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1. Einleitung

.Bone Morphogenetic Proteins“ (BMPs) einschliellider ,Growth and Differentiation
Factors* (GDFs) bilden die BMP-Familie, die TeilrdeEGH3-Superfamilie ist. Sie wurden
von Urist als Induktoren der ektopischen Knochehinp entdeckt (1). Dartber hinaus sind
BMPs an der Musterbildung, an der Organogenesdegmpielsweise Herz, Lunge und Niere,
an der Skelettbildung und Homoostase von Knorpad #mochen beteiligt (2-4). Sie
regulieren dabei die Proliferation, Differenzierwnyd Migration verschiedener Zelltypen.
Das breite Wirkungsspektrum der BMPs/GDFs basieft den Uber 20 verschiedenen
Liganden, die zur BMP-Familie gehoren. Sie formemid- und Heterodimere, binden mit
unterschiedlicher Affinitat an die BMP- und Co-Rpiwegen sowie BMP-Antagonisten und
aktivieren dadurch unterschiedliche Signalwege.dobhen und Fehlregulationen der daran
beteiligten Komponenten verursachen u. a. Krebsskwéare Erkrankungen, Skelett-

fehlbildungen und Osteoporose (zusammengefasStd))(

1.1. BMP-Liganden

Die BMP-Monomere enthalten sechs konservierte @ystelurch die sie drei intramolekulare
Disulfidbricken, den Cystin-Knoten bilden. Diesencsifir die Stabilitit des Monomers
verantwortlich. Ein weiteres Cystein ist an derdBilg einer intermolekularen Disulfidbriicke
beteiligt, so dass die BMPs, mit Ausnahme von GDGEBF9 oder GDF9B (9,10). Homo-
oder Heterodimere bilden. Die Heterodimere BMP2/BBMPBMP2/BMP7 sowie
BMP4/BMP7 zeigen eine hthere Signalaktivitat aks jeweiligen Homodimere und férdern
verstarkt die Differenzierung der Osteoblasten sodie Knorpel- und Knochenbildung (11-
14).

Die Kristallstrukturen zeigen, dass sich die Dimeosn BMP2, BMP6, BMP7, BMP9 und
GDF5 (15-17) ahneln. Sie formen eine schmetterdéihgche Struktur, die nach Rotation um
die X-Achse zwei linken Handen ahnelt (Abb. 1.1wex ,Finger* werden von derp-
Faltblattern zweier antiparallel@rFaltblatt-Strange gebildet. Die konvexe Oberfladeef-
Faltblatt-Strange eines BMP-Monomers ist mit denbéreln vergleichbar und wird als
.knuckle“-Epitop bezeichnet. Das ,Handgelenk®, dagist*-Epitop, liegt zwischen den-
Helix des einen und der konkaven Seite pi€altblatter des anderen BMP-Monomers. (Abb.

1.1). Der ,Daumen® entspricht dem N-Terminus des”BMonomers.

11



H
Rotational axisifor symmetry

Abb. 1.1 Struktur des BMP2- und des GDF5-Dimers gaimden an BMPRI

A) Abgebildet ist der tetramere Komplex aus BMRBDimer (gelb und blau) und zwei extrazellularen
Doménen des BMPRIA (griin). Das Modell wurde entlaieg X-Achse um 90° gedreht, so dass ,wrist*- und
~knuckle“-Epitop gut sichtbar sind. B) DargestaBt der tetramere Komplex des GDIg5-Dimer (blau und
grun) mit zwei extrazellularen Doméanen des BMPRIi8t)(in zwei unterschiedlichen Ansichten. Zusatzlic
wurde in der rechten Abbildung das ,knuckle“-Epgdpervorgehoben. Abbildungen modifiziert nach (6p,1

BMPs/GDFs werden als Vorlaufer-Protein bzw. PrépRotein exprimiert. Es besteht aus
einem N-terminalen Signalpeptid, einem Propeptid dem reifen C-terminalen Peptid. Das
Pra-Proprotein gelangt durch das Signalpeptid zadoglasmatischen Reticulum (ER). Beim
Transport durch das ER oder den Golgi-Apparat wid Propeptid durch Convertasen wie
z.B. Furin oder SPC (Subtilisin-like-Proprotein-@ertase) am Erkennungsmotiv ,RXXR*

abgespalten (18-20). Die meisten BMPs werden dis, raktive Homo- oder Heterodimere

sekretiert. BMP7, BMP9/GDF2 und GDF8/Myostatin bk mit ihren Proproteinen

assoziiert und sind trotzdem biologisch aktiv (2)-ZExtrazellular kann die Aktivierung der

Signalwege durch die Propeptide oder durch Inteyaknit diesen inhibiert werden (25,26).

Einige BMPs sind glycosyliert und werden deshallydoeugt von einem bestimmten

Rezeptor gebunden. So ist die Glycosylierung de®B8Mm Asparagin 73 beispielsweise flr
die Interaktion mit dem Activin-Rezeptor Typ | (&) notwendig (27).

Die biologische Funktion einzelner BMPs konnte @iuzahlreichen Studien mit ,knock out"-

Mausen und die Charakterisierung humaner Phanotgpégeklart werden. Sie sind fur die

12



im Rahmen dieser Arbeit untersuchten BMPs, BMP2, PBM GDF5, und die stark
homologen Subgruppenmitglieder BMP4 und BMP7 inTaaselle 1.1 aufgefuhrt.

Tab. 1.1 Funktionen ausgewdahlter BMPs sowie Phangtgn der ,knock out“-Mause und humane
Phéanotypen

AuRerdem werden die Kennnummern der BMPs in deeribainken ,Mouse genome Informatics” (MGI) und
,Online Mendelian Inheritance in Man“ (OMIM) genann

BMPs  Funktion .knock out‘-Maus humane Phanotypen
BMP2 Dbeteiligt an der BMP2" geringe Knochendichte,
Entwicklung von Herz Tod zwischen E7.5-9 durch osteoporotische Frakturen,
und Extremitaten Fehlbildung des Amnions  Spalten in Mund-/
(Regulation der und des Herzens Kieferbereich
Fingeranzahl, Apoptose(MGI: 88177) (OMIM 112261)
in den Fingerzwischen-
rdumen, Osteogenese,
Gelenkentwicklung),
Frakturheilung
BMP4  beteiligt an BMP4": Fehlbildungen und
Neurogenese, friher Tod wahrend der Entwicklungsstérungen der
Entwicklung der Embryogenese, Fehler bei  Augen, Spalten in Mund-/
Extremitaten und des der Differenzierung des Kieferbereich
Skeletts, der Augen,  Mesoderms; (OMIM 112262)
Nieren, Frakturheilung BMP4":
Fehlentwicklungen des
Nervensystems, der
Extremitaten, des Skeletts,
der Augen und der Nieren
(MGI: 88180)
BMP6  Dbeteiligt an BMP6': bisher keine bekannt (OMIM
Osteogenese, verzogerte Ossifikation des 112266)

Frakturheilung und

Eisenhomdostase

Sternums, Hdmochromatose

(MGI: 88182)

13



BMP7  Dbeteiligt an BMP7": bisher keine bekannt (OMIM

Osteogenese, Tod kurz nach der Geburt; 112267)
Entwicklung der Augen zahlreiche Fehlbildungen von
und der Nieren, Knorpel und Knochen, renale
Frakturheilung Dysplasien, Defekte der

Augen

(MGI: 103302)

GDF5/ beteiligt an GDF5": Acromesomale Dysplasie
BMP14 Chondrogenese, Brachypodismus (Hunter-Thompson-Typ),
Bildung und (Verkirzung der langen Chondrodysplasie (Grebe-
Homoostase der Knochen, Fusionen der Typ), Brachydactyly Typ A2
Gelenke Gelenke), Osteoarthritis und C, Fibuléare Hypoplasie
(MGI: 95688) und komplexe Brachydactyly,

Multiple Synostoses
Syndrom, Symphalangismus,
Osteoarthritis

(OMIM 601146)

1.2. BMP-Rezeptoren

Die Mitglieder der BMP-Familie binden an die BMPpl'y und Typ llI-Rezeptoren. Dabel
kann ein Ligand der BMP/GDF-Subfamilie mit versctgaen Typ | und Typ II-Rezeptoren
interagieren. Andererseits bindet ein BMP-Rezeptoht nur einen bestimmten BMP/GDF-
Liganden, sondern verschiedenen Mitglieder der BBMM-Subfamilie. Die BMP Typ | und
Typ lI-Rezeptoren zahlen zu den Serin/Threonin-E@Rezeptoren und kdnnen wie ihre
Liganden Homo- und Heterodimere bilden (12,28,29).den Typ |-Rezeptoren gehdren
ActRI/ALK2, BMPRIA/ALK3 und BMPRIB/ALK6. Zu den Typll-Rezeptoren zahlen
BMPRII, ActRIl und ActRIIB. Einige BMPs/GDFs bindeauch an Typ I-Rezeptoren, die als
Rezeptoren der Activin-/TGFSubfamilie eingeordnet werden. So interagieren BMP
BMP10 sowie GDF8 mit ALK1 und GDF8 und GDF9 mit TgH/ALK5. Andererseits
bindet TGPB an die heteromeren Rezeptorkomplexe ALK2/ALK5/B&R und
ALK3/ALKS5/TGFBRII und somit an die Rezeptoren ActRI/ALK2 und BMIRRALKS, die
der BMP/GDF-Subfamilie zugeordnet werden (30). Dudiese verschiedenen Ligand-

Rezeptor-Kombinationen entsteht eine grof3e Vielfadtterooligomerer Komplexe, die
14



unterschiedliche Signalwege aktivieren oder im Rkalh BMP3 auch zur Inhibierung der
BMP-abhangigen Signaltransduktion beitragen (31).

Beide BMP-Rezeptor-Typen bestehen aus einer eXukzen Ligand-Bindungsdomane,
einer Transmembran-Domane und einer intrazellulagamin/Threonin-Kinase-Doméane.
Zusatzlich enthalten die Typ I|-Rezeptoren N-termizar Serin/Threonin-Kinase eine
Serin/Glycin (SGSGSG)-reiche Region, die GS-Domiénder die Typ I-Rezeptoren von der
konstitutiv aktiven Serin/Threonin-Kinase der TyfRlezeptoren phosphoryliert werden. Die
Typ I-Rezeptoren kdnnen dann die dort assoziidRi&mads phosphorylieren (32,33).

Der Typ lI-Rezeptor BMPRII phosphoryliert sich ssllfAutophosphorylierung) und die Typ
I-Rezeptoren (34). Er existiert im Gegensatz zuniRAcund ActRIIB in den zwei Spleil3-
Varianten BMPRII-LF (,BMPRII long form*) und BMPRiSF (,BMPRII short form®).
BMPRII-LF enthélt im Vergleich zu den anderen TypREzeptoren einen C-terminalen
Lail“, der mit zahlreichen Proteinen wie cGKI, Dadd, Lim-Kinase 1, C-Src, Tctex-1, Trb3
interagiert. Die mit dem BMPRII-tail“ assoziierteRAroteine kdnnen die BMP-abhangige
Signaltransduktion z.B. durch PhosphorylierungRlezeptoren, Assoziation und Aktivierung
der an den ,Non-Smad“-Signalwegen beteiligten Kémasind Unterstitzung der Smad-
abhangigen Signaltransduktion beeinflussen (35-40).

Die biologischen Funktionen ausgewahlter BMP-Rezept sind in der Tabelle 1.2

dargestellt.

Tab. 1.2 Funktionen der BMP-Rezeptoren sowie Phangpen der ,knock out‘-Mause und humane
Phanotypen

BMPs Funktion .knock out* Maus humane Phanotypen
BMPRIA Dbeteiligt an der BMPRIA': Juveniles Polyposis
dorsaloventralen Tod um E9.5 durch Syndrom,

Musterbildung, an der  fehlendes Mesoderm Polyposis Syndrom

Entwicklung der (MGI 1338938 (OMIM 601299)
Extremitaten,

Chondrogenese,

Osteogenese,

Frakturheilung

15



BMPs Funktion .knock out* Maus humane Phanotypen
BMPRIB beteiligt an Entwicklung BMPRIB": Brachydactyly Typ A2,
der Extremitaten Brachydactyly, fehlende  Acromesomale
(Chondro- und Knorpelbildung bei der Chondrodysplasie
Osteogenese), der Fingerentwicklung, (OMIM 603248)
Reproduktion Infertilitat
(MGI: 107192
ActRII beteiligt an embryonaler ActRII": bisher keine bekannt
Musterbildung Anomalien des Skeletts  (OMIM 102583
und des Gesichts,
eingeschrankte
Reproduktionsfahigkeit der
adulten Tiere
(MGI: 102809
ActRIIB  beteiligt an embryonaler ActRIIB": Heterotaxie
Musterbildung Tod kurz nach Geburt (OMIM 602730)
durch Defekte des Herzens,
Anomalien der
links/rechts-Asymmetrie
und des axialen Skeletts
(MGI: 87913
BMPRIl  beteiligt an Gastrulation, BMPRII: Pulmonére Hypertension,

Regulation des

vaskularen Tonus

Tod vor E9, da weder
organisierte Strukturen
noch Mesoderm gebildet
werden kénnen

(MGI: 1095407

(OMIM 600799)
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1.3. Einfluss der Ligand-Rezeptor-Komplexe auf die

Signaltransduktion

1.3.1. Ligand-Rezeptor-Interaktion

Die BMP/GDF-Dimere bilden mit den Typ |- und TypRlezeptoren einen heterooligomeren
Komplex (41,42). Wéahrend in der Regel zwei Typ mdwwei Typ lI-Rezeptoren fur die
Signaltransduktion erforderlich sind, reicht im|Radn BMP2 die Interaktion mit einem Typ
I-Rezeptor und einem Typ II-Dimer aus (43).

Die Kiristallstrukturen des terndren BMP2:BMPRIA:Rtk-Komplexes zeigen, dass die
Ligand-Rezeptor-Interaktionen tberwiegend auf hgdoben Kontakten basieren (41,42). In
der BMP2-BMPRIA-Interaktionsstelle formen die Amg&uren Phenylalanin 49 und Prolin
50 im ,pre-helix loop” des BMP2 eine hydrophobe dfaes, die mit Isoleucin 62, Phenylalanin
60 und Isoleucin 99 des BMPRIA interagiert (Abb2)1.Eine weitere Interaktion entsteht
durch Phenylalanin 85 in derHelix 1 des BMPRIA, das sich in einem ,knob-intokf*
Mechanismus zwischen Isoleucin 62, Leucin 66 undnV&0 dera-Helix 3 eines BMP2-
Monomers und der konvexen Oberflache mit Valin Pgjptophan 28, Tryptophan 31 und
Tyrosin 103 des anderen BMP2-Monomers einlager(1384).

