itih multimernih oblika
kod pacijenata sa DM2 moZe ukazati na eventualno vece uceS¢e IGF sistema u
regulaciji glukoze kod pacijenata sa DM2.

Na kraju, da bi se ispitale i moguc¢e kvantitative/kvaliativne razlike u samom
a2M, Sto bi se moglo odraziti na komplekse IGFBP-1/a2M, uraden je imunoblot sa anti-
a2M antitelima (Slika 24).
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Slika 24. Neredukujué¢a elektroforeza i1 imunoblot sa anti-a2M antitelima
nevezanih (n) i vezanih (v) frakcija dobijenih posle IDA-agaroze seruma zdrave osobe
(K), pacijenta sa DM2 (D) i pacijenta sa hipoglikemijom (H)

U sve tri ispitivane grupe se javila samo jedna proteinska traka na pocetku gela,
koja se po intenzitetu nije razlikovala izmedu uzoraka. Drugim recima, a2M nije Cinilac
koji utice na moguce razlike u IGFBP-1/a2M kompleksima kod osoba sa poremecajem

u regulaciji metabolizma glukoze.

4.4.3 Analiza fragmenata IGFBP-1 metodom SELDI-TOF/MS kod zdravih osoba i

pacijenata sa DM2 ili hipoglikemijom

SELDI-TOF/MS je primenjena za detaljnije ispitivanje formi IGFBP-1 u
vezanim frakcijama posle IAC, poSto su ove frakcije pokazale najvece razlike u
profilima IGFBP-1 izmedu grupa. Specificnost metode je Sto se na reaktivnoj povrsini
na ¢ipu mogu imobilizovati proteini i dalje pratiti njihova interakcija sa ligandima iz
ispitivanih uzoraka. Energija jonizacije je takva da, pored oslobadanja liganda, dovodi i
do njegove fragmentacije. Na pocetku eksperimenta su isprobane dve vrste ¢ipa, za ¢iju
povrsinu su vezana anti-IGFBP-1 antitela: ¢ip sa proteinom G i PS20 cip koji je sadrzao
povrsinske epoksi-grupe. Posle imobilizacije antitela nanete su nevezane i vezane
frakcija posle IAC, kao i pocetni serum. SELDI-TOF maseni deo spektra u oblasti gde

su detektovani signali prikazan je na Slici 25.
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Slika 25. SELDI-TOF maseni spektri nevezanih (n) i vezanih (v) frakcija posle
IAC, kao i pocetnog serumanacipu sa proteinom G (a) i na PS20 ¢ipu (b), na kojima su

imobilizovanaanti-IGFBP-1 antitela

Dobijeni spektri za oba cipa su bili sli¢ni. Kao Sto se sa Slike 25 moze videti, za
IAC vezanu frakciju dobijen je signal istog intenziteta i oblika za nativni IGFBP-1 (m/z
oko 28000). Ovakav rezultat je dao prostora da se koristi bilo koji od ova dva ¢ipa.

Odluceno je da se dalje radi sa PS20 ¢ipom, zbog brze procedure i cene samog cipa.
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Tipiéni maseni spektri, prikazani kao standardni profili i denzitometrijske trake u

opsegu m/z 1-30000, za sve tri grupe ispitanika, dati su na Slici 26.
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Slika 26. SELDI-TOF maseni spektri vezanih frakcija posle 1AC, na PS20
¢ipusa imobilizovanim anti-IGFBP-1 antitelima, prikazani kao standardni profil (a) i
denzitometrijske trake (b) seruma zdrave osobe (K), pacijenta sa DM2 (D) i pacijenta sa
hipoglikemijom (H)
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Na masenim spektrima sve tri grupe uzoraka, maksimumi se javljaju u oblasti
m/z 1-30000. Signali poticu od jednostruko, dvostruko ili trostruko protonovanih
molekulskih vrsta. Inicijalni kompleksi i multimeri IGFBP-1 nisu dali signale na veéim
m/z, drugim re¢ima, doslo je do njihove degradacije u toku jonizacije.Maksimumi koji
se vide na m/z oko 28000, odgovaraju fosfoformama monomera IGFBP-1 (Slika 27).
Ovi signali su bili najintenzivniji kod pacijenata sa DM2 (iako je koncentracija ukupnog
IGFBP-1 bila najmanja u ovoj grupi). U oblasti spektra m/z do 10000, javlja se mnogo
maksimuma koji poticu od IGFBP-1 fragmenata. Uporedivanjem spektara, uocena je
znacajna razlika u intenzitetu maksimuma na m/z 6600 i 9200 izmedu grupa, medutim

zbog velikog broja bliskih fragmenata, nije se mogao precizno tumaciti taj deo spektra.
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Slika 27. SELDI-TOF maseni spektri vezanih frakcija posle 1AC, na PS20 ¢ipu
sa imobilizovanim anti-IGFBP-1 antitelima, prikazani kao standardni profil (a) i
denzitometrijske trake (b) u oblasti m/z 20000-30000 seruma zdrave osobe (K),
pacijenta sa DM2 (D) i pacijenta sa hipoglikemijom (H)
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Ono Sto bi se moglo zakljuciti iz dobijenih spektara je da odnos fosfoformi
IGFBP-1 nije drasticno razli¢it izmedu tri grupe uzoraka, ali da postoje razlike u
stepenu i nacinu fragmentacije IGFBP-1. IGFBP-1 kod pacijenata sa DM2 je u vecoj
meri ocuvan kao monomer, nego kod druge dve grupe ispitanika, Sto verovatno

odraZzava izvesne razlike u strukturi usled promena u metabolizmu glukoze.