S24, D25, G27, MB9, Y81, K102, Q104, M106

K11, L51, A52, D53, H54, N56, N68, N89, N71, §72

Abb. 1.2 BMP2-BMPRIA-Interaktionsflachen

Die Kugelmodelle der A) BMP2- und B) BMPRIA-Intetadnsflachen zeigen die Aminosaurereste des BMP2-
Dimers (rot und orange) (A) sowie der extrazellefaDoméne (ECD) des BMPRIA (blau) (B). Die an den
hydrophoben Taschen beteiligten Aminosauren sindeim Modellen beschriftet. Die Ubrigen Aminoséustre
der Interaktionsflachen werden unter den Modellemagint. Abbildungen modifiziert nach (41).
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Die hydrophobe BMP2-ActRII-Interaktionsstelle estdt bei der Interaktion der konvexen
Oberflache der-Faltblatt-Strange des BMP2 mit der konkaven OBelié der drei3-
Faltblatt-Strange des ActRII/B. Dabei fillt das prgphan 60 des ActRIl die aus Alanin 34,
Prolin 35, Serin 88, Leucin 90 und Leucin 100 véogate Vertiefung des BMP2 aus (Abb.
1.3). Zusatzlich werden im ,wrist“-Epitop zwischelem Leucin 51 des BMP2 und dem
Glutamin 86 des BMPRIA sowie im ,knuckle“-Epitop sehen dem Serin 88 des BMP2 und
Leucin 61 des ActRII/B sowie der Glutaminsaure ti@8 BMP2 und Lysin 37 des ActRII/B
Wasserstoffbriickenbindungen gebildet (41,42).

A B
BMP2,, ActRII,

Abb. 1.3 BMP2-ActRII-Interaktionsflachen

Die Kugelmodelle der A) BMP2- und B) ActRIlI-Intef@nsflachen zeigen die Aminosaurereste des BMP2-
Dimers (A) sowie der ActRiep (B). Die in BMP2, BMP7 und Activin bzw. ActRIl uhActRIIB identischen
(pink), hoch-konservierten (griin) und nicht-kongemen Aminosauren (blau) sind in den Modellen beifet.
Abbildungen modifiziert nach (41).

In beiden Ligand-Rezeptor-Interaktionsstellen sindie zentralen Aminosauren
hochkonserviert. Die unterschiedlichen Affinitateler BMPs/GDFs zu den Rezeptoren
entstehen durch die peripher gelegenen, wenig kaesien Aminosauren (41,42).
Entsprechend den Affinitdten zu den BMP-Rezeptol@assen sich die Mitglieder der
BMP/GDF-Subfamilie in weitere Subgruppen unterteil&o kénnen BMP2, BMP4 und
GDF5 sowie BMP6 und BMP7 zu je einer Subgruppe musaengefasst werden.

BMP2, BMP4 und GDF5 binden die Typ I-Rezeptoren BAW und BMPRIB mit hoher und
die Typ llI-Rezeptoren mit geringer Affinitat (vdbissoziationskonstantenpkin der Tab. 1.3)
(44,45). Die Affinitdit des GDF5 zum BMPRIB ist hdhals die zum BMPRIA, wahrend
BMP2 BMPRIA und BMPRIB mit vergleichbarer Affinitétindet (Tab. 1.3) (45).
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Tab. 1.3 Affinitaiten von BMP2 und GDF5 zu den immobBisierten BMP-Rezeptoren

Dargestellt sind die Mittelwerte der mittels Sudad®lasmon Resonance (SPR)-Messungen ermittelten
Bindungsaffinititen von BMP2 oder GDF5 zu den imitisierten extrazellularen Doméanen (ECD) der BMP-
Rezeptoren. k. A. = keine Angaben

Ligand Kp [nM] Referenz
BMPRIA BMPRIB BMPRII ActRII ActRIIB

BMP2 0,8 2,4 45 14 6,3 (44,45)

GDF5 16,2 1,3 65,8 k. A. k. A. (16)

BMP6 und BMP7 binden mit hoher Affinitat den BMPRI&ber auch die Typ llI-Rezeptoren
ActRIl und ActRIIB (Tab. 1.4) (17,27). Diskutiertird die Affinitat von BMP6 und BMP7
zum BMPRIA (Tab. 1.4). Allendorph et al. detektgrt durch SPR-Messungen mit
immobilisiertem BMPRIA eine 10fach geringere Aftdi von BMP6 und BMP7 zum
BMPRIA als zum ActRIl (Tab. 1.4 oben) (17). Im Gegatz dazu ermittelten Saremba et al.
durch SPR-Messungen mit immobilisierten Ligandenligdhe Affinitdten von BMP6 und
BMP7 zum BMPRIA wie zum ActRIl (Tab. 1.4 unten) J27m Kontrast zu BMP2 und
BMP4 kénnen BMP6 und BMP7 auch den ActRI binden).(27

Tab. 1.4 Affinitdten von BMP2, BMP6, BMP7 zu den BMP-Rezeptoren

Dargestellt sind die von Allendorph et al. (17) €ob Tabelle) und Saremba et al. (27) (untere Tapell
publizierten Mittelwerte der mittels SPR-Messungamittelten Bindungsaffinitdten. Allendorph et &17)
(obere Tabelle) bestimmten die Affinititen der BMAs den BMP-Rezeptoren, indem sie die ECDs der
Rezeptoren immobilisierten. Im Gegensatz dazu inilis@yten Saremba et al. (27) (untere Tabelle) BidPs.

k. A. = keine Angaben

Ligand Kp [NM] Referenz
BMPRIA BMPRIB BMPRII ActRII ActRIIB

BMP2 2,61 k. A. k. A. 47,5 36,1 a7

BMP6 67,2 k. A. k. A. 7,39 6,87 a7

BMP7 1680 k. A. k. A. 3,49 7.72 a7)

Ligand Kp [UM] Referenz
BMPRIA BMPRIB BMPRII ActRII ActRIIB

BMP2 0,015 0,095 k. A. 3,8 K. A. (27)

BMP6 1,6 0,39 k. A. 0,9 k. A. (27)

BMP7 10 1,1 k. A. 4,5 k. A. (27)
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Die Bindung der BMPs/GDFs an die BMP-Rezeptoren de Aktivierung der BMP-
abhangigen Signalwege ist fur die Stimulation mMMR besonders gut charakterisiert.
BMP2 interagiert mit den Rezeptoren Uber einen gondierten Komplex (,preformed
complex®, PFC) aus je zwei Typ I- und Typ lI-Rez@pn oder sequentiell, indem BMP2 erst
hochaffin an den BMPRI bindet und dann den niedlilggebundenen Rezeptortyp Il in den
»,BMP induced signalling complex“ (BISC) rekrutie@iese zwei unterschiedlichen Arten der
Ligand-Rezeptor-Aktivierung regulieren die Aktiviery des Smad-abhangigen oder der
.,Non-Smad“-Signalwege (Abb. 1.4) (46-48).

1.3.2. Smad-abhangiger Signalweg

Smads werden in rezeptor-aktivierte Smads (R-Smadsj)nmon-mediator® Smads (Co-
Smad) und in inhibierende Smads (I-Smads) unteriilund Co-Smads bestehen aus der N-
terminalen Mad homology 1 (MH1)-Doméane, dem Smaukér sowie der MH2-Domane. |-
Smads enthalten keine MH1-, sondern nur die MH2-Broen Die MH1-Domane inhibiert die
Aktivitat der MH2-Doméane im Zytoplasma und intergimit der DNA. Die MH2-Domane
hingegen bindet die Typ I-Rezeptoren und ist anRilelung von homo- und heterodimeren
Smad-Komplexen beteiligt (32).

Nach Bindung der BMPs an die PFCs phosphorylierkdnstitutiv aktive Kinase der Typ II-
Rezeptoren die GS-Box der Typ I-Rezeptoren. Dadurélommt es zur
Konformationsanderung der Typ |-Rezeptoren und @uerminalen Phosphorylierung im
~SSXS"-Motiv der mit den Typ I-Rezeptoren assozeéerR-Smads (Abb. 1.4). Die Spezifitat
der Smad-Rezeptor-Interaktion wird vom ,L45-loo@iner acht Aminosédure umfassende
Region in der Kinase-Doméne der aktivierten Typek&otoren, sowie dem ,L3-loop* in der
MH2-Doméne der R-Smads reguliert (32,49,50). Digvadeten BMP Typ I-Rezeptoren
phosphorylieren Uberwiegend die R-Smads 1/5/8, evithdie aktivierten Activin/ TG
Rezeptoren ActR-IB/ALK4, TGERI/ALKS und ALK7 die R-Smads 2/3 phosphorylieren.
Durch den Rezeptorkomplex ALK5/T@RII kbnnen auch die R-Smads 1/5/8 phosphoryliert
werden (51,52). Die Inkubation mit BMP2 oder BMP&nhk ebenfalls zur Aktivierung der
Smads 2/3 fuhren (53,54).
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Abb. 1.4 Schema der BMP2-abh&angigen Signaltransduin

A) Nachdem BMP2 an den heterotetrameren KompleXBi#P-Rezeptoren gebunden haben, B) wird einerseits
BMPRI durch den BMPRII phosphoryliert und aktivieftaraufhin kann BMPRI Smad 1/5/8 phosphorylieren,
die mit Smad 4 im Komplex in den Nukleus transloae C) Andererseits werden nach Ligand-Rezeptor-
Interaktion der Rezeptor-assoziierte XIAP/TAB/TAKbmplex und andere Rezeptor-assoziierte Proteine
aktiviert, die an der Aktivierung der ,Non-Smad‘g8alkaskaden beteiligt sind. TAK1 kann wie BMPRI&m
1/5/8 am C-Terminus phosphorylieren. AnschlieRedihien die MAP-Kinasen die aktivierten Smads im Smad
Linker phosphorylieren und so fur den proteosomafdibau markieren. D) Die Aktivierung der Smad-
abhangigen und ,Non-Smad*“-Signalwege fihrt in Gegehvon Co-Faktoren zur Transkription der Zielgene
E) Diese konnen Apoptose, Wachstum, Differenzierumd Migration der Zellen regulieren.
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Die BMP-Rezeptoren und die assoziierten Smads M&8Blen durch clathrin-abhéngige
Endocytose internalisiert (47). R-Smads dissoziiem@n den Rezeptoren und bilden mit dem
Co-Smad 4 einen heteromeren Komplex, der in denlddsktransloziert (Abb. 1.4) (47).
Endofin, ein endosom-assoziiertes FYVE-Doméane-Rrpk@nn die Smad-Phosphorylierung
und Smad-Translokation in den Nukleus unterstitg). Im Nukleus binden Smads in
Gegenwart von Co-Aktivatoren und Co—Repressoredi@apSmad binding elements” (SBE)
und induzieren die Transkription der Zielgene (Akbt) (56-60). Zu den Zielgenen zahlen
auch die I-Smads Smad 6 und Smad 7, die Teil dgativen ,feedback*-Hemmung sind.
Smad 6 und Smad 7 befinden sich im Nukleus undngela nach BMP-Stimulation in das
Zytoplasma. Dort verhindern Smad 6 und Smad 7 diedug der R-Smads an den
aktivierten Typ |-Rezeptor oder die Komplexbildudgr R-Smads mit Smad 4 (61). Smad7
kann auRerdem durch die Interaktion mit Proteindphatase 1 (PR1 die
Dephosphorylierung und Deaktivierung von BMPRI éash und zur Aktivierung der HECT
Typ E3 Ligasen Smurfl und Smurf2n§8d tbiquitination _egulation_&ctors) beitragen, die
die Polyubiquitinierung und proteasomale Degradatier im Smad-Linker phosphorylierten
R-Smads, der BMP-Rezeptoren und von Runx2, einen® Bldrget gene”, induzieren (62-
66). Weiterhin kann Smad 6 im Nukleus durch dieraittion mit der Histon-Deacetylase und
Hoxc8 die Smad-abhéngige Transkription verhindéas).(

Die Aktivitdt der Smads wird aul3erdem durch Rezepssoziierte Porteine, Kinasen und
Phosphatasen reguliert. cGKI beispielsweise interagnit BMPRIlI und phosphoryliert
diesen. Nach Bindung des BMP2 an BMPRI und BMPRi$akziiert die cGKI vom BMPRII
und bindet die phosphorylierten R-Smads und Smadiddem Smad-Komplex transloziert
sie in den Nukleus und férdert mit TF 1l-1 die Srralthangige Transkription der Zielgene
(36). Trb3 bindet an den BMPRII und dissoziiert wi@KI nach BMP2-Stimulation vom
Rezeptor. Es induziert die Ubiquitinierung und daoteasomalen Abbau der HECT E3-
ligase Smurfl, so dass die Ubiquitinierung von Ra8snverhindert und die Smad-abhéngige
Signaltransduktion erleichtert wird (35). Die Séfimreonin-Phosphatase PP2A verhindert
ebenfalls den Abbau der R-Smads. Sie ist mit BMRIRH BMPRII assoziiert und
dephosphoryliert Smad 1/5/8 am C-Terminus, abeptséachlich in der Smad-Linker-Region.
Die Dephosphorylierung des Smad-Linkers verhindert Abbau der Smads und ermoglicht
die nukledre Translokation sowie die TranskriptiSmad-abhéngiger Zielgene (67). Im
Nukleus werden die R-Smads durch die Phosphatage® @Pyruvat-Dehydrogenase-
Phosphatase) und PPM1A am C-Terminus und durch §8Mall c-terminal domain
phosphatase®) am C-Terminus sowie in der Linkeri®eglephosphoryliert (68-71). Nach
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dem Export kénnen die R-Smads aus dem Nukleus tewoeuden Typ I-Rezeptoren durch
die C-terminale Phosphorylierung aktiviert werden.

Smads spielen bei der Embryogenese eine wichtidke,Ram dass der ,knock out* der R-
Smads zum Tod wéahrend der Embryonalentwicklungt f{irab. 1.5).