4.5 Ispitivanje povezanosti intenzivne fizi¢ke aktivnosti sa promenama IGFBP-1

Intenzivna fizicka aktivnost je pracena ubrzanim metabolizmom glukoze, te je za
ocekivati da se to odrazi i na lué¢enje insulina i IGF-1/IGFBP-1 osu. Objavljeni su radovi
u kojima je saopsteno da bavljenje sportom dovodi do povecéanja koncentracije IGFBP-
1 (77-79, 213), smanjenja (262), a prema nekim autorima nema razlike u odnosu na
osobe koje ne vezbaju (217, 263). Ocigledno je prisutna konfuzija u pogledu odredenih
koncentracija IGFBP-1 i cilj narednih eksperimenata je bio da analizira moguce razloge
za ove kontradiktornosti. Potencijalni uzrok ove neusaglaSenosti jesu razli¢ito
formulisani ELISA testovi, pre svega kvalitet i specifi¢nost antitela koja ulaze u njihov
sastav. Precizno i pouzdano odredivanje koncentracije IGFBP-1, pored dobre
standardizacije, prevashodno zavisi od antitela. Khosravi i saradnici (264) su razvili
nekoliko ELISA testova za odredivanje IGFBP-1, Koriste¢i viSe razli¢itih antitela.
Koncentracije IGFBP-1 u testovima su se razlikovale i po nekoliko puta. Zakljucak je
bio da antitela disproporcionalno prepoznaju razli¢ite fosfoforme i da se, ustvari, mogu
formulisati testovi koji omogucavaju odredivanje nefosforilovanih, odnosno
fosforilovanin IGFBP-1. Dodatni izvor varijacije moze poticati od sposobnosti ELISA
testa da detektuje ostale IGFBP-1 molekulske forme osim monomera, iako proizvodaci
komercijalnih ELISA testova to negiraju. U ovom radu je paralelno odredena
koncentracija IGFBP-1 komercijalnim ELISA testom i proteinski profil IGFBP-1
imunoreaktivnih molekula, kod profesionalnih sportista (fudbalera) i kod neaktivnih
osoba (kontrola).

Serumi fudbalera (i kontrolne grupe) su uzeti rano ujutro, pre pocetka treninga i

nakon no¢nog odmora. Koncentracije biohemijskih parametara, IGF-1 i procenat telesne
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masnoce za sportiste i kontrolnu grupu dati su u Tabeli 5. Statisticki znacajne razlike

izmedu grupa (p<0.05) su oznacene sa *.

Tabela 5. Koncentracije i aktivnosti biohemijskih parametara, IGF-1 i procenat telesne

masnoce kod sportista (S) i kontrolne grupe (K)

S (n=30) K (n=25)
Srednja vrednost + SD

Starost (godine) 22+ 15 23+ 1,4
BMI (kg/m?) 22,3+1,35 22,8+ 2,54
Glukoza (mmol/L) 4,6+ 0,23 4,4+ 0,32
Trigliceridi (mmol/L) 0,7+ 0,35 0,7+ 0,35
Holesterol (mmol/L) 3,8£0,74 4,5+ 0,45
Procenat masnoce (%) 14,9+ 2,73 13,2+ 3,01
Hemoglobin (g/L) 145+ 8,3 159+ 6,5
Albumin (g/L) 48+ 5,3 47+ 2,2
Aspartat aminotransferaza, AST (U/L) 79+ 7,4* 17+ 4,5
Alanin aminotransferaza, ALT (U/L) 29+ 6,2 20 3,5
Kreatin kinaza, CK (U/L) 433+ 163,4* 84+ 25,5
Laktat dehidrogenaza, LDH (U/L) 348+ 56,1* 277+ 37,9
Gvozde (umol/L) 21,0+ 4,62 20,6+ 4,53
Ukupni kapacitet vezivanja gvozda (umol/L) 56,4+ 5,33 57,6% 6,52
Feritin (pmol/L) 173+ 36,1 168+ 27,2
IGF-1 (nmol/L) 48,5+ 16,20* 31,8+ 7,33

Statisticki znacajne razlike u aktivnostima enzima AST, CK i LDH su
ocekivane, zbog veceg rada i brZzeg metabolizma u miSi¢cnom tkivu sportista. |

koncentracija IGF-1 je, takode, bila statisticki zna¢ajno veca kod sportista.