Tab. 1.5 Phanotypen der ,knock out‘-M&ause von R-Smds 1/5/8 und Smad 4
Smads ,knock out“ Maus

R-Smad 1 Smad 1: Tod um E9-10; eingeschrénkte Bildung der Allasiaind Fehlen der
Plazenta
(MGI: 109452)

R-Smad 5 Smad %: Tod um E10.5-11.5; vaskuladre und craniofacialéeRte, Defekte des
Neuralrohres, der Urkeimzelle
(MGI: 1328787

Co-Smad 4 Smad 4: Tod vor der Gastrulation; eingeschrénkte Bilddeg extraembryonalen
Membran und des Endoderms
(MGI: 894293

I-Smad 6 Smad &: gewshnlich postnatale Sterblichkeit; Hyperpladge Herzklappen,
Ossifikation der Aorta, Bluthochdruck
(MGI: 1336883

I-Smad 7 Smad 7: Anomalien der B-Zellen, reduzierte KérpergroRRe
(MGI: 1100518

1.3.3. ,Non-Smad*“-Signalwege

.,Non-Smad“-Signalwege werden durch die liganderuimidrte Oligomerisierung der
Rezeptoren aktiviert. Ihre Aktivierung wurde voteah nach Stimulation mit TGFoder
BMP2 detektiert. BMP2 bindet zuerst an den hochaffiBMPRI und rekrutiert dann den mit
geringer Affinitat gebundenen BMPRII in den termar&omplex, den ,BMP-induced
signaling complex” (BISC). Die Rezeptoren werdemctiu,Caveolae“ internalisiert, und die
.Non-Smad“-Signalwege werden aktiviert (47,72).
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Mit BMPRI ist XIAP (,X-chromosome linkednhibitor of Apoptosis®) assoziiert, der die
BMP-Rezeptoren mit dem TAB/TAK1-Komplex (TAB:_,TH Binding Protein“; TAK:
,T GF3-Activated_Knase") verbindet (Abb. 1.4). TAK1 aktiviert die iasen MKK3/6 und
MKK4, durch die p38 und JNK (cddh-N-terminal-Kinase) phosphoryliert werden (72-76).
Nach BMP2-Stimulation kann ERK1/2 tUber den Ras/MBMé&g aktiviert werden (77-81).
Nach Translokation in den Nukleus kdénnen p38, JMid &RK die Transkriptionsfakoren
ATF-2, c-Jun und c-Fos, aber auch Runx2, Osteri5 Daktivieren (73,78,82-84). Sie
induzieren die Transkription der Zielgene, zu denen.ld1, Xvent-1 Smad 6und Msx-1/-2
gehoren (59,61,85-88).

AulBerdem kann BMP2 die Aktivierung der Phosphoitobd-Kinase (PI3K)-Akt-
Signalkaskade induzieren (89-91). Der Mechanisniusdie BMP2-abhéngige Aktivierung
von PI3K ist noch nicht genau bekannt. PI3K phosyiet das Phosphatidylinositol an der
dritten Position. Phosphatidylinositol-(3,4)-dippbat und Phosphatidylinositol-(3,4,5)-
triphosphat werden von den ,Pleckstrin Homology“AEimen von Akt und der konstitutiv
aktiven PDK gebunden. Akt und PDK werden so zusiEmembran rekrutiert und in die
raumliche Nahe zueinander gebracht. Dadurch kank1PBkt in der Kinase-Domane am
Threonin 308 und PDK2 Akt C-terminal am Serin 47Bogphorylieren. Erst nach
Phosphorylierung des S473 erhadlt Akt seine volliga Aktivitat und kann als
Serin/Threonin-Kinase andere Proteine wie z.B. GBK&sphorylieren (92).

Die Aktivierung dieser ,Non-Smad“-Signalkaskaden naterschiedliche Auswirkungen, die
u. a. abhangig vom Zelltyp sind. So kbénnen p38 Akteinerseits die Apoptose regulieren
(93-97). Andererseits konnen p38 und PI3K durcherbktion und Aktivierung
aktinbindender Proteine, wie z. B. Hsp25 oder deiPRII-assoziierten LIM-Kinase, sowie
durch Aktivierung der ,small RhoGTPases” die Reoigation des Zytoskeletts und die
Migration steuern (40,98,99). Zudem fordern die MARvie auch die PI3K/Akt-
Signalkaskade die Transkription chondrogener uridogener Marker, wi&ollagen Typ |
(Collal) Osteopontin (Opn) Osterix (Sp7) Osteocalcin (Ocn) und die Alkalische
Phosphatas€ALP), und beeinflussen somit die Differenzierung dellefe(75,78,82,100-
103).
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1.4. Feinregulierung der BMP/GDF-Signaltransduktion

1.4.1. Gegenseitige Regulierung von Smad-abhangigend ,Non-Smad"-
Signalwegen

Smad-abhéngige und ,Non-Smad“-Signalwege werdecshddre Bildung unterschiedlicher
Ligand-Rezeptor-Komplexe aktiviert (vgl. 1.3.2 urdd3.3). Trotzdem kdnnen sie sich
gegenseitig auf den verschiedenen Ebenen der Smmaduktion beeinflussen.

Mit den BMP-Rezeptoren interagiert beispielsweisr XIAP/TAB/TAK1-Komplex, der
nach Bindung der BMPs an die Rezeptoren aktiviartd.wTakl aktiviert einerseits die
MKK/MAPK-Signalkaskade (vgl. 1.3.3) und anderersaltirch die Phosphorylierung der R-
Smads am C-Terminus den Smad-abhangigen Signaldgy. Dadurch kann vermutlich die
C-terminale Phosphorylierung der Smads auch nadrédpression des kinase-defizienten
BMPRII beobachtet werden (46,104). Die Phosphomytig der Smads erfolgt sequentiell
(80,105). BMPRI oder TAK1 phosphorylieren R-Smadgefninal im ,SSXS"-Motiv.
Dadurch werden die R-Smads aktiviert. Dann kénneBnfds mit Co-Smad 4 einen
Komplex bilden und nach Interaktion mit NukleopoNiip124 in den Nukleus translozieren
(Abb. 1.4) (106). Im Nukleus kénnen R-Smads von gsulin-dependent kinases* CDK 8/9
in der Smad-Linker Region phosphoryliert werdendurah die Bindung an Co-Faktoren wie
YAP (Yes-associated protein) und die Smad-abhanbigeskription geférdert wird (107).
Andererseits konnen C-terminal phosphorylierte S Zytoplasma durch ,Epidermal
Growth Factor* (EGF), ,Hepatocyte Growth Factor* GH), ,Fibroblast Growth factor*
(FGF) oder ,Insulin-like Growth Factor” (IGF) indiezte MAP-Kinasen an den Serin-Resten
S187, S196, S206 und S214 der vier ,PX(S/T)P*“-Motphosphoryliert werden (108,109).
Die so markierten Smads werden von der GSK3 erkandtan den Serin/Threonin-Resten
S192, T202 und S210 phosphoryliert (110). Dadurahnkdie HECT E3 Ubiquitin-Ligase
Smurf 1 mit ihrer WW-Doméne an das ,PPAY*“-Motiv ifmad-Linker binden und R-Smads
fur den proteasomalen Abbau markieren. Die Akttvitér GSK3, durch die Smads fur den
Abbau im Proteasom markiert werden, wird durch &anonischen Wnt-Signalweg (vgl.
1.5.3.2) und durch die Kinasen Akt und ERK, die haultirch BMP-Stimulation aktiviert
werden konnen, inhibiert (77,105,111). Demnach amehen BMPs den Smad-abhangigen
Signalweg. Durch die gleichzeitige Aktivierung d&mad-unabhéngigen Signalwege kénnen
BMPs die Aktivitat der Smads feiner regulieren. Awudem induzieren BMPs die Expression
der TranskriptionsfaktoreRunx2 DIx und Osx Ihre Aktivitat wird durch die Interaktion mit
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den R-Smads oder durch die p38 MAPK abhéngige mloogierung erhoht
(73,82,84,103,112).

1.4.2. Co-Rezeptoren

Neben den BMP-Rezeptoren wird die BMP-abhangigeaigansduktion auch durch Co-
Rezeptoren beeinflusst. Von ihnen wirken Betagly@uch TGB-Rezeptor Typ Il genannt),
Endoglin, die ,Fepulsive_Gidance_Mlecule® (RGM)-Familie sowie c-Kit aktivierend auf
die BMP-induzierte Signaltransduktion, wahrend BAMBB MP and _ativin membrane-
bound_nhibitor) und Ror2 inhibierend sind.

Betaglycan und Endoglin haben eine lange extrdaedluund eine kurze zytoplasmatische
Domane ohne Kinase-Aktivitat. Betaglycan bindet 8®&Ps BMP2, BMP4, BMP7 und
GDFb5, fordert die Interaktion zwischen BMP2 und derzeptoren BMPRIA und BMPRIB
und unterstitzt die Aktivierung des Smad-abhangi@gnalweges. Es wird ubiquitar
exprimiert und ist an der vaskularen Entwicklungebmt (113). Wie Betaglycan ist auch
Endoglin an der vaskularen Entwicklung beteiligs. iBteragiert in Gegenwart der jeweiligen
BMP-Rezeptoren direkt oder indirekt mit BMP7 odeMB9 und verstarkt die Smad-
abhangige Signaltransduktion. (114-116). RGMa und>MR/Dragon werden im
Nervensystem exprimiert, wahrend RGM3c/HemjuvetinLeber, Herz und Skelettmuskel
exprimiert werden. RGMa-c binden BMP2, BMP4 und BMRnd unterstitzen so die Smad-
abhangige Signaltransduktion (117-119). Der TyrdSimase-Rezeptor c-Kit hingegen bindet
in Gegenwart von BMP2 oder BMP2 und SCF, dem Ligandon c-Kit, den BMPRII-, tail*
(34). Die gleichzeitige Inkubation der Zellen miMB2 und SCF fuhrt im Vergleich zur
BMP2-Stimulation zu einem friheren Anstieg der pa8ml1/5/8-Konzentration und
beeinflusst die Kinetik ERK-Aktivierung (34).

BAMBI ist ein Pseudorezeptor, der wahrend der Erogeynese mit BMP4 co-exprimiert wird
und wie die BMP/TGB-Typ I-Rezeptoren eine Transmembran-Region und eine
extrazellulare Doméane (ECD) hat. Im Vergleich zum dg/p I-Rezeptoren fehlt BAMBI die
intrazellulare Kinase-Domane. Inhibiert wird die BM Activin- und TGB-abhéngige
Signaltransduktion, indem BAMBI intrazellular mien Typ I-Rezeptoren wie BMPRIA und
BMPRIB interagiert und die Rezeptorkomplexbindueghindert (120).

Neben BAMBI kann BMPRIB auch vom Tyrosin-Kinase-Bptor Ror2 gebunden werden.

Dadurch wird die Aktivierung des Smad-abhangigergn&iweges und somit die
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Chondrogenese gehemmt. Nach Uberexpression von BBIB&er Ror2 allein sind keine

Veranderungen der GDF5 induzierten Chondrogeneseabachten (121).

1.4.3. BMP/GDF-Antagonisten

BMP/GDF-Antagonisten werden wie BMPs raumlich uraitlich begrenzt exprimiert. Sie
tragen zur Feinregulation der BMP-Signaltransduktiozi. Wie BMPs besitzen die BMP-
Antagonisten eine Cystein-reiche Domane, durchsikeeinen Cystin-Knoten bilden und
andere Proteine binden kdnnen. Entsprechend deCygstin-Knoten beteiligten Cysteine
werden sie in die Dan-Familie (,eight-member ringYlie Twisted-Gastrulation-Familie
(,nine-member ring“) und die Noggin-Chordin-Familiggen-member ring“) unterschieden.

Zu den einzelnen Familien gehoren die in der Télggénannten Mitglieder (122).

Tab. 1.6 Die Familien der BMP-Antagonisten
Familie BMP-Antagonisten

Dan-Familie Dan, Cerberus, Coco, PRDC, Gremlin, Dante,
Caronte, USAG-1, (Sclerostin)

Twisted-Gastrulation-Familie Twisted-Gastrulation

Noggin-Chordin-Familie Noggin, Chordin, Chordin-like/Neuralin,
BMPER/Crossveinless, Kielin, Amnioless,
CRIM1, Nel

Die Bedeutung der BMP-Antagonisten wurde und wird av bei der Embryogenese
untersucht. Die Rolle von Sclerostin und Noggin we#k der Skelettogenese ist dabei
besonders gut charakterisiert.

Sclerostin ist ein glykosyliertes Monomer und wurde Dan-Familie der BMP-Antagonisten
gezahlt. Von den acht am Cystin-Knoten beteiliglrsteinen bilden sechs Cysteine (C55-
C109, C-80-C140, C84-C142) den zentralen Cystint&mq123,124). Von diesem gehen
drei ,loops* aus. Der N- und der C-terminale ,loggrithalter-Faltblatter, die die ,Finger® 1
und 2 bilden. Sie sind durch eine Disulfidbrickes®aC123) miteinander verbunden. Der
dritte ,loop“ ist wenig geordnet (123,124). Scldmswird in Osteozyten nach Stimulation
mit BMP2, BMP4 und BMP6 in Gegenwart von Runx2 @sterix exprimiert und sekretiert
(125-127). Extrazellular bindet es BMP6 und den \Ratzeptor LRP5 (128,129). Mutationen
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im Gen SOSTverursachen Sklerosteose oder das Van Buchem-@yn(t30,131). Beide
Erkrankungen sind durch eine erhéhte Knochenmassengzeichnet (Abb. 1.5).

Abb. 1.5 Phanotypen von Patienten mit Sklerosteosmler dem Van Buchem-Syndrom

A) Die Rontgenaufnahme zeigt die Syndaktyly vonggeiund Mittelfinger eines Kindes mit SklerosteoBg.
Die Rontgenaufnahme vom Schéadel eines Patienten,ud&r dem Van Buchem-Syndrom leidet, zeigt
Verdickungen der Calvaria sowie der Schadelbases Abbildungen wurden entnommen aus (132).

Aufgrund dieser Phanotypen sowie der Interaktiob BMP6 und LRP5/6 wurde Sclerostin
lange als BMP- und/oder Wnt-Antagonist diskuti€tirch Untersuchung von Mausen mit
konditionellen ,knock out” (cKO) des BMPRIA konntgezeigt werden, dass Sclerostin kein
BMP-Antagonist ist (133). Stattdessen induzierenFBMlie Expression von Sclerostin, das
durch Bindung an LRP5 oder LRP6 deren Interaktion\Wnt verhindert und dadurch den
kanonischen Wnt- Signalweg bzw. W@tCatenin-Signalweg inhibiert (128,129). Der Wnt-
B-Catenin-Weg (Abb. 1.10) ist ebenfalls an zahlrerchProzessen der Chondro- und
Osteogenese Dbeteiligt. Durch die Mutationen i8OST ist die WntB-Catenin-
Signaltransduktion permanent aktiv, was eine ed@tiondro- und Osteogenese und damit
eine hohere Knochenmasse zur Folge hat. Ahnlick@d@pen wurden auch bei Mutationen
im Rezeptor LRP5 beobachtet (134,135).

Noggin besteht aus einem N-terminalen ,clip“-Segh{@utamin 28-Glutamat 48) und einer
cystein-reichen Region, die den Cystin-Knoten ame@sinus bildet. Durch die Interaktion
der Noggin-Monomere nahe den C-Termini sieht daggNeDimer, gebunden an BMP7, wie
eine Klammer aus (Abb. 1.6) (136).
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C-terminales Ende

N-terminales Ende des Noggin-Clips

des Noggin-Clips

Abb. 1.6 BMP7-Noggin-Komplex

Das BMP7-Dimer (orange und rot) ist im Komplex mibggin (hell- und dunkelblau) dargestellt. Die aus
antiparallelen B-Faltblattern geformten ,Finger* f1 und f2 des Naggsowie der Noggin-Clip sind
gekennzeichnet. Abbildung modifiziert nach (136).

Dabei interagiert das N-terminale Ende des NogdipsQGlutamin 28 - Apartat 39) Uber
hydrophobe Wechselwirkungen mit den Aminosaure-@&estes ,wrist“-Epitops, der BMP
Typ I-Rezeptorbindungsstelle. Das ,knuckle“-Epitajie Typ lI-Rezeptorbindungsstelle der
BMPs wird hauptsachlich vom C-terminalen Teil desgbin-Clips (Asparagin 40 -Glutamat
48) bedeckt und interagiert am Rande mit den distaEnden der antiparallelep-
Faltblattstrange (,Finger” 1 und 2) des Noggins IfAb.6). Von Noggin umklammert kbnnen
BMP2, BMP4, BMP7, GDF5 und GDF6 weder die BMP Typnbch Typ II-Rezeptoren
binden (136-138). Die Expression von Noggin wirdatuBMP2, BMP4, BMP7 und GDF5
induziert. Dadurch tberlappt die Expression von Biwtid Noggin sowohl rdumlich als auch
zeitlich, und es kommt zu einer negativen ,feedbatdmmung. Noggin ist wie die BMPs
nicht nur an der Skelettogenese, sondern auch arEd®vicklung des Nervensystems
beteiligt (139,140). Patienten mit heterozygoten g@ip-Mutationen leiden an
Symphalangismus (SYM) oder dem Multiple Synostogadgm (SYNS), die u. a. durch die
Fusion der Gelenke gekennzeichnet sind (Abb. 1.#}{143), oder an Brachydactyly Typ B
(144).
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Abb. 1.7 Symphalangismus und SYNS als Folge von Mationen im humanenNoggin

Die Rontgenaufnahmen zeigen A) eine normale Hartl R)ndie Hand eines an Symphalangismus leidenden
Patienten, der Synostosen in den mit Pfeilen meidieGelenken des Zeige-, Mittel- und Ring-Fingaufveist.

C) Rontgenaufnahme und D) Foto eines am MultiplgmoStose Syndrom leidenden Menschen: C) Die
Synostose der betroffenen Gelenke ist mit Pfeilemkrert. D) Die fehlende Flexibilitat des Mittelnd Ring-
Fingers sowie das Fehlen der Gelenke im Mittelfin@earkiert durch Pfeile) sollen hier verdeutlicherden.
Abbildungen modifiziert nach (141).

Homozygote Noggin-Mutation hatten bei Mausen veaestdme Entwicklungsstdérungen,

Gelenk- und Knochenfehlbildungen und den Tod inméril Embryogenesestadium zur Folge
(145). Die Uberexpression von Noggin verhindert Differenzierung der Stammzellen des
Knochenmarks zu Osteoblasten, wahrend der ,knoakntiovon Noggin die Osteogenese

fordert (145-148).

1.5. Chondro- und Osteogenese

GDF5 und BMP2 regulieren Chondrogenese und Ostesgesowie die Homoostase von
Knorpel und Knochen. Sie werden auch wahrend dektérheilung exprimiert. Die
Frakturheilung verlauft meist indirekt durch endoctirale und desmale Ossifikation, da eine
genaue Reduktion der Frakturenden ohne Entstehueg leicke und eine stabile Fixierung
in der Natur nicht vorkommen. Endochondrale undnuds Ossifikation sind mit den
Ossifikationsprozessen wahrend der Skelettbildueggleichbar, so dass sie als Modell

genutzt werden kdnnen.
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1.5.1. Entwicklung der Knochen und Extremitaten

Die Knochenentwicklung unterteilt sich in Mustedaihg, Organogenese und Wachstum der
Skelettelemente. Sind rdumliche Gestalt und Anandniestgelegt, beginnt beim Fotus die
Ossifikation. Dabei wird in desmale und endocholedr@ssifikation unterschieden. Der
desmalen Ossifikation unterliegen Schlisselbein diedBelegknochen des Schadels. Dabei
differenzieren die mesenchymalen Stammzellen (MSiigkt zu Osteoblasten. Das axiale
(Wirbelsaule, Rippen, Sternum) und das appendieulBxtremitaten, Schultergurtel, Hufte)
Skelett werden durch endochondrale Ossifikationlget

Die Extremitaten entwickeln sich nach Festlegungdtei Hauptachsen (anterior-posterior,
proximal-distal und dorsal-ventral) sowie der Samitaus den Extremitatenknospen des
Embryos. Diese bestehen aus mesenchymalen ZeleeauBen von einer Schicht epithelialer
Ektodermzellen umgeben sind. Aus dem mesenchyniaem entwickelt sich der grofite Tell
der Extremitaten. Muskelzellen, Nervenzellen undefefir die Blutversorgung wandern
spater aus den Somiten ein. An der Spitze der Exiieenknospen, unmittelbar unter der
apikalen Ektodermleiste (AER), befindet sich eimiéht schnell-teilender, undifferenzierter
Zellen (Abb. 1.8). Sie bilden die Wachstumszoneal uhfferenzieren, sobald sie die
Wachstumszone verlassen haben. Mit dem Auswachsen Ektremitatenknospen
kondensieren die mesenchymalen Zellen und difféeesxz zu den verschiedenen Zelltypen
(149-151). Die Differenzierung in den Extremitateokpen schreitet proximal-distal voran,
so dass sich beim Menschen zuerst die Oberarmknocfitumerus) oder die
Oberschenkelknochen (Femur) bilden. AnschlieRenstedmen die Unterarmknochen (Radius
und Ulna), die Handwurzelknochen (Karpale, Metakbep und die Finger bzw. die
Unterschenkelknochen (Tibia und Fibula), die Fulfelknochen (Tarsale, Metatarsale) und
die Zehen (151). Die Entwicklung der Extremitatemkondensierendem Mesenchym zu den
Knochen und Gelenken wird durch Konzentrationsgnaigin von BMPs/GDFs, Hedghog-
Proteinen, Wnt und FGF gesteuert (151,152) (Al®). 1.
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A \ B \k C\M_—ff D ;gé
P -

Intermediate Mesoderm; FGF10 B Cell Condensation and Perichondrium;
GDF5, BMP2, BMP4, BMP7, Sox9

Apical Ectoderm Ridge (AER);

FGF8, BMP2, BMP4, Msx2 Bl Developing Joints;
Ventral Ectoderm; en-1 GDFS, Wnt-14, Chordin
Dorsal Ectoderm; Wnt-7a B Interdigital Mesechymal Cells;
Posterior Ridge Ectoderm; FGF4 BMP2, BMP4, Msx2

I Entire limb bud; Hox genes B Chondrocytes; Noggin

= (Z;gg)ogzﬂ!agag% Aty Proliferating Chondrocytes; Ihh

B Anterior mesoderm; BMP4

Abb. 1.8 Entwicklung der Extremitdten vom undifferenziertem Mesenchym zu den knorpeligen
Vorlaufern der Extremitaten

Die Entwicklung der Extremitdten sowie der daranteligten Faktoren werden hier dargestellt. A)
Undifferenziertes Mesenchym (grau) wird vom apikakktoderm (AER; hellblau) bedeckt, die FGFs, BMPs
sowie Msx2 sekretieren. B) Es bildet sich die Bxitdtenknospe, die entsprechend der rAumlichereitting in
AER und ,Zone of polarizing activity* (ZPA; violétt,Hox genes”, BMP4, Sonic hedgehog, FGFs und Wnts
exprimiert. C) Das Mesenchym kondensiert und sekteBMP2, BMP4, BMP7 und GDF5 (dunkelblau). Die
Chondrozyten proliferieren und differenzieren. Hunse Radius, Ulna und die Finger entstehen. Die
proliferierenden Chondrozyten exprimieren Indiardgiehog (Ihh). In bzw. nahe den Gelenkspalten witd-&
Wntl4, Chordin (rot) und Noggin (grin) exprimieBie Apoptose in den Fingerzwischenraumen wird durch
BMP2, BMP4, Msx2 gesteuert (braun). Abbildungen ifinigrt nach (149).

Die kondensierten mesenchymalen Zellen der Extégemknospen differenzieren zu
Chondrozyten und bilden eine knorpelige Anlage (AhB). Sie dient als Ausgangspunkt des
Knochenwachstums und wird durch die distale Anlaggrvon Chondrozyten verlangert.
Dabei entstehen unterschiedliche Subpopulationen @eondrozyten. Die distalen

Chondrozyten sind rund und proliferieren langsamtldfg der Langsachse ordnen sich
schnell proliferierende Chondrozyten saulenartig. &hondrozyten, die nicht mehr

proliferieren, differenzieren zu préa-hypertrophemd thypertrophen Chondrozyten. Sie sind
deutlich gré3er als die proliferierenden Chondremytind an der Produktion der ECM und
der Mineralisierung beteiligt. Umgeben werden drgeuschiedlichen Chondrozyten vom
Perichondrium (Abb. 1.9 A, B). An die hypertropheGhondrozyten angrenzend

differenzieren Zellen des Perichondriums direkiOsieoblasten und bilden das Periost. Dort
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beginnt die vaskulare Invasion der hypertrophen eZodie die Einwanderung der
Osteoklasten und Osteoblasten ermoglicht. Die hyggaren Zellen werden apoptotisch. Sie
werden von den Osteoklasten resorbiert und dur¢baDsten ersetzt. Auf diese Weise wird
das Knorpelgewebe in Knochen umgewandelt (150-1398). Bereich der distalen
Chondrozyten entstehen sekundére Ossifikationszerfkbb. 1.9 D). Zwischen ihnen und
dem primaren Ossifikationszentrum bilden sich Waghszonen, die das Langenwachstum
regulieren. Sobald die Knochen ihre spezifischel¥r&rreicht haben, mineralisieren sie
vollstandig (153).

X ¥

Abb. 1.9 Endochondrale Ossifikation

Bei der endochondralen Ossifikation A) kondensiedé® mesenchymalen Zellen und B) differenzieren zu
Chondrozyten (grau), pra-hypertrophen (rot) und emypphen Chondrozyten (blau). Sie werden vom
Perichondrium (griin) oder dem Periost (orange) uUmage C) Nach Vaskularisierung kénnen die
einwanderenden Osteoblasten und Osteoklasten derp&nin Knochen umwandeln. D) In dem Bereich der
distalen Chondrozyten entstehen sekundéare Oséifilstentren. Abbildungen modifiziert nach (153).

Wahrend der endochondralen Ossifikation (Abb. Wwé)den BMP2, BMP3, BMP4, BMP5

und BMP7 im Perichondrium exprimiert. Die hypertnep Chondrozyten exprimieren
BMP2, BMP6 und BMP7, die proliferierenden Chondteny BMP7. GDF5, GDF6 und

GDF7 werden in den frihen Knorpel-Kondensationseentund im Perichondrium

exprimiert. Dabei treibt v. a. GDF5 die Chondrogeneoran (150,152).

Die Gelenkbildung erfolgt parallel zur endochondnaOssifikation. Hierbei kondensieren die

MSCs im Bereich des zukinftigen Gelenkes und formden ,Interzone“. Es kommt zur
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Einstilpung und Trennung in zwei Skelettelement@r [@ntstandene Spalt wird mit
Flussigkeit gefullt. Reguliert wird die GelenkentWiung durch die Expression von GDF5,
das als ,Schlusselregulator® der Gelenkentwicklgify sowie durch die Expression von
GDF6, BMP2, BMP4, Wnt4, Wntl14, Wnt16, FGFs und &P-Antagonisten Noggin und
Chordin (154).

1.5.2. Frakturheilung

Nach Entstehen der Fraktur kommt es zur Entzindwmagzur Bildung eines Hamatoms, das
aus Blut und Zellen des Knochenmarks um die Fraktwum gebildet wird. Interleukine und
TNF-0, das an der Differenzierung von MSCs zu Osteobtadbeteiligt ist, werden
exprimiert. MSCs werden aus dem umgebenden Gewlelne,soft tissues”, dem Periosteum,
dem Knochenmark und dem Blut, rekrutiert. Sie waohsnd differenzieren zu osteogenen
Zellen. Zwischen den Frakturenden und an den geaten Stellen wird durch endochondrale
Ossifikation ein knorpeliger ,soft callus* gebildeder spater mineralisiert. Direkt an den
distalen und proximalen Enden findet die desmalgffRation statt (155).

Mutationen imBMP2 der Maus zeigten, dass ohne BMP2 der ,Callus”trgebildet werden
kann, und die Frakturheilung nicht erfolgreich(i556). Wie bei der Skelettogenese reguliert
GDF5 die endochondrale Ossifikation, wahrend BMRid ulBMP6 an der desmalen
Ossifikation beteiligt sind (155,157).

Die Chondrozyten des ,soft callus® proliferieren durdifferenzieren zu hypertrophen
Chondrozyten. Sind die Grundstrukturen festgelegeginnt die Vaskularisierung.
Hypertrophe Chondrozyten und Osteoblasten exprenidfaktoren wie z. B. VEGF, den
~Schlisselregulator” der Vaskularisierung, und imdwen die BlutgefaRbildung. Dadurch
konnen MSCs, Osteoblasten und Osteoklasten in siafh gallus* einwandern und diesen in
einen knochernen Callus umwandeln. Durch die Espasvon M-CSF (,macrophage
colony-stimulating factor®), RANKL (,receptor actwor of nuclear factor kappa B”),
Osteoprotegerin und TNé&-werden weitere Zellen rekrutiert und die Resorptider
mineralisierten, knorpeligen Matrix sowie die Bitdudes ,hard callus” reguliert. Der ,hard
callus* wird durch Osteoklasten erneut resorbiert ulurch Osteoblasten ersetzt, die eine
lamellare Knochenstruktur bilden. Gesteuert wiresdr Prozess von IL-1, TN&Eund BMP2
(158-160). Durch den wiederholten Prozess der R&soar durch Osteoklasten und die

Neubildung durch Osteoblasten kann der Knochemesggt werden.
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1.5.3. An Skelettbildung und Frakturheilung beteilgte Signalwege

Extremitatenentwicklung und Frakturheilung werdesben BMPs/GDFs durch zahlreiche
Wachstumsfaktoren reguliert. Die Expression derzeadimen Wachstumsfaktoren fuhrt zur
Bildung von Konzentrationsgradienten, die zeitlieghd raumlich Gberlappen konnen. Die
dabei induzierten Signalkaskaden bilden ein Netkvmeit gemeinsamen Komponenten, die
sich gegenseitig beeinflussen und zur Feinreguladier Entwicklung und Neubildung von
Geweben beitragen. So kénnen z. B. BMPs, HedgehatgiRe und Whnts die Expression von
Runx2 dem Schlusselregulator der Osteogenese induziédvedererseits kann die GSK3
durch die Phosphorylierung von R-Smads 1/5/8, Cd ;\Catenin den BMP/Smad-
abhangigen-, den Hedgehog- und den W@tatenin-Signalweg inhibieren. Das ebenfalls am
Wnt/B-Catenin-Signalweg beteiligte Dishevelled interdgmach seiner Phosphorylierung mit
dem Tyrosin-Kinase-Rezeptor Ror2, der den BA@atenin-Signalweg und nach Interaktion
mit dem BMP-Rezeptor BMPRIB auch den BMP/Smad-Sigeg beeintrachtigen kann
(121,161).