4.5.1 Ispitivanje formi IGFBP-1 kod sportista metodom imunoblota
Proteini seruma, razdvojeni elektroforetski pod neredukuju¢im uslovima, i

podvrgnuti imunoblotu sa anti-IGFBP-1 antitelima, nisu pokazali razlike izmedu

sportista i kontrola. Reprezentativni rezultati su prikazani na Slici 28.
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Slika 28. Neredukujuca elektroforeza i imunoblot sa anti-IGFBP-1 antitelima

proteina seruma zdrave kontrolne osobe (K) i sportiste (S)

Kod obe grupe dobijene su proteinske trake slabog intenziteta na oko 30 kDa
(monomer IGFBP-1), kao i intenzivne trake na oko 60,90 i iznad 100 kDa. U slede¢em
koraku uradena je elektroforeza u redukuju¢im uslovima, uz znatno duzu ekspoziciju
tokom autoradiografije. Ponovila se molekulska promena kao u prethodnim
eksperimentima — molekuli velikih masa su se u najve¢oj meri redukovali do dimera i
monomera. Novina u ovom slucaju je bila intenzivna fragmentacija IGFBP-1 kod

sportista (Slika 29).
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Slika 29. Redukujuc¢a elektroforeza i imunoblot sa anti-IGFBP-1 antitelima

proteina seruma zdrave kontrolne osobe (K) i sportiste (S), oblast do 30 kDa

Kao Sto se sa Slike 29 vidi, prisutni su bili fragmenti oko 21 i 9 kDa. Statisticka
obrada denzitometrijskih podataka (DJ) je pokazala da je intenzitet traka koje poticu od
fragmenata IGFBP-1 znacajno veci kod sportista nego kod kontrola, dok su intenziteti
traka koje poti¢u od monomera IGFBP-1 bili sli¢ni kod obe grupe (Tabela 6). U zbiru,
ukupna koli¢ina IGFBP-1 (intaktni i fragmentisani molekuli) je bila zna¢ajno veca kod
sportista nego kod kontrola. U Tabeli 6 su date i koncentracije IGFBP-1 odredene

ELISA testom, po kojima nije bilo razlike izmedu grupa.

Tabela 6. Koncentracija IGFBP-1 i relativna kolicina monomera i fragmenata IGFBP-

1u serumima sportista (S) i kontrolne grupe (K)

S (n=30) K (n=25)
Koncentracija IGFBP-1 (nmol/L) 0,3+0,16 0,2+0,13
IGFBP-1 monomer, 30 kDa (DJ) 7119 73£3
IGFBP-1 fragment, 21kDa (DJ) 28+2* 3+1
IGFBP-1 fragment, 9 kDa (DJ) 119+4* 4342
Ukupni IGFBP-1 (DJ) 218+14* 11948
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Zakljucak koji se namece je da je ukupna koncentracija IGFBP-1 zaista
povecana kod sportista, ali je povecan i stepen njegove proteolize. Nastali fragmenti, po
svoj prilici nisu bili prepoznati u ELISA testu koji smo Koristili. Ukoliko se uporede
denzitometrijski podaci za pojedine forme IGFBP-1, vidi se da je intenzitet fragmenta
od 9 kDa veci od intenziteta monomera od 30 kDa. To bi znacilo da ELISA testovi, koji
makar u maloj meri prepoznaju fragmente, mogu dati znacajno razli¢ite rezultate od
onih testova koji prepoznaju samo monomer.

Kao i u prethodnom eksperimentu, uraden je imunoblotsa anti-a2M antitelima
(Slika 30). Prepoznati su samo proteini velike molekulske mase na startu gela, a
denzitometrijska analiza nije ukazala na postojanje razlike izmedu grupa.Drugim
re¢ima, koncentracija a2M u cirkulaciji sportista se nije znacajno promenila usled

napornih vezbi i treninga.
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Slika 30. Neredukujuc¢a elektroforeza i imunoblot sa anti-a2M antitelima

proteina seruma zdrave kontrolne osobe (K) i sportiste (S)
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4.5.2 Ispitivanje formi IGFBP-1 kod sportista imunoafinitetnom hromatografijom

lako u uzorcima seruma sportista nisu nadene razlike u koncentraciji a2M u
odnosu na kontrole, ipak su bile moguce razlike u kompleksima IGFBP-1/a2M, $to je
dalje ispitano metodom IAC. Nakon elektroforeze u neredukuju¢im uslovima, uraden je
imunoblot sa anti-IGFBP-1 i anti-a2M antitelima (Slike 31 i 32).
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Slika 31. Neredukujuca elektroforeza i imunoblot sa anti-IGFBP-1 antitelima
nevezanih (n) i vezanih (v) frakcija dobijenih posle IAC seruma zdrave kontrolne osobe
(K) i sportiste (S)

IGFBP-1 profili u IAC nevezanoj i vezanoj frakciji seruma sportista bilisu sli¢ni
kao profili kontrolnih seruma, s tim da je intenzitet traka u vezanoj frakciji bio jaci u

uzorcima sportista (5to je u skladu sa ve¢om koncentracijom IGFBP-1).
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Slika 32. Neredukuju¢a elektroforeza i imunoblot sa anti-o2M antitelima
nevezanih (n) i vezanih (v) frakcija dobijenih posle 1AC seruma zdrave kontrolne osobe
(K) i sportiste (S)

Imunoblot sa anti-a2M antitelima potvrdio je sli¢no prisustvo a2M u obe grupe
uzoraka, te bi se moglo pretpostaviti da je i koncentracija IGFBP-1/a2M sli¢na. Ako se
uzme u obzir fizioloSka koncentracija IGFBP-1, koja je u nmol/L i a2M, koja je u
pmol/L (265), moZe se pretpostaviti da stvaranje kompleksa prevashodno zavisi od
IGFBP-1. Kod sportista, razlike u IGFBP-1/a2M kompleksima ili nema u odnosu na

neaktivne osobe, ili su one vrlo male i ne mogu se detektovati primenjenim metodama.