1.5.3.1. Hedgehog-Signalweg

Sonic hedgehog (Shh) und Indian hedgehog (Ihh) gehdu den Hedgehog-Proteinen. Sie
binden an den Rezeptor Patched. Dadurch wird dassimembranprotein Smoothened (Smo)
nicht mehr inhibiert und aktiviert Glil/GliA sowi&li2. Gli3/GIiR wird inhibiert. Nach
Translokation von GIiA in den Nukleus bindet esdée DNA und induziert die Transkription
der Zielgene.

Die Expression von Shh markiert die ,zone of potativity (ZPA) und steuert die
Ausbildung der anterioposterior Achse (162,163). téfflanen im Shh fihren zu
neurologischen Syndromen sowie zu Poly- und Syiytlakt(164-166) .

Ihh gilt als ,,Schllsselregulator” fur die Differaezung von Chondrozyten und Osteoblasten
waéhrend der endochondralen Ossifikation. Es wirgriéxrhypertrophen Chondrozyten und in
dem die Fraktur umgebenden Callus exprimiert, waliesProliferation der Chondrozyten
aktiviert. Auf3erdem induziert es die Expression Y¥HrP (,Parathyroid hormone related
protein®) in distalen Chondrozyten und inhibiert gwe Differenzierung zu hypertrophen
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Chondrozyten (167,168). Im Perichondrium steuetm uhd PTHrP die Osteoblastogenese
durch die Expression von Runx2 (168).

Die Bedeutung dieses Signalweges wird durch dieaktuten der Hedgehog-Proteine, ihrer
Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren deutlich. éfilahen im humanenhh fihren zu
Brachydaktyly Typ Al oder zu Acrocapitofemoraler dpiasie (169-171). Der ,knock out”
von Ihh beeinflusst nicht die Kondensation der MSCs, keg&chtigt aber die Proliferation der
Chondrozyten und fuhrt zu Abnormalitdten der Knechiglutationen im Shh/lhh-Rezeptor
Patched (Ptch) fordern die Differenzierung zu Osteoblasten undem eine hdhere
Knochenmasse hervor (172,173). Der ,knock out® vBmoothened verlangsamt die
Proliferation der Chondrozyten und verhindert difddenzierung der periostealen Zellen zu
Osteoblasten (174). Mutationen des Transkriptidkisfa GIi3/GIiIR fuhren v. a. zu
Polydaktylien (175,176).

1.5.3.2. Wnt-Signalwege

Die Wnt-Familie wurde nach den ersten Mitgliederngless (Drosophila) und int-1 (Maus)
benannt. Sie besteht aus 19 hochkonservierteninmgi@hen, sekretierten Molekilen. Wnts
sind an zahlreichen Prozessen der Skelettogengsggbeln mesenchymalen Zellen hemmen
sie die Expression voBox9und fordern die voRunx2und Osterix(177-179). Dadurch wird
die Differenzierung zu Osteoblasten unterstitzt, hreddd die Differenzierung zu
Chondrozyten inhibiert wird. Andererseits treiben nté/ die Differenzierung der
Chondrozyten zu hypertrophen Chondrozyten voran untérstitzen die Gelenkbildung
(177,180). Wnts werden auch in Osteoblasten exprimiVahrend der Frakturheilung konnte
die Expression von Wnt4, Wnt5a, Fzd2, LRP5, Dishedeund p-Catenin nachgewiesen
werden (181). Bei der Skelettbildung und Fraktuthng ist, wie die Beeintrachtigung der
Osteoblastogenese durch den konditionellen ,knoek and die Uberexpression vopr
Catenin zeigt, die richtige Konzentration der amr dént-Signaltransduktion beteiligten
Komponenten von grol3er Bedeutung (177,182).
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Abb. 1.10 Der kanonische Weg bzw. WngtCatenin-Signalweg

A) In der Abwesenheit von Wnt wirfl-Catenin in einen Degradations-Komplex aus APC, ,GBSK3P und
Axin rekrutiert, durci3TrCP ubiquitiniert und proteasomal abgebaut. B)}dBinWVnt an die Rezeptoren LRP und
Frizzled, werden GSKBund Axin zum Rezeptorkomplex rekrutiert. Die Bitldudes Degradations-Komplex ist
nicht méglich.p-Catenin akkumuliert im Zytoplasma und transloziertlen Nukleus, wo es mit TCF und CBP
die Transkription der Zielgene induziert. Abbildemgmodifiziert nach (183).

Wnts koénnen in Abhéngigkeit von der jeweiligen Keniration, von Typ und vom
Differenzierungsstadium der Zellen einschliel3licar cExpression von Rezeptoren, Co-
Rezeptoren und Wnt-Antagonisten den kanonischen ded nicht-kanonischen Wnt-
Signalweg aktivieren. Diese kdnnen sich gegenseitigpieren (184,185). Der kanonische
Weg wird auch als Wrfi/Catenin-Weg bezeichnet (Abb. 1.10). In Abwesenkeit Wnt
(Abb. 1.10 A) wirdp-Catenin zu einem Komplex aus Axin, APC (Adenomat®&olyposis
Coali), CKla (Casein-Kinase 1) und GSK3 (Glycogen Synthase &) rekrutiert. Dort wird
es von CK& und GSK3 in der Nahe des N-Terminus phosphorylierd dann von der
Ubiquitin E3-LigaseB-Trcp (-Transducin epeat ontaining_potein) ubiquitiniert. Der Abbau
erfolgt im Proteasom. Im Nukleus binden in Abwesanhlvon Wnt TCF, Groucho und
Histon-Deacetylasen an die DNA und verhindern d&nskription der Zielgene. Bindet Wnt

an einen von zehn Frizzled (Fz)-Rezeptoren undRIR3.6 werden intrazellular Dishevelled,
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Axin und GSK3 zur Plasmamembran rekrutiert (Abld.01B). Dabei interagiert Dishevelled
mit Fz und LRP6 und férdert die Anreicherung vonA&Rin LRP6-Signalosomen sowie die
Phosphorylierung von LRP6 und die Rekrutierung Aeis-GSK3-Komplexes an den LRP6
(186,187). Die Bildung des Axin/APC/CKIGSK3B-Catenin-Komplexes und die
Phosphorylierung dg&-Catenin sind in Gegenwart von Wnt somit nicht metiglich (Abb.
1.10). Dadurch reichert sici-Catenin im Zytoplasma an und kann in den Nukleus
translozieren, wo es den Co-Repressor Groucho immhtgéragierenden Histon-Deacetylasen
von der DNA verdrangt und mit TCF/LEF (, T cell sjfectranscription factor/ ,Lymphoid
enhancer binding factor 1), p300/CBP und CREB THianskription der Zielgene wie z. B.
Runx2(179) induziert. Inhibiert wird der Wift/Catenin-Weg, indem Sfrp (secreted frizzled-
related protein) und WIF-1(Wnt inhibitory factor)edinteraktion zwischen Wnt und Fzd
verhindern oder die Wnt-Antagonisten Dickkopf (Dkkid Sclerostin die Co-Rezeptoren
LRP5/6 binden (185,188). Nach Bindung von Dkkl anRPbE/6 und das
Transmembranprotein Kremen wird LRP5/6 zusammenKremen internalisiert und steht
dem Wntg-Catenin-Weg nicht mehr zur Verfigung (189). Ditetaktion von Sclerostin mit
LRP5/6 verhindert die Bindung von Wnt an den LRP&#@ so die Aktivierung des W@t/
Catenin-Siganlweges (129,188).

Zu den nicht-kanonischen Wnt-Signalwegen zahleB. -die Bindung von Wnt an Fzd und
damit verbundene Aktivierung des PLC/PKC/CamKIl+&ilyveges sowie die Interaktion von
Fzd mit Wnt und dem Proteoglycan Knypek. Letzténertf in Gegenwart des Co-Rezeptors
Prickle zur Aktivierung von JNK sowie den GTPasdmR und Rac, die das Zytoskelett und
die planare Zellpolaritat regulieren (190,191).

Mutationen oder ,knock outs® von Wnt3, Wnt4, Wnt5@&/ntl0b beeintrachtigten die
Chondrogenese und fiihrten zu Fehlbildungen dereBxtaten (192,193). Mutationen in den
Wnt-CorezeptorenLRP5/6 die die Bindung der Wnts beeintrachtigen, rederiedie
Knochenmasse oder verursachen Osteoporose (194)#@Fationen ded RP5/6§ die die
Bindung an Dkk1 oder Sclerostin behindern, zeigaereéhnlichen Phaotyp wie Mutationen

in Dkk1 oderSclerostinund verursachen eine héhere Knochenmasse (130343196,197).

1.5.3.3. FGF-Signalweg

Die Proteine der ,Fibroblast growth family* (FGF) ewden u. a. im AER der

Extremitatenknospen (FGF4, FGF8, FGF9, FGF17) exprt, wo sie die Ausbildung der

proximodistalen Achse regulieren (198). Au3erderminen FGFs die Proliferation von
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Chondrozyten und fordern ihre Differenzierung zydryrophen Chondrozyten. Sie wirken
dadurch der Ihh- und BMP-abhangigen Signaltransdnkientgegen (199,200). FGFs
aktivieren eine Vielzahl von Proteinen wie ifdgen Activated_FPotein Kinases* (MAPKS)
und die Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) und induaiedie Phosphorylierung von Statl.
Dadurch kdnnen sie auch die Apoptose regulierefh,22@). Mutationen der FGFs wie auch
der FGF-Rezeptoren fuhren zu zahlreichen Skeldtifdbngen wie z.B. Achondrodysplasie
und das Pfeiffer-Syndrom (203).
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2. Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werdemcld welche molekularen Mechanismen
die heterozygote Mutation GDF5-S94N das Multiplen&tose Syndrom (SYNS) auslost.
SYNS ist durch proximalen Symphalangismus, karpalé tarsale Fusionen, Gehérlosigkeit
und leichte Fehlbildungen des Gesichts gekennzetchn

GDF5 induziert die Chondrogenese und ist mal3gelaircider Entwicklung und dem Erhalt
der Gelenke beteiligt. Die bisher publizierten Misaen desGDF5 sind ,frameshift*-
Mutationen oder liegen nahe oder im ,wrist“-Epitojles GDF5, der Bindungsstelle des
hochaffin gebundenen BMPRI. Sie verursachen Chalydmasien, Brachydaktyly,
Symphalangismus und SYNS (204-211). GDF5-S94Nigtdp die einzige GDF5-Mutante,
deren Mutation im hochkonservierten ,knuckle“-Epitoder Bindungsstelle der Typ II-
Rezeptoren liegt. Wie die Mutation GDF5-S94N diadging an die BMP-Rezeptoren und die
molekularen Mechanismen der Chondrogenese beestfiwsirde durch die Inkubation von
C2C12-Zellen, den Pra-Chondroblasten ATDC5 und nwsgnalen Zellen aus den
Extremitatenknospen der Maus mit rekombinantem GB®&N im Vergleich zu GDF5
Wildtyp, der BDA2-auslésenden Mutante GDF5-L60P igosler artifiziellen Mutante GDF5-
L56P/Y106K/Q108D untersucht.

BMP2 und BMP6 sind an der Skelettbildung und dexkiurheilung beteiligt. Der Vergleich
von BMP2 und BMP6 mit BMP2/BMP6- und BMP2/BMP7-Hetdimeren zeigte, dass
BMP6 und die BMP-Heterodimere die Differenzierung @steoblasten starker férdern als
BMP2 (11-14,212). Trotzdem ist BMP2 fiur die Indwkti der Frakturheilung unbedingt
erforderlich (156). Welchen Einfluss die Rezeptim#titen der BMPs auf die
Signaltransduktion, die Differenzierung zu Ostestda und ihre Mineralisierung haben,
sollte mit Hilfe von BMP2-Mutanten im Vergleich AMP2 und BMP6 analysiert werden.
Die BMP2-Mutanten haben entweder eine im VergleeahBMP2 reduzierte Affinitdt zum
BMPRI oder wie BMP6 eine hdhere Affinitat zu denpTy-Rezeptoren.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Folgen der GDF5- iBidP2-Mutationen auf die molekularen
Mechanismen der Chondrogenese und Osteogenese araktgmnisieren, um langfristig
Wirkstoffe entwickeln zu kénnen, die die KnorpekhduKnochenentwicklung (beispielsweise

nach Frakturen) optimal und mit mdglichst wenigesbBhwirkungen férdern.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tab. 3.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

S::S:;uchsmaterial Hersteller Bezeichnung
Agarose-Gel-Dokumentation Herolab

Sony Video Graphic Printer
Agarose-Gelelektrophorese- Bio-Rad Mini Sub Cell GT
System
Autoklav Systec 5075 ELV
Binokular Leica MZ 16A
ChemiSmart Peqglab ChemiSmart 5000
Combitips Eppendorf Combitips plus 5 ml

Combitips plus 5 ml Biopur

Deckglaschen AL 24x60x15mm
Digitalkamera Carl Zeiss AxioCam HRC und MRC5

Sony DSC-w1
Eismaschine Scotsman AF30
FACS Beckman Coulter EPICS XL-MCL
Feinwaage Scaltec SBA 33
Gefrierschrank Siemens, Bosch -20°C

Forma Scientific -80°C
Gelelektrophoresekammer Bio-Rad Mini-Protean 3 System
Greiner Rohrchen Greiner 15 ml

50 ml

Heizblock
Inkubator
Kuhlschrank

Kryo-Einfrierréhrchen
Magnetrihrer
Microplate Reader
Mikroskop

Mikrowelle
Multipette

Heltinse & Ziller

Infors
Heraeus
Beko
Bosch
Nunc

IKA
Tecan
Carl Zeiss
Carl Zeiss
Olympus
Severin
Eppendorf

Schittel-Inkubator Ecotron
HeraCell 240

4°C

4°C

Combimag RCT
sunrise ELISA-Plate-Reader
Axiovert 200 M
Axiovert 40CFL
IMT-2
Microwave & Grill
Multipette plus
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Gerat/
Verbrauchsmaterial

Hersteller

Bezeichnung

Netzgerat

Nitrozellulose-Membran
Objekttrager

Parafilm

Pasteurpipette
PCR-Cycler
PCR-Reaktionsgefalle
pH-Meter

Phosphor-Imager
Photometer

Pipet boy
Pipetten

Pipettenspitzen

Platten-Luminometer
gRT-PCR
Reaktionsgefalie
Reinstwasseranlage
Rontgenfilm

Rontgenfilm-
Entwicklermaschine

Rotations-Schttler
Scanner
Schnellkochtopf
Schttler

Spektrophotometer
Sterilbank
Sterilfilter

Stickstofftank
Thermocycler
Thermomixer
Uberkopf-Schiittler
UV-Transilluminator
Vortexer