4.5.3 Ispitivanje aktivnosti MMP-9 metodom Zelatiniske zimografije

Posto je ve¢ konstatovana intenzivna fragmentacija IGFBP-1 kod sportista, u
nastavku eksperimenta smo Zeleli da indentifikujemo enzim koji bi mogao biti
odgovoran za to. Poznato je da je povecana miSi¢na aktivnost pracena aktivacijom
matriksnih metaloproteaza, koje ucestvuju u degradaciji proteina u vancelijskom
matriksu (220). NaSa pretpostavka je bila da bi do povecane fragmentacije IGFBP-1 kod
sportista moglo do¢i usled dejstva neke od MMP. Razli¢ite MMP proteolizuju IGFBP-1
daju¢i fragmente razlicitih masa. Posto su zelatinaze kao podgrupa (MMP-2 i MMP-9)
Sirokog spektra delovanja, uradena je Zelatinska zimografija. Tipi¢ni rezultati su

prikazani na Slici 33. Na zimogramu su uocene dve bistre oblasti na 82 i 92 kDa, koje
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odgovaraju dvema formama MMP-9. Aktivnost obe forme MMP-9 je bila znacajno

veca kod sportista nego kod kontrola (Tabela 7).

Slika 33. Zelatinska zimografija seruma kontrolne osobe (K) i sportiste (S)

Tabela 7. Relativna enzimska aktivnost MMP-9 u serumu sportista (S) i kontrola (K)

S (n=30) K (n=25)
MMP-9, 92 kDa (DJ) 55+4,1* 32432
MMP-9, 82 kDa (DJ) 36+4,0* 1242,9

Literaturnom pretragom je naden podatak da MMP-9 proteolizuje IGFBP-1 na
mestu Lys***/Lys*®, daju¢i C-terminalni fragment mase 9 kDa (181). Posto su rezultati
imunoblota identifikovali fragment od 9 kDa kao glavni, moze se sa velikom
verovatnocom smatrati da je MMP-9 (mada moZda ne i jedina) proteaza odgovorna za

povecanu degradaciju IGFBP-1 kod sportista (266).
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45.4 Analiza fragmenata IGFBP-1 metodom SELDI-TOF/MS kod sportista i

neaktivnih osoba

Intenzivno bavljenje sportom dovodi do promeneu aktivnosti kinaza i fosfataza
koje reguliSu stepen fosforilovanja proteina (267, 268). Takode Se povecava stvaranje
reaktivnih jedinjena kiseonika i drugih slobodnih radikala, koji izazivaju neenzimske
modifikacije proteina, od kojih je oksidacija najznacajnija (269, 270). Male promene u
strukturi proteina se teSko mogu detektovati elektroforetskim metodama, te je MS
metoda izbora (267). Kao Sto je ranije objasnjeno, SELDI-TOF/MS obuhvata
interakciju uzorka sa reaktivnim ¢ipom i jonizaciju/fragmentaciju. Ukoliko dode do
promene u strukturi proteina usled post-translacionih modifikacija, za o¢ekivati je da ¢e
se promeniti fizicko-hemijske karakteristike molekula, ukljucuju¢i reaktivnost. U ovom
eksperimentu su postavljene slede¢e kombinacije: a) PS20 ¢ip sa imobilizovanim anti-
IGFBP-1 antitelima — serum, b) PS20 ¢ip sa imobilizovanim anti-IGFBP-1 antitelima —
IAC vezana frakcija, c¢) ¢ip Q10 anjonski izmenjivac - IGFBP-1 izolovan
imunoprecipitacijom, d) CM10 Kkatjonski izmenjivac - IGFBP-1 izolovan
imunoprecipitacijom i ) IMAC30 &ip sa vezanim Fe** jonima — IGFBP-1 izolovan
imunoprecipitacijom. Najintenzivniji signali su bili u intervalu m/z 6000-10000.
Reprezentativni rezultati su prikazani kao denzitometrijske trake na Slici 34.
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Slika 34. SELDI-TOF maseni spektri seruma na PS20 cipu sa imobilizovanim
anti-IGFBP-1 antitelima (a), IAC vezanih frakcija na PS20 ¢ipu sa imobilizovanim anti-
IGFBP-1 antitelima (b), kao i izolovanog IGFBP-1 na Q10 (c), IMAC30 (d) i CM10
¢ipu (e) — serumi zdrave kontrolne osobe (K) i sportiste (S). Negativna kontrola na PS20

¢ipu je prikazana na dnu slike (f). Brojevima su oznacéeni najintenzivniji signali
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PS20 ¢ip sa imobilizovanim anti-IGFBP-1 antitelima je koriS¢en za direktno
ispitivanje IGFBP-1 iz uzoraka seruma (Slika 34a). Trostruko protonovan oblik IGFBP-
1 je bio prisutan u svim uzorcima na m/z 7800. Karakteristi¢an triplet je uocen kao i u
SELDI-TOF spektrima u prethodnom eksperimentu, na m/z 6400, 6600 i 6800.
Maksimum na m/z 9300 viden je samo u spektrima seruma sportista. U prethodnom
eksperimentu, ovaj maksimum je uocen samo kod pacijenata sa DM2. Znacajno
smanjen intenzitet signala na m/z 6600 i 6800 potvrden je statistickom analizom.
Dodatno, svi signali u oblasti m/z 6000-8000 su bili pomereni ka nizim masa u
spektrima seruma sportista.

Isti ¢ip sa imobilizovanimanti-IGFBP-1 antitelima koriS¢en je za ispitivanje
IGFBP-1/02M kompleksa iz vezanih frakcija posle IAC (Slika 34b). U svim uzorcima
su detektovana tri signala na m/z 8200, 8600 i 8900, ¢iji se intenziteti nisu razlikovali
izmedu sportista i kontrola.

Za ispitivanje hemijske reaktivnosti, IGFBP-1 je izolovan imunoprecipitacijom
sa anti-IGFBP-1 antitelima i analiziran na ¢ipovima sa razli¢itim povrSinama. Q10 ¢ip je
koriS¢en da bi se ispitala interakcija negativno naelektrisanih grupa IGFBP-1 (Slika
34c). Najizrazeniji signal je poticao od trostruko protovanog IGFBP-1 na m/z 7800.
Kod seruma sportista se javio joS jedan signal na m/z 8200, dok su se kod kontrolnih
uzoraka javili dodatni signali na m/z 7900, 8100 i 8200.

Maseni spektri dobijeni na IMAC30 cipu su bili vrlo sli¢ni za obe grupe i
sadrzali susignal za trostruko protonovani IGFBP-1, kao i dva signala za fragmente na
m/z 8200 i 8600 (Slika 34d). Kod uzorka sportista javio se i dodatni slab signal na m/z
6800.

CM10 cip je koriS¢éen za ispitivanje pozitivno naelektrisanih grupa IGFBP-1
(Slika 34e). U svim masenim spektrima subili prisutni signali na m/z 7800, 8100, 8200,
8600 i 9300, a signal na m/z 9300 je bio znacajno jaci kod uzoraka sportista u odnosu na
kontrole.

Na osnovu dobijenih spektara ne moze se sa sigurnoS¢u znati koje su se
strukturne promene IGFBP-1 dogodile kao posledica intenzivnog vezbanja, ali razlike
izmedu dve grupe uzoraka postoje. Berg i saradnici su objavili da se povecava udeo
fosforilovanog IGFBP-1 tokom fizi¢ke aktivnosti (213), mada je mehanizam regulacije

odnosa izoformi IGFBP-1 kod sportista nepoznat. Ovo je, ujedno, jedini rad u kome se
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spominju post-translacione modifikacije IGFBP-1 kao posledica profesionalnog
bavljenja sportom (265). Najveca razlika u reaktivnosti IGFBP-1 uoc¢ena je na ¢ipovima
sa anjonskim i katjonskim aktivnim povrSinama, Sto bi moglo da ukaze na promenu u
naelektrisanju jednog dela sekvence IGFBP-1 kod sportista u odnosu na kontrolnu
grupu. Posto negativno naelektrisane fosfatne grupe interaguju sa pozitivno
naelektrisanom povrSinom, promene u spektru koje su uoc¢ene na Q10 ¢ipu bi mogle biti
posledica razlike u stepenu i/ili polozaju fosforilovanja IGFBP-1 kod sportista.

Gotovo identicni spektri IAC vezanih frakcija kod obe grupe ispitanika (Slika
34b), koji su ujedno razliciti od ostalih spektara, mogli bi uputiti na hipotezu da se
forme IGFBP-1 u kompleksu ipak razlikuju od slobodnih molekula, ali da nema razlike

izmedu uzoraka sportista i onih koji ne vezbaju.

4.6 Ispitivanje povezanosti pusenja sa promenama IGFBP-1

Epidemioloske studije su pokazale da je puSenje dodatni faktor rizika od
komplikacija kod pacijenata sa DM2, kao i da je kod puSaca koncentracija slobodnih
radikala povec¢ana. Kako su slobodni radikali uzroc¢nici oksidativnih promena u
proteinima, a za IGFBP-1 smo konstatovali da je u normalnim fizioloSkim uslovima
podlozZan oksidativnoj oligomerizaciji, u ovom poslednjem eksperimenu smo Zeleli da
ispitamo moguci uticaj puSenja na post-translacione promene IGFBP-1. Dodatni motiv
za ovo istrazivanje je podatak da se aktivnost transglutaminaze menja u stanju
oksidativnog stresa. Pokazano je, naime, da inhibicija transglutaminaze ima zastitnu
ulogu u brojnim neurodegenerativnim poremecajima izazvanim oksidativnim stresom,
jer se sprecava stvaranje polimera patogenih supstrata (271).