Waagen
Wasserbad

Biotec Fischer
Heraeus

Bio-Rad

Schleicher & Schuell
Menzel Glaser
Pechiney

Brand Plastibrand
MJ Research
Applied Biosystems

Knick Elektronische
Messgeréate

Fujifilm
Tecan
Drummond
Eppendorf

Hamilton
Finnigan
Biozym
Gilson

Berthold

Applied Biosystems
Eppendorf
Millipore

Konica / Minolta
Kodak

MS Laborgerate

Heidolph Instruments
Epson

Silit

Heidolph Instruments

Peglab

Heraus

Millipore

Schleicher & Schuell
Messmer
Eppendorf
Eppendorf

neolab

Herolab

Scientific Industries
PESA Waagen
Memmert

Pherastab 500
Consort E 831
PowerPac HC

Optitran BA-S85 Reinforced NC

76x26x1 mm

Parafilm

3ml

PTC-200

MicroAMP reaction tubes
761 Calimatic

FLA 5000

sunrise ELISA-Plate-Reader
Pipetaid
Research
00,1-2,5ul; 2-20 pl; 20-200pl;
100-1000 pl
20 pul
1-5 ml; 2-10 ml
Safe Seal Tips 20-1000 pl
D10, D20
Filtertips

Mithras LB 940

Step One Plus

1,5mlund 2 ml
Milli-Q-Synthesis
medical films 13X18cm
Biomax (fuir'*>-lod)

Optimax Typ TR

Rotamax 120
Perfection 2480 Photo
Sicomatic

Polymax 1040
Vibramax 100

Nanodrop ND-1000
HeraSafe

Millex-GS 0,22um

FP 30/0,45 CA-S

Adur 3
Mastercycler gradient
Thermomixer compact
Rotator 211175
RH-5.1
Vortex-Genie 2
XB 4200 C Precisa
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Gerat/

Verbrauchsmaterial Hersteller Bezeichnung
Western Blot Kammer Bio-Rad Mini Trans-Blot Cell
Whatman Papier Schleicher & Schuell Gel Blotting Paper 460x570 mm
Zellkultur Greiner Zellkultur-Flaschen
Greiner Testplatte 24 Loch
Greiner Testplatte 6/24/96 Loch
Greiner 6 cm/ 10 cm Zellkulturschalen
Hartenstein Zellschaber
Zellz&hlkammer Neubauer Tiefe 0,200 mm; 0,0025 mm
Zentrifugen Eppendorf Tischzentrifuge 5415 D
Eppendorf Tischzentrifuge 5417 C
Eppendorf 5804
Hettich Micro 22 R Kihlzentrifuge
Sorvall RC 6 Kuhlzentrifuge

3.1.2. Chemikalien, Enzyme, Kits, Antikdrper und Maker

In den folgenden Tabellen sind die Chemikalien,abiden, Enzyme, Kits, Antikérper und

Marker zusammengefasst aufgefihrt. Die Chemikalamrden - soweit nicht anders

angegeben - in Analysenqualtidt verwendet. Pufiéisungen und Medien wurden mit

deionisiertem Wasser aus der Millipore-Anlage apges

Tab. 3.2 Chemikalien

Kurzbezeichnung  Bezeichnung Hersteller
Acrylamid Acrylamid Mix 40% Rotiphorese Gel Roth
Agar Agar Roth
Agarose Agarose ultrapure Roth
Alcian Blue Alcian Blue 8GX Sigma
Alizarin Red Alizarin Red Sigma
Ampicillin Ampicillin-Natriumsalz Sigma
APS Ammonium Persulfat Bio-Rad
APH 3-Aminophthalhydrazid Roth
B-Mercapto- B-Mercaptoethanol Sigma
ethanol
Betain Trimethylglycin Sigma
Bis-Acrylamid Bis-Acrylamid Roth
BPB Bromphenolblau Merck
BSA Rinder-Serum-Albumin Roth
(Bovine Serum Albumin) 98%
Butanol 1-Butanol Sigma
CaCl, Calciumchlorid Merck
p-Cumarséaure p-Cumarséaure Sigma
DAPI 4’,6-Diamidino-2-phenyindol, Dilactat Sigma
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Kurzbezeichnung  Bezeichnung Hersteller
dNTP’'s 12,5 Desoxyribonukleotidtrisphosphate 12,5 mM Fermentas
DMEM Dulbeccos Modified Eagles’s Medium Gibco
DMSO Dimethylsulfoxid Merck
DPBS DPBS, Zellkultur Gibco
HOACc Essigsaure AppliChem
EtOH Ethanol, vergallt Roth
EtOH abs Ethanol 100% analysis Merck
EtBr Ethidiumbromid-Lésung 10 mg/ml Roth
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure Applichem
FCS Fetales Kéalber Serum Invitrogen
Fluoromount G Mounting-Medium Science Services
Formaldehyd Formaldehyd Roth
G418 Geneticin Gibco
Glc Glucose Sigma
Glycin Glyzin Merck
Glycerin Glyzerin, 86% Roth
GMEM Glasgow’'s MEM Sigma
HANKSs HBSS Hanks Balanced Salt Solution Cambrex
Hepes Hepes buffer 1 M Roth
Isopropanol 2-Propanol Roth
[*2°1] Na[**lod] Hartmann
Analytik
Kanamycin Kanamycin-Sulfat Sigma
KH PO, Kaliumdihydrogenphosphat AppliChem
L-Glutamin L-Glutamin Biochrom
LB-Pulver Luria-Bertuni-Medium Roth
MgSO, Magnesiumsulfat Merck
1 kb Leiter 1kb DNA Ladder NEB
100 bp Leiter GeneRuler 100b DNA Ladder NEB
MgCl, Magnesiumchlorid Merck
MgSO, Magnesiumsulfat Merck
MeOH Methanol Merck
B-Mercaptoethenol [3-Mercaptoethenol Merck
Milchpulver Skim Milk Powder Fluka
NacCl Natriumchlorid Merck
Na,HPO, Natriumhydrogenphosphat x 26l Merck
NaH,PO, Natriumdihydrogenphosphat %@ Merck
NaF Natriumfluorid Fluka
NazsVO, Natriumvanadat Sigma
NP-40 Nonidet 40 Fluka
Pen/Strep Penicillin/Streptomycin Biochrom
PFA Paraformaldehyd Merck
PMSF Phenymethylsulfonylfluorid Sigma
Ponceau S Ponceau S Sigma
pNPP para-Nitrophenylphosphat Sigma

Proteaseinhibitor

Protease-Inhibitoren-Cocktail “Complete”; EDTA  Boehringer

free
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Kurzbezeichnung  Bezeichnung Hersteller
SDS Natriumdodecylsulfat Roth
TCA Trichloressigsaure Roth
TEMED N,N,N’,N’ Tetramethylethylendiamin Roth
Tris-HCI Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-Hydrochlorid Roth
Triton X-100 Octylphenol-polyethylenglycol Sigma
Trypsin Trypsin EDTA Biochrom
Trypanblau Trypan Blue Stain 0,4% Biochrom
Tween 20 Polyoxyethylen(20)sorbitan Roth
Tab. 3.3 Kits
Bezeichnung des Kits Hersteller
Dual Luciferase Reporter Assay System Promega
ProteoJet cytoplasmic and nuclear protein extractio kit Fermentas

NucleoSpin RNA extraction kit
QIAprep Plasmid Mini Kit

QIAprep Plasmid Midi Kit
Vectastain Kit (Myosin-Assay)

Machery & Nagel
Qiagen

Qiagen
Vectastain

3.1.3. Enzyme

Tab. 3.4 Enzyme

Enzym Hersteller
MMLV-Reverse Transkriptase Promega
Taq polymerase gbiogene

Restriktionsendonucleasen

New England Biolabs

3.1.4. Primer
Tab. 3.5 Primer fur die gPCR
Gen Primer
ALP fw AACCCAGACACAAGCATTCC
rev GAGAGCGAAGGGTCAGTCAG
Col2al fw GGCAACAGCAGGTTCACATA
rev GCCCTATGTCCACACCAAAT
Col10al fw CATAAAGGGCCCACTTGCTA
rev TGGCTGATATTCCTGGTGGT
Dkk1 fw TCCCAGAAGAACCACACTGA
rev GGTGCACACCTGACCTTCTT
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Gen Primer
HPRT fw TGTTGTTGGATATGCCCTTG
rev ACTGGCAACATCAACAGGACT
ld1 fw CTTCAGGAGGCAAGAGGAAA
rev CAAACCCTCTACCCACTGGA
LRP5 fw GCCACAGACCCCTCTCTCTA
rev GGTGCCATACCTCGAATGAC
Myog fw CCAAGGTCTCCTGTGCTGATG
rev TTGGCAAAACCACACAATGC
noggin fw ATGCCCCATCCCTTAAAATC
rev CGCAGAAGTAGGCTTGTTCC
Ocn fw GCAGGAGGGCAATAAGGTAG
rev CTTTAGGGCAGCACAGGTC
Opg fw ACCAAAGTGAATGCCGAGAG
rev AAGCTGCTCTGTGGTGAGGT
Opn fw GCTTGGCTTATGGACTGAGG
rev GGGATGACATCGAGGGACT
Sp7 fw CCCTTCTCAAGCACCAATGG
rev AGGGTGGGTAGTCATTTGCATAG
RANKL fw ATTTGCACACCTCACCATCA
rev TAGGTACGCTTCCCGATGTT
Runx2 fw TAAGAAGAGCCAGGCAGGTG
rev TAGTGCATTCGTGGGTTGG
SOST fw CCTCCTCCTGAGAACAACCA
rev GTCAGGAAGCGGGTGTAGTG
Sox9 fw GAGGAAGTCGGTGAAGAACG
rev CCCTCTCGCTTCAGATCAAC
3.1.5. Standards
Tab. 3.6 DNA- und Protein-Gro3enstandards
GroRRenstandard fir Bezeichnung Hersteller

DNA 1 kb DNA Leiter
100 bp DNA Leiter

Proteine

New England Biolabs
New England Biolabs

PAGERuler Prestained Protein Ladder Plus

Fermentas

(15, 27, 35, 55, 72, 100, 130 und 250 kDa)
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3.1.6. Bakterienstamme

Escherichia coli C 600-Genotyp:
lacY1, leuB6, maB+, suE44,thi-1, thr-1, tonA21 F

Escherichia coli DH5x-Genotyp:
¢80dlacZAM15, recAl, endAl, gyrAl, thi-1, hsdR7 (i, m¢’), SupE44, relAl, deoR,
A(lacZYA-argF\69, F

Escherichia coli JM 109-Genotyp:
endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdRL7 (i, m"), relAl, sug=44, A(lac-proAB) [F, tra D36, pro
AB, lacl'ZAM15]

3.1.7. Expressionsvektoren

Tab. 3.7 Vektoren

Vektor Hersteller
pcDNA1 Invitrogen
pcDNA3 Invitrogen
peGFP Clontech Laboratories
pGL3 Promega
pRL-TK Promega

3.1.8. Eukaryotische Expressions-Konstrukte

Tab. 3.8 Eukaryotische Expressions-Konstrukte

Konstrukt Insert Vektor Tag

peGFP eGFP peGFP

p-HA-BRIla human BRIa pPcDNAS3 HA,;
N-terminal

p-HA-BRIb human BRIb pcDNA3  HA;
N-terminal

p-HA-BRII-LF human BRII-LF pcDNA1  HA;
N-terminal

p-BRE-Luc Firefly-Luciferase (59); pGL3

kontrolliert von BRE und dem Id1-Promotor
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Konstrukt Insert Vektor Tag
p-Myg-Luc Firefly-Luciferase (Abb. 3.1); pGL3
kontrolliert von Myogenin-Promotor
pRL-TK Renilla-Luciferase pRL-TK
pB-Gal B-Galactosidase pcDNA1
SuperTOPFLASH Firefly-Luciferase (213); pTA-Luc
kontrolliert vom  TA-Promotor  und
TCF/LEF-Bindungsstellen
Synthetic poly(A)
swgnrql H_re_mscripliunal
S Ifjfgf?:fagﬁamund
Amp' reduction) —— Xhol
\ éh['l‘l 5 f-'j %
fon M?l]l jIJT J,‘Hr %
Nhel 21/ et
Smal 28 f =
ofi pGL3-Basic Xhol |32/ 7
Vector Balll 136 u
(4818bp) Hindlll |53 3
) Necol 86 \ g
2010|Sall Juc+ =
2004 |BamH| Narl 121 \| 8
—Hindlll
SV40 late /
poly(A) signal

(for luc+ reporter)

Hpal 1902 Xbal 1742

Abb. 3.1 p-Myg-Luc

Das Konstrukt p-Myg-Luc wurde von Dr. R. Zavaladier AG Prof. Dr. Knaus hergestellt. Seine Angabem z

Konstrukt sind hier zusammengefasst. Die Sequeszrdginen Myogenin-Promotors wurde (214) bzw. (215)

entnommen.