Za ispitivanje profila IGFBP-1 kod puSaca uzeti su uzorci seruma osoba koje
intenzivno konzumiraju cigarete duzi niz godina, a kod kojih nisu do sada uoceni
metabolicki poremecaji. Podaci o osnovnim biohemijskim i hematoloSkim parametrima
dati su u Tabeli 8.
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Tabela 8. Koncentracije i aktivnosti biohemijskih parametara kod kontrolne grupe

nepusaca (K) i pusaca (P)

Glukoza (mmol/L)

Trigliceridi (mmol/L)

Holesterol (mmol/L)

Hemoglobin (g/L)

Albumin (g/L)

Aspartat aminotransferaza, AST (U/L)
Alanin aminotransferaza, ALT (U/L)
Gvozde (umol/L)

Urea (mmol/L)

Kreatinin (umol/L)

Proteini (g/L)

Eritrociti (10*/L)

IGFBP-1 (nmol/L)

K (n=15)

4,5+0,27
15+0,31
4,7+0,21
146 + 5,3
48 + 2,7
17+51
21+4,6
22,0+ 3,57
6,4+1,11
88 +6,6
75+34
5,6+0,77
0,7+0,46

-

kDa

— 97

— 66

— 45

— 31

— 21

P (n=15)

4,7+0,44
1,7+ 0,78
4,8+0,42
144 +6,9
46 + 2,5
18 +3,5
20+4,5
20,4+ 3,51
6,6+ 1,34
90+7,1
73+ 4,2
5,3+0,85
0,8 £0,53

Slika 35. Neredukujuca elektroforeza i imunoblot sa anti-IGFBP-1 antitelima

seruma kontrolne osobe nepusaca (K) i puSaca (P)
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U ovom eksperimentu su, pre svega, poredeni oligomeri IGFBP-1. Proteini su
razdvojeni elektroforezom u neredukuju¢im i redukuju¢im uslovima i podvrgnuti

imunoblotu sa anti-IGFBP-1 antitelima. Rezultati imunoblota su prikazani na Slikama

351 36.

kDa
—
a — 97
— 66
T —
— 45
*e
- -
— 21
— 14
K P

Slika 36. Redukujuca elektroforeza i imunoblot sa anti-IGFBP-1 antitelima

seruma zdrave kontrolne osobe nepusaca (K) i puSaca (P)

Rezultati su pokazali prisustvo istih formi IGFBP-1 kod nepuSaca i puSaca, kako
u pogledu molekulskih masa, tako i u pogledu njihove relativne zastupljenosti
(intenzitet traka). Na osnovu ovih podataka, moglo bi se zakljuciti da puSenje ne utice
na stvaranje IGFBP-1 oligomera, bilo oksidativnim putem ili posredstvom

transglutaminaze.
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5. ZAKLJUCCI

Izolovanje IGFBP-1 iz amnionske te¢nosti i citosola placente, pomocu tri sukcesivne
hromatografije, se pokazalo nedovoljno efikasnim. Veci prinos IGFBP-1 dobijen je iz
uzorka citosola, nego iz uzorka amnionske tecnosti, ali i dalje nedovoljno (ispod 1%).

Od cetiri komercijalno dostupna anti-IGFBP-1 antitela (proizvoda¢a DSL, GroPep,
Santa Cruz, AbD Serotec), najboljim su se pokazala antitela proizvodaca Santa Cruz i
AbD Serotec. Antitela pomenutih proizvodaca prepoznavala su sve molekulske forme
IGFBP-1, nisu unakrsno reagovala sa drugim IGFBP molekulima i imala su minimalne
nespecificne interakcije.

Primenom metal-afinitetne hromatografije nisu se mogle razdvojiti razlicito
fosforilovane forme IGFBP-1, poSto su se sve vezivale za matriks. Imunoafinitetnom
hromatografijom sa imobilizovanim anti-a2M antitelima postiglo se izvesno razdvajanje
formi IGFBP-1. Kompleksi IGFBP-1/a2M su se vezivali za matriks, dok je monomer
IGFBP-1 pretezno ostao nevezan. Pokazalo se da komplekse sa a2M formiraju i
monomer i multimeri IGFBP-1. Redukcijom veza u kompleksima, kao dominantna vrsta
oslobodio se dimer IGFBP-1. Primenom lektinske hromatografije potvrdeno je da su
serumske IGFBP-1 forme masa 60-100 kDa multimeri IGFBP-1. Za lektine su se vezali
samo kompleksi IGFBP-1/a2M. lzuzetak je uo¢en kod Con A hromatografije, u kojoj je
IGFBP-1 reagovao sa lektinom. Interakcija je zavisila od prisustva jona Ca**, Mg i
Mn%*. Ovaj rezultat upuéuje na pretpostavku da bi IGFBP-1 mogao biti mimetik u
fizioloSkim uslovima za strukture koje prepoznaju manozne saharide.

Dimerni i multimerni oblici IGFBP-1, osim u tkivima gde nastaju dejstvom
transglutaminaze, postoje i u cirkulaciji, sto je zaklju¢ak do koga se doslo u okviru ove
doktorske teze. Deo ovih multimera je stabilan u redukujucoj sredini, a deo ne. 1z toga
se moze zakljuciti da multimeri u cirkulaciji poticu iz dva procesa: oksidacije i
transglutaminacije. Posto oligomeri IGFBP-1 ne vezuju ili vezuju u tragu ligande,
oligomerizacija bi se mogla smatrati jednim od mehanizama za kontrolu biodostupnosti
IGF molekula.

Postoji uska povezanost IGFBP-1 sa metabolizmom glukoze. Kod osoba sa

poremecajem u metabolizmu glukoze, kao $to su diabetes mellitus i hipoglikemija,
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menjaju se koncentracije i strukturne karakteristike IGFBP-1. Najintenzivnije post-
translacione promene IGFBP-1 se javljaju kod pacijenata sa dijabetesom tip 2, a
najkarakteristicnije su one na nivou multimera masa oko 100 kDa. Prisutnost veceg
broja razlic¢itih oblika IGFBP-1 kod ovih pacijenata ukazuje na potencijalno vece ucecée
IGF sistema u regulaciji koncentracije glukoze kod dijabeticara. Takode, postoje
izvesne razlike u odnosu fosfoformi IGFBP-1 kod zdravih osoba i ispitivanih grupa, kao
I u nacinu njihove fragmentacije. Dijabetes i hipoglikemija ne uticu znac¢ajno na udeo
IGFBP-1 u kompleksima sa a2M.

Profesionalno bavljenje sportom, takode, dovodi do promene u koncentraciji i strukturi
IGFBP-1. Koncentracija ukupnog IGFBP-1 raste kod sportista ali, usled povecane
proteolize, ne menja se znacajno udeo monomera, ve¢ IGFBP-1 fragmenata. Glavni
fragment IGFBP-1 u serumu sportista je mase 9 kDa i, verovatno, nastaje kao posledica
povecane aktivnosti matriksne metaloproteaze 9. U okviru ove teze je prvi put ukazano
na MMP-9 kao IGFBP-1 proteazu kod sportista. Primenom masene spektrometrije
detektovana je izmenjena reaktivnosti IGFBP-1 kod sportista na ¢ipovima sa razli¢itim
jonoizmenjivackim  povrSinama, ukazuju¢i na promenu u fizicko-hemijskim
karakteristikama IGFBP-1.

PuSenje, kao uzrocnik stvaranja slobodnih radikala i dodatni faktor rizika od vaskularnih
komplikacija kod dijabeticara, prema dobijenim rezultatima, nije od uticaja na
oligomerizaciju (oksidaciju) IGFBP-1 u cirkulaciji.

Na kraju, opsti zakljuc¢ak bi bio da promene u metabolizmu glukoze, bez obzira da li su
izazvane poremecajima ili pove¢anom potrebom za glukozom, dovode do promene u
koncentraciji i strukturi IGFBP-1, $to se u najvecoj meri iskazuje kroz izmenjenu
oligomerizaciju i proteolizu IGFBP-1. Proces stvaranja kompleksa IGFBP-1 sa a2M je
najotporniji na uticaje. PoSto oligomeri i fragmenti IGFBP-1 uglavhom ne vezuju IGF,
redistribucijom IGFBP-1 izmedu viSe razlicitih molekulskih formi, u uslovima
izmenjenog metabolizma glukoze, moZe se znatno uticati na stepen vezivanja/slobode

IGF, odnosno na unutar-¢elijski transport i koris¢enje glukoze.
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U3jaBa o ayTopcTBY

MoTtnucanun-a _ [lparaHa b. JlaryHUnH

6poj ynuca __23/2008

UsjaB/byjem
03 je LOKTOPCKa AncepTaumja noa Haca0BOM

MpomeHa cTpyKType u peakTuBHocTH Besyjyher npotenHa 1 3a pakrope pacrta camuHe

MHCYAUHY Kao nocaeauua metabonmsma raykose

® pe3ynTat concrBeHor NCTpa*KmBaykor paja,

e [Oa npeasioXeHa AgucepTaumja y UENMHM HU Yy [AeNoBUMMa Huje 6una npeasioxeHa 3a
pobujatbe  6uMNoO  Koje AunAome npema  CTYAMjCKMM  MporpamMmma  Apyrux
BMCOKOLLIKO/ICKMX YCTaHOBa,

® [Aa Cy pe3ysiTaTh KOPEKTHO HaBedEHN U

e [a HMCaAm KpluMO/na ayTopcKka npaBa M KOPUCTMO MHTENEKTyanHy CBOjUHY APYrux
nvua.

MoTnuc AOKTOpaHAA

Y beorpagy, 14.07.2014.

_<:.J-",‘r L\ rh 9 Ol




N3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMaHe U
eJIeKTPOHCKe Bep3unje AOKTOPCKOr

paga

MUme n npesmme aytopa AparaHa JlaryHuuH

Bbpojynuca __ 23/2008

Ctyamjckm nporpam JokTop Broxemujckmx HayKa

Hacnos paga ___MpomeHa CTpyKType u peakTMBHocTU Besyjyher npotenHa 1 3a ¢pakTope
pacTa cAuYHe UHCYUHY Kao nocseaunua meraboavsma raykose

MeHTop _ ap Jby6a Manauh wn ap Onrmua Heamh

Motnmncann _ [AparaHa JlaryHUuH

M3jaBsbyjeM 4a je WwTamnaHa Bep3uja MOr AOKTOPCKOr paja WUCTOBETHA eNeKTPOHCKO] Bep3ujm
Kojy cam npegao/na 3a ob6jaB/bMBarbe Ha nopTany JurutanHor penosutopujyma
YHusepsuterta y beorpaay.

[os3Bo/baBam ga ce objaBe MOjU NMYHWM Mofaum Be3aHW 3a Aobujarbe aKaJeMCKOr 3Bakba
[OKTOpPa HayKa, Kao WTo Cy MMme 1 npe3ume, roamHa u mecto poferba 1 gatym oabpaHe pasa.