3.1.9. Zelllinien

Tab. 3.9 Verwendete Zelllinien

Zelllinie Zellbank/ Nr. Herkunft

ATDC5 Riken Cell Bank RCB 0565 murine Pra-Chondrocyten vdnus
Musculus

C2C12 LGC Promochem CRL-1772  Myoblasten vdins Musculus

Cos-7 LGC Promochem CRL-1651  Nierenzellen v@arcopithecus aethiops

HEK293T

Maus-Micromass

MC3T3-E1l

LGC Promochem CRL-1268  Nierenzellen wdamo sapiens
- mesenchymale Zellen aus den
Extremitatenknospen vdvius Musculus
Riken Cell Bank RCB 1126 Pra-Osteoblasten der Calvaria \Wns
Musculus

48



3.1.10. Medien und Reagenzien flr die Zellkultur

Tab. 3.10 Verwendete Reagenzien fur die Zellkultur

Medien/ Reagenzien Hersteller
a-MEM Gibco/ Invitrogen
Collagenase Typ la Sigma
Collagenase/Dispase-Losung Roche
DMEM Biochrom
DMEM/ Ham’s F12 1:1 Invitrogen
FCS Biochrom
G418 Biochrom
HBSS Hyclone
L-Glutamin Biochrom
Lipofectamine Invitrogen
Lipofectamine 2000 Invitrogen
Passiven Lysispuffer Promega
PBS PAA
PEI Sigma-Aldrich
Penicillin G Biochrom
PlusReagent Invitrogen
Streptomycin-Sulfat Biochrom
Trypsin PAA
3.1.11. Rekombinante Proteine
Tab. 3.11 Rekombinante Proteine
Kurzbezeichnung Ligand Hersteller
BMP2 Bone Morphogenetic Protein 2 (rekombinant) AG Prof. Dr. Sebald;
Wirzburg
BMP2-P Bone Morphogenetic Protein 2-L51P (rekombinant)AG Prof. Dr. Sebald,;
Wiurzburg
BMP2-PRP Bone Morphogenetic Protein 2-L51P/S85R/A86P AG Prof. Dr. Sebald,;
(rekombinant) Wiurzburg
BMP2-RP Bone Morphogenetic Protein 2-S85R/A86P AG Prof. Dr. Sebald;
(rekombinant) Wiurzburg
BMP2-KD Bone Morphogenetic Protein 2-L100K/N102D AG Prof. Dr. Sebald;
(rekombinant) Wirzburg
BMP6 Bone Morphogenetic Protein 6 (rekombinant) AG Prof. Dr.
Vukicevic; Zagreb
GDF5 Growth and Differentiation Factor 5 (rekombinant) Biopharm;
Heidelberg
GDF5-L60P Growth and Differentiation Factor 5-L60P Biopharm;
(rekombinant) Heidelberg
GDF5-S94N Growth and Differentiation Factor 5-S94N Biopharm;
(rekombinant) Heidelberg
GDF5-PKD Growth and Differentiation Factor 5- AG Prof. Dr. Sebald;

L56P/Y106K/Q108D (rekombinant)

Wirzburg
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Kurzbezeichnung Ligand

Hersteller

Noggin
Sclerostin

Wnt 3a

Recombinant Mouse Noggin / Fc Chimera
Recombinant Human Sclerostin

Recombinant Mouse Wnt3a / Fc Chimera

R&D Systems

R&D Systems
Pfizer

R&D Systems

3.1.12. Antikorper

Tab. 3.12 priméare Antikdrper

Krrlli?l?or reprer L)g?/kunft Hersteller gleo(;:iﬁlggng Anwendung Verdinnung

anti-B-Actin monoklonal Sigma 3% Milchin  WB 1:10000 in
Maus 0,1% TBS-T 0,1% TBS-T

anti-BMPRII polyklonal  Santa Cruz IP 1 g

(G-17) Ziege

anti-cGKI polyklonal  Stressgene 3% Milch in WB 1:1000in 0,1%
Kaninchen 0,1% TBS-T TBS-T

anti-p-ERK polyklonal  Cell 5% BSAin WB 1:1000 in 0,1%

bzw. Kaninchen Signaling 0,1% TBS-T TBS-T

anti-p-p42/44

anti-GAPDH monoklonal Cell 5% BSAin WB 1:1000 in 0,1%
Kaninchen Signaling 0,1% TBS-T TBS-T

anti-p-GSK3p monoklonal Cell WB 1:1000 in 0,1%

(S9) Kaninchen Signaling TBS-T

anti-HA monoklonal Roche 3% Milch in  FACS 1:100 in 1xPBS
Maus 0,1% TBS-T WB 1:1000in 0,1%

TBS-T

anti-Histon H3  polyklonal  Cell 5% BSAin WB 1:1000 in 0,1%
Kaninchen Signaling 0,1% TBS-T TBS-T

anti-p-JNK polyklonal  Cell 5% BSAin WB 1:1000in 0,1%
Kaninchen Signaling 0,1% TBS-T TBS-T

anti-Lamin A/C  polyklonal Cell 5% BSAin WB 1:1000in 0,1%
Kaninchen Signaling 0,1% TBS-T TBS-T

anti-LRP5 (C- polyklonal  Santa Cruz IP 1 g

20) Ziege

anti-LRP6 (C- monoklonal Santa Cruz IP 1pg

10) Maus

anti-p-PDK1 5% BSAin WB 1:1000 in 0,1%

(S241) 0,1% TBS-T TBS-T

anti-p-Akt polyklonal  Cell 5% BSAin WB 1:1000in 0,1%

(S473) Kaninchen Signaling 0,1% TBS-T TBS-T

anti-p-Akt polyklonal  Cell 5% BSAin WB 1:2000 in 0,1%

(T308) Kaninchen Signaling 0,1% TBS-T TBS-T

anti-P-p38 polyklonal  Cell 1% BSAin WB 1:1000in 0,1%

(T180/ Kaninchen Signaling 0,1% TBS-T TBS-T

Y182)
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Krrll?lf‘or rep:er L)éelkunft Hersteller glc;)(;:ii:llggng Anwendung Verdinnung
anti-Myosin monoklonal Sigma IF 1:400 in MST
heavy chain Maus
anti- monoklonal Pfizer 3% Milchin WB 1:300in 0,1%
Sclerostin Maus 0,1% TBS-T TBS-T
anti- polyklonal  Santa Cruz IP 1ug
Sclerostin Kaninchen
anti- polyklonal  Cell 5% BSAin WB 1:1000in 0,1%
p-Smad 1/5/8 Kaninchen Signaling 0,1% TBS-T TBS-T
anti- polyklonal  Cell 5% BSAin WB 1:1000 in 0,1%
p-Smad (S206) Kaninchen Signaling 0,1% TBS-T TBS-T
anti- polyklonal E. deRobertis 5% BSAin WB 1:50000 in
p-Smad (S210) Kaninchen 0,1% TBS-T 0,1% TBS-T
anti- polyklonal E. deRobertis 5% BSAin WB 1:50000 in
p-Smad (S214) Kaninchen 0,1% TBS-T 0,1% TBS-T
anti-Smad 1 polyklonal  Cell wB 1:1000in 0,1%
Kaninchen Signaling TBS-T
anti-Smad 1 polyklonal  Santa Cruz 3% BSAin IF 1:250
Kaninchen PBS
Tab. 3.13 sekndéare Antikorper
i\enliillj(g(rjs;?r Dg?{(unft Epitop Hersteller Anwendung Verdinnung
donkey-anti- Esel leichte  und Santa Cruz WB 1:5000 in
goat-HRP schwere 0,1% TBS-T
Ketten  der
IgGs der
Ziege
goat-anti- Ziege leichte  und Dianova WB 1:10000 in
mouse-HRP schwere 0,1% TBS-T
Ketten  der
IgGs der
Maus
goat-anti- Ziege leichte  und Dianova WB 1:10000 in
rabbit-HRP schwere 0,1% TBS-T
Ketten  der
IgGs des
Kaninchens
goat-anti- Ziege leichte  und Invitrogen IF 1:300
mouse-Alexa schwere
Fluor 488 Ketten  der
IgGs der
Maus
goat-anti- Ziege leichte  und Invitrogen IF 1:300
mouse- Alexa schwere
Fluor 594 Ketten  der
IgGs der
Maus
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sekundarer Typ/

Antikerper Herkunft Epitop Hersteller Anwendung Verdinnung
goat-anti- Ziege leichte  und Invitrogen IF 1:300
rabbit- Alexa schwere
Fluor 594 Ketten  der

IgGs des

Kaninchens

3.2. Molekularbiologische Methoden

Standardtechniken, wie z.B. die Kultivierung undnikervierung von Bakterien, Herstellung
von Bakterienmedien, Transformation, Plasmid-DNA pifikation, Agarose-
Gelelektrophorese, wurden entsprechend den Anwgesurnin Sambrook, J. ,Molecular
Cloning — A Laboratory Manual® (Third Edition; Col8pring Harbor Laboratory Press)
durchgefuhrt.

3.2.1. Isolierung von Plasmid DNA

Plasmid-DNA wurde - angepasst an die Menge - mit g@lAprep Plasmid Mini/Midi Kit®
entsprechend den Herstellerangaben (Qiagene) risdle Konzentration wurde mit dem

Spektrophotometer ,Nanodrop ND-1000“ bestimmt.

3.2.2. Isolierung von RNA und Herstellung von cDNA

RNA wurde mit dem ,RNA Extraction Kit* entsprechenlgén Herstellerangaben (Machery
&Nagel) isoliert. Die Konzentration wurde mit denpektrophotometer ,Nanodrop ND-
1000“ gemessen. AnschlieBend wurden 0,5-1 upg aifggte RNA in cDNA
umgeschrieben. Dazu wurde die RNA mit 0,5 pl OliJePrimern (100 pmol/ul) und RNAse
freiem Wasser (DEPC+@®: bidestilliertes Wasser mit 0,1 % Diethylpyrocamht ) versehen
und 5 min bei 70 °C inkubiert. Zu den auf Eis gitstie Proben wurden 13 pl der Reverse-
Transkriptase-Losung gegeben, bevor sie 50 miMB&C und 15 min bei 70 °C inkubiert
wurden. Durch den letzten Schritt wurde die Reva@msmskriptase inaktiviert. Die cDNA

wurde bei —20°C gelagert.
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Reverse-Transkriptase-Losung:
1,25 ul dNTPs (10mM; gbiogene)
5ul MMLV-RT-Puffer (Promega)
1 pl RNAsin RNAse Inhibitor (Promega)
1 pl Reverse Transkriptase (Promega)
4,75 ml DEPC-HO

3.2.3.Quantitative Real time-PCR

Die cDNA wurde mit bidestilliertem Wasser 1:4 ode8 verdinnt und mit SYBR-Green-Mix
(Applied Biosystem) versetzt. 6 pl der Proben sodviel der Primer (6pmol; siehe Tab. 3.5)
wurden in die Wells einer 96-Well-gPCR-Platte pijget und folgendem Temperatur-

Programm unterzogen:

Denaturierung: 10 min bei 95°C
Amplifikation (40 Zyklen): 30 s bei 95°C und 6®si 60°C (Fluoreszenz-Messung)
Schmelzkurve: 15 s bei 95 °C, von 609k 0,5°C-Schritten erwdrmen

Bei der quantitativen Real-time-PCR interkalierts deluorophor SYBR Green mit den
amplifizierten DNA-Fragmenten. Die Zunahme der Faszenz wahrend dieses Prozesses
wurde gemessen. Dier@Verte wurden mit Hilfe der StepOne Software v2Apgdlied
Biosystems) bestimmt. Unter Berucksichtigung derVerte flir das untersuchte Zielgen
sowie das Haushaltsgen (hier: HPRT) und der Prigfigizienzen wurde die ,mean
normalized expression“ (MNE) nach folgender Glemipierrechnet: MNE = (Effizienz der
Primer fur das Referenzgen)™(mittlere-@Wert des Referenzgens)/(Effizienz der Primer fur
das Zielgen) )*(mittlerer £Wert des Zielgens).

3.3. Zellbiologische Methoden

3.3.1. Kultivierung und Konservierung von Zellen

ATDC5, C2C12, MC3T3-E1, HEK293T sowie die aus dettirémitatenknospen der Maus
isolierten Zellen fur den Mikromass-Versuch wurdn 37°C, wie in der folgenden Tabelle
beschrieben, kultiviert. Zum Splitten wurden diell@® 2-5 min mit Trypsin bei 37°C

inkubiert.
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Tab. 3.14 Bedingungen fur die Kultivierung verschidener Zellinien

Zellen Medium, CO,-Gehalt im Inkubator Splitten der Zellen
ATDC5 DMEM/ Ham’s F12 1:1 mit 5% FCS v/v, 2 mM L- jeden 2.-3. Tag 1:6
Glutamin, 100 U/ml Penicillin//Streptomycin bei  oder 1:8
5% CQ
C2C12 DMEM mit 10% FCS v/v, 2 mM L-Glutamin, jeden 2. Tag 1:8 oder
C2C12-BRIB 100 U/ml Penicillin//Streptomycin bei 10% GO 1:10
C2C12-BRII fur die stabil transfizierten Zellen: 500pug/ml G418
COs-7 DMEM mit 10% FCS v/v, 2 mM L-Glutamin, jeden 3. Tag 1.8 -

100 U/ml Penicillin//Streptomycin bei 5% GO 1:15

HEK293T DMEM mit 10% FCS v/v, 2 mM L-Glutamin, jeden 2-3. Tag 1:10
100 U/ml Penicillin//Streptomycin bei 5% GO oder 1:15

Maus-Mikromass DMEM/ Ham’'s F12 1:1, 10% FCS v/v, 2 mM L-
Glutamin, 100 U/ml Penicillin//Streptomycin bei
5% CQ

MC3T3-E1 o-MEM mit 10% FCS v/v, 2 mM L-Glutamin, jeden 3.Tag 1:6 oder
100 U/ml Penicillin//Streptomycin bei 5% GO 1:8

Fur die Bestimmung der Lebend-Zellzahl wurden dieulbauer-Zahlkammer sowie der
Farbstoff Trypan-Blau benutzt. Eingefroren wurdeie &ellen in Medium mit 10%
DMSO v/v bei —80°C utber Nacht (i.N.) und anschiref3m fltissigem Stickstoff.

3.3.2. Transiente Transfektion von eukaryotischen &llen

ATDC5- und MC3T3-E1-Zellen wurden mit Hilfe von lofectamine entsprechend den
Hersteller-Angaben transfiziert. Die Transfektidiménz von MC3T3-El-Zellen wurde
durch die Zugabe von Plus Reagent (Invitrogen; 1 fiul 500 ng DNA und 0,8 pl
Lipofectamine) erhoht. Lipofectamine ist eine Misnly aus polykationischen und neutralen
Lipiden, die Liposomen bilden kénnen. Nukleinsaufermen mit diesen Lipid-Strukturen
Komplexe, die ihre Aufnahme durch die Plasmamemladeichtern. Das lipofectamine-
haltige Medium wurde nach 5 h entfernt und durcldie mit FCS ersetzt.

C2C12-Zellen wurden entsprechend den Herstellerahag mit Lipofectamine2000 (0,6 pl
fur 50 ng DNA) und FCS-haltigem Medium tber Nacht.) transfiziert.

HEK293T-Zellen und COS-7-Zellen wurden mit Polyédmymin (PEI) in FCS-haltigem

Medium 0. N. transfiziert. Plasmid-DNA und PEI wardim Verhaltnis 1:2 (bezogen auf
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p1g DNA:pg PEI) in Medium ohne FCS gemischt und 2@ tmei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Anschlie3end wurde Medium mit FCS dageieen. Die Zellen wurden mit diesem
Transfektionsansatz versehen und d. N. inkubiert.

Die Transfektionseffizienz wurde entweder durch g@ierallele Transfektion von eGFP
(, Green FluorescentProtein) oder in den Reportergen-Versuchen durah gleichzeitige
Transfektion der Renilla-Luciferase (aBenilla renifermiy, die aufgrund eines konstitutiv
aktiven Promotors unabhangig exprimiert wurde, ibvest.

3.3.3. Dualer Luziferase-Reportergen-Test

Mit Hilfe von Reportergen-Konstrukten kann die BEsggion von Proteinen untersucht
werden. Dazu wurde der Promotor des zu untersuemeRdoteins vor die Sequenz eines
leicht nachweisbaren Proteins, wie z.B. Beefly-Luziferase au$hotinus pyraliskloniert.
Nach der Transfektion des Reportergen-Konstruktesdev die Aktivitdt des Reportergens
gemessen und gegen die Aktivitdt deenillaLuziferase (ausRenilla renifermiy, die
aufgrund eines konstitutiv aktiven Promotors unalgiigi exprimiert wurde, als Referenz
guantifiziert.