OBM NMYHKM MoZauM mory ce 06jaBUTM Ha MpPEXHUM CTpaHWUamMa AurutanHe 6ubnvoteke, y
€/IeKTPOHCKOM KaTasiory vy nybavKkaumjama YHuBsep3auteTa y beorpagy.

MoTtnuc gokTopaHAaa

Y beorpagy, _ 14.07.2014.




U3jaBa o0 kKopuwhewy

Osnawhyjem YHuBep3utetcky 6ubamnoteky ,Cseto3ap Mapkosnh® pa y [AurutanHu
peno3utopujym YHuBep3suTeTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AuUcepTaLmjy No4 HaC/lI0BOM:

MpomeHa cTpyKType n peakTuBHOCTU Be3yjyher npotenHa 1 3a pakTope pacta camuHe

UHCY/ZIMHY Kao nocneauua meTtaboansma rnyKkose

KOja je Mmoje ayTopCcKo aeno.

OncepTtaumjy ca cBMm npuaosMma npeaao/na cam y eneKkTpoHckom ¢dopmaTty morogHom 3a
TpajHO apxMBMparse.

Mojy [OOKTOpPCKY AucepTauujy noxparbeHy y [AurutanHu penosutopujym YHusepsuteTa y
Beorpagy mory ga Kopucte CBM Koju nowTyjy oapeabe cagprkaHe y ogabpaHom TUNy AvLeHLUe
KpeaTtueHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogny4uno/na.

@AyTOpCTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLUjaaHO
3. AyTopcTBO — HEKOMepLuMjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaIHO — AeNNTU NOJ, UCTUM YCI0BMMA
5. AytopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpPCTBO — AE€/MUTU NOA, UCTUM YC0BMMA

(Monumo Aa 3a0KpyKuTe camo jeHy oA WwecT noHyheHmx AMueHLM, KpaTak onuc AMueHum aat
je Ha nonehuHum nucra).

MoTnuc aoKTOopaHAa

Y beorpagy, _ 14.07.2014.




1. AyTtopctBO - [Jo3BO/baBaTe YMHOMKaBarbe, AMCTPUOYLMjy M jaBHO caonwTaBatbe gena, u
npepaze, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTopa MAM gasaoua
ANLEHLE, YaK M Y KomepunjanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHMja o4 CBMX IULLEHUM.

2. AyTtopctBO — HeKomepuwujanHo. [lo3Bo/baBaTe YMHOMKaBakbe, AUCTPUOYLM)Y M jaBHO
caonwTaBarbe Aena, M npepage, ako Ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH opf cTpaHe
ayTopa nau gasaoua nvueHue. OBa fMUeHLa He f03BO/baBa KoMepLmjaaHy ynotpeby aena.

3. AyTopCTBO - HeKomepLumjanHo — 6e3 npepage. [lo3Bos/baBaTe YMHOXKaBarbe, AUCTPUBYLNjY U
jaBHO caonwTaBake fena, 6e3 npomeHa, npeobankoBarba UaM ynotpebe aena y cBom aeny,
aKo Cce HaBede MMe ayTopa Ha HauMH oapeheH og cTpaHe ayTopa WKW Aasaoua AuueHue. Osa
NMUeHLA He O03BO/baBa KomepuujanHy ynotpeby gena. Y ogHOCY Ha CBe OCTaje JIMLEHLE,
O0BOM JIMLLEHLLOM Ce orpaHMyaBa Hajsehn obum npasa Kopuwhera gena.

4. AYTOPCTBO - HEKOMEpPUMjanHO — AEUTU NOA UCTUM YC0BMMa. [J03BO/baBaTe YMHOKaBakbe,
AncTprbyumjy 1 jaBHO caonwuTaBakbe Aefa, M Npepaae, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH
oppeheH oa cTpaHe ayTopa MAKM AaBaolia JNLLEHLE M aKo ce npepasa ACTpubympa nog UCTom
AW CAnYHOM aunueHuom. OBa /iMUEHUA He [03BO/baBa KomepuujanHy ynoTtpeby gena u
npepaaa.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [o3Bo/baBaTe YyMHOXaBakbe, AUCTPUOYLMjy U  jaBHO
caonwTaBare aena, 6e3 npomeHa, npeobankoBara Uam ynotpebe gena y ceom geny, ako ce
HaBeZe MMe ayTopa Ha HauuMH oapeheH of cTpaHe ayTopa WMAM AaBaoua auueHue. OBa
JIMLLeHU,A J,03B0O/baBa KOMepLUjaaHy ynotpeby aena.

6. AyTtopcTBO - genutm nog WUCTMM  ycroBuma. [lo3BosbaBaTe YMHOXaBahse,
ancTpnbyumjy n jaBHO caonwitaBakwe Aena, U npepage, ako ce HaBee MMe ayTopa Ha
HayuH ofdpeheH o CcTpaHe ayTtopa wnu Jasaoua nuueHLe W ako ce npepaga
anctpnbympa nog WCTOM unu  cnuyHoMm nuueHuom. OBa nuueHua [o3Borbasa
KomepuujanHy ynotpeby gena w npepaga. CnuyHa je codTBEpCKUMM nuueHLama,
OOHOCHO nuueHLamMa OTBOpPEeHOor Koaa.
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