ATDC5-, C2C12- und MC3T3-El-Zellen wurden in 48-Welatten ausgesat und mit
folgenden Konstrukten entsprechend Abschnitt 3iBaRsfiziert (Tab. 3.8).

Tab. 3.15 Transfektion der Zellen

Zelllinie Zellen/Well Konstrukte/Well

ATDC5 1,5*1¢° 35 ng BRE-Luc
15 ng pRL-TK

C2C12 1*10* 35 ng BRE-Luc oder Myg-Luc
15 ng pRL-TK

MC3T3-E1 1,5*1¢° 300 ng BRE-Luc

150 ng pRL-TK

Am néchsten Tag wurden die Zellen fir 5 h mit Medit 0,5% FCS gehungert und
anschlieBend mit Ligand (geldst in Medium + 0,5%SF@ir 16 Stunden (BRE-Luc) oder 5
Tage (Myg-Luc) inkubiert. Danach wurden die Zelhait 1x PBS gewaschen und mit 50 pl
Passiven Lysispuffer (Promega) lysiert. Die Probamden bei -80°C gelagert. 10 ul der

Lysate wurden mit dem Platten-Luminometer vermessen
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3.3.4. Herstellung von Zelllysaten zum Nachweis vddhospho-Proteinen

1,2-2*1F Zellen wurden in einer 6-Well-Platte ausgesat iinN. bei optimalen Bedingungen
kultiviert. Nach 3 h Hungern in serumfreien Mediwuarden die Zellen mit den in Tab. 3.11
aufgefuhrten, in serumfreien Medium gelosten rekioarfiten Proteinen stimuliert.
Anschliel3end wurden die Zellen durch Zugabe vodemmli-Puffer (6x Laemmli-Puffer:
350mM Tris pH 6,8; 40% v/v Glycerol, 10% w/v Namdodecylsulfat (SDS), 30% vf-
Mercaptoethanol, 0,0012% w/v Bromphenolblau in gldHyel6st) lysiert und bei -20°C
gelagert. Die Zellen wurden in 1,5 ml Eppendorf-&& Uberfihrt und fir 5 min auf 95°C
erwarmt. Nach kurzem Abzentrifugieren wurden dielden in der SDS-PAGE aufgetrennt
oder bei —20°C gelagert.

3.3.5. Subzellulare Fraktionierung

3*10° Zellen wurden in einell 6 cm -Zellkulturschale ausgesat. Am nachsten Taglevudie
Zellen fir 3 h in serumfreien Medium gehungert unitl den in Tabelle 3.12. aufgefiihrten
Liganden stimuliert. Die Auftrennung in den cytapiaatischen und nukledren Teil der Zelle
erfolgte mit dem ,ProteoJet cytoplasmic and nuclpestein extraction kit* (Fermentas)

entsprechend den Herstellerangaben.

3.3.6. Immunfluoreszenz

3*10* Zellen wurden auf Glasplattchen (Fa. Roth) in eid-Well-Platte ausgesat. Am
nachsten Tag wurden die Zellen 3 h in Medium md®,FCS gehungert und anschlielRend
mit den 10 nM Ligand gel6st in Hungermedium inkubi®ie Zellen wurden mit 1x PBS
gewaschen, mit 4% Paraformaldehyd fixiert, mit 0,5fton X-100 permeabilisiert und mit
3% BSA blockiert. Die endogenen Proteine wurdenchludie Inkubation mit primaren
Antikdrpern, wiea-Smad 1 oden-Myosin heavy chain, und den sekundéaren AntikGrpern
goata rabbit IgG Alexa Fluor 594 oder 488 nachgewiedeie Kerne wurden mit DAPI
(2:1000, 1 min, RT) gefarbt. AnschlieBend wurdere diroben mit Fluoromount G
eingedeckelt. Fur die Anfertigung der ImmunfluoesszBilder wurde das Mikroskop

Axiovert 200 M sowie die Axiovision-Software (Zejdsenutzt.
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3.3.7. Aktivitat der alkalischen Phosphatase

Die Aktivitat der alkalischen Phosphatase (ALP) est Marker fur die chondrogene und
osteoblastische Differenzierung. Sie wurde durah dmsatz des para-Nitrophenolphosphats
zum photometrisch detektierbaren para-Nitrophe@ell§farbung) bestimmit.

1*10* Zellen pro Well einer 96-Well-Platte wurden ausge@4 h spater wurden die Zellen
mit rekombinanten Proteinen (Tab. 3.11) gelost edMm mit 2% FCS inkubiert. Nach 72 h
Stimulation wurden die Zellen mit 1x PBS gewasched fir 1 h mit ALP-Lysispuffer 1
(0,1M Glycin, 1% NP-40, 1 mM Mggl1 mM ZnCh werden in ddHO geldst, pH 9,6) bei
RT lysiert. Dazu wurden der pNPP-haltige ALP-Lysipr 2 (0,1M Glycin, 1 mM MgGl

1 mM ZnCL werden in ddRHO geldst, pH 9,6) gegeben. Sobald eine Gelbfartauftrat,
wurde die 96-Well-Platte in einem ELISA-Platten-Beabei 405 nm vermessen.

3.3.8. Maus-Micromass

Die Praparation und Kultivierung der Zellen erfelgtie zuvor beschrieben (216). Die E11.5
Embryonen wurden aus den Mausen prapariert undiskalees PBS dberfuhrt. Die
Extremitatenknospen wurden abgetrennt und in 37&8ngs HBSS gegeben. Das Ektoderm
wurde bei 37°C durch eine Collagenase/Dispase-lg@s{3 mg/ml in HBSS) von den
mesenchymalen Zellen abgel6st. Danach wurden dierzait HBSS gewaschen und mit der
Collagenase Typ la/Trypsin-Losung (0,1 % CollagenBgp la, 0,1% Trypsin, 5% FCS) bei
37°C fur 45 min verdaut. Die Zellen wurden verelhaend durch ein Zellsieb gegeben.
Tropfen mit 2*16 Zellen/10 pl wurden in eine 12-Well-Platte gegehen 2 h bei 37°C
inkubiert. Dann wurden die Zellen mit Medium undnddarin gelosten rekombinanten
Proteinen versetzt und fur insgesamt 6 d inkubidten zweiten Tag wurde das Medium

gewechselt. Nach 6 d wurden die Zellen mit 1x PB&agchen und mit Alcian Blue gefarbt.

3.3.9. Alcian Blue-Farbung

Die Zellen wurden 15 min mit Kahle's Fixativ (144yb Ethanol, 5 ml Formaldehyd, 19,5 ml
Essigsaure add 500ml dgbl) fixiert und nach erneutem Waschen mit 1x PB3NImit
Alcian Blue (1% in 90 ml ddkD und 10 ml HCI, pH 1,0) gefarbt. Nach wiederholtem
Waschen mit 1x PBS wurde die Farbung mit Hilfe Beskulars dokumentiert.
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3.3.10. Alizarin Red-Farbung

Die Zellen wurden nach Entfernen des Mediums 3 minder Alizarin Red-L6sung (3,33 %
in 100 ml ddHO, pH 5,5 mit 0,5% NEDH eingestellt) inkubiert, mehrmals mit dgM]

gewaschen und dokumentiert.

3.4. Proteinanalytische Methoden

3.4.1. Bestimmung des Protein-Gehaltes

Die Protein-Konzentration wurde entweder mit denek®mphotometer ,Nanodrop ND-
1000“ oder in den Zelllysaten mit dem BCA (Bichiiséure)-Test bestimmt.

Fur den BCA-Test wurden die Zellysate mit g@Hverdinnt und mit 200 pl einer 49:1-
Mischung der Losungen A (1,35 % G0s;, 0,58 % NaOH, 1,00 % BCA, 0,57 % KNa-
Tartrat werden in in ddyD gel6st) und B (2,3 % CuQQ@ 5 HO in ddHO geldst) in einer

96Well-Platte versetzt. AnschlieRend wurden diebBroftir 20 bis 45 min bei 56°C inkubiert,
bis ein deutlich violetter Farbumschlag sichtbar.w@uantifiziert wurde die Intensitat der
Farbung durch die Messung der optischen Dichte Bi8A&Reader bei 550 nm. Mittels einer

Proteineichkurve konnte der Proteingehalt in dezednen Lysaten berechnet werden.

3.4.2. Co-Immunprazipitation

10° Zellen wurden prad10 cm -Zellkulturschale ausgesat. Am nachsten Tagden die
Zellen behandelt und mit 1% Triton-Lysepuffer (20mivis/HCI pH7,4, 150 mM NaCl, 1
mM EDTA, 1%Triton X werden in ddyD gelOst) versetzt mit Protease-Inhibitoren (1x
Complete von Fa. Roche, 1 pM PMSF, 20 mM NaF, 20 N&yP,O,, 2 mM NagVOy,) lysiert.
Anschliel3end werden 0,5-1 pg spezifischer Antikbigegen das zu prazipitierende Protein
gegeben und U.N. bei 4°C mit dem Uberkopfschutibdiert. Nach Zugabe von mit BSA
geblockter Protein A-Sepharose (Sigma) wurden dabéh erneut 1h bei 4°C rotiert. Die
Pellets wurden dreimal mit dem 1% Triton-Lysepuffewaschen. Das Pellet wurde mit 2x
SDS-Probenpuffer versetzt, auf 95°C erhitzt undhnaazer Zentrifugation der SDS-PAGE

unterzogen.
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3.4.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE

Die Zellysate wurden mit 6x Laemmli-Puffer (350mNisTpH 6,8; 40% v/v Glycerol, 10%
w/v SDS, 30% v/vp3-Mercaptoethanol, 0,0012% w/v Bromphenolblau in gldHyel6st)
versehen, fur 5 min auf 95°C erhitzt und nach kuZantrifugation auf ein Polyacrylamidgel
aufgetragen. Fur die SDS-PAGE und den Proteinteangfirde das Mini-Protean-System der
Firma Biorad genutzt.

Die Gele wurden entsprechend Tab. 3.16 angefentidti. N. bei 4°C gelagert.

Tab. 3.16 Bestandteile des Polyacrylamid-Gels

Chemikalien Trenngel (10%) Trenngel (12%) Sammelgel
AA/BAA (40%, 29:1) 2 ml 2,5ml 0,35 ml
ddH,O 4 ml 2,6 ml 2,6 ml

4x Lower Tris 2ml 2ml -

4x Upper Tris - - 1ml
Temed 7 ul 8 ul 8 ul
40%APS 20 pl 8 ul 8 ul

Die Taschen wurden mit den Proben und einem Pr@eifRenstandard PAGERuler
Prestained Protein Ladder PlusFa. Fermentas) beladen. AnschlieBend wurde die
Gelelektrophorese in der BioRad-Apparatur mit SC®dpuffer (Laufpuffer: 25 mM Tris,
190 mM Glycin, 0,1% SDS) fur 10 min bei 100V unchlbei 180 V durchgefihrt. Nach
erfolgreicher Auftrennung konnten die Proteine e@atder mit Coomassie gefarbt
(Farbelosung: 1g Coomassie Blue G 250, 10% v/v Bteih 10% v/v Essigsaure;
Entfarbelosung: 10% v/v Essigsaure, 20% Ethanolgronn Western Blot-Verfahren

analysiert werden.

3.4.4. Western Blot

Der Elektrotransfer der aufgetrennten Proteine lgidoauf eine Nitrozellulose- (Protran,
Whatman) oder eine durch Methanol aktivierte PVDErMran (Westran, Whatman) nach
dem wet-Prinzip bei 100 V und 4°C fur 2 h im TrawrdPuffer (25 mM Tris, 190mM Glycin,
20% v/v Methanol). Danach wurde die Membran mi®,IBS-T (50 mM Tris pH 8, 150
mM NacCl, 0,1% v/v Tween-20) gewaschen und dann58titBSA geldst in 0,1% TBS-T fur
1 h bei RT geblockt. Die Membran wurde mit dem RamtikGrper entsprechend Tab. 3.12
0. N. bei 4°C inkubiert. Zum Entfernen des Prim#kampers wurde die Membran dreimal
10 min mit 0,1 % TBS-T gewaschen, bevor sie mit dRor-gekoppelten Sekundarantikorper
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(vgl. Tab. 3.13) fur 1 h bei RT inkubiert wurde.pawurde erneut dreimal 10 min mit 0,1 %
TBS-T gewaschen. Die Detektion erfolgte mit HilfesdChemiSmarts und den Femto-Glo
ECL-Reagenzien (P.J.K). Fur die Quantifizierung deudie BiolD-Software der Fa. Vilber-

Lourmat genutzt.

3.3.5. lodierung und chemische Quervernetzung von ekombinanten
Proteinen

Die lodierung erfolgte nach der Chloramin T-Methq@47). 2 pg rekombinantes Protein
(,carrierfree”) wurden in 10 pl 1M NatriumphophgtH 7,2) geldst 2 ul Natriumiodid
(Na[**1]) (0.2 mCi; Hartmann Analytic) wurden dazugegebéinschlieRend wurde die
lodierung durch die Zugabe von 2 ul Chloramine U |{®/ml; Sigma) gestartet. Nach zwei
Minuten wurden weitere 2 ul Chloramin T dazugegeldach weiteren 1,5 Minuten wurden
die letzten 2 ul Chloramin T dazugegeben. Eine Kérapater wurde die Reaktion zwischen
[**1] und den Tyrosin-Resten des rekombinanten Pruseidurch Zugabe von 10 pl N-
Acetyltyrosine (100 mM; Sigma), 100 pl Kaliumiodid(200 mM) und 100 pl
Harnstoffessigsaure (1.2 g Harnstoff gelost in 1 Bdsigsdure) gestoppt. Radioaktiv
markiertes Protein wurde vom ungebundenen'Rajmit Hilfe einer Sephadex-G-25-Saule
(Fa. Pharmacia), gespult mit Elutionspuffer (4 mNZIH75 mM NacCl, 0.1% BSA; Sigma),
abgetrennt. Das Eluat wurde in mehreren Fraktiggemammelt, die mit demxSpectrometer
vermessen wurden. Die Fraktionen mit dem gebundgfi@hProtein wurden bei -20°C in
Elutionspuffer gelagert.

Fur die chemische Quervernetzung (“Crosslink®) veurdlie Zellen dreimal mit erwarmter
KRH-L6sung (50 mM HEPES (pH 7,5), 128 mM NaCl, 5 t’SQ,, 1,3 mM CaCJ, 5

mM KCI, gelést in dHO) mit 0,5 % fettsaurefreiem BSA (,bovine serum uan®)
gewaschen und fir 30 min in KRH-L6sung mit 0,5 %tsturefreiem BSA bei 37°C
inkubiert. Danach wurde die KRH-LOsung mit 0,5 %tdaurefreiem BSA mit 350- 500 pM
[**1]-Protein versetzt und auf die Zellen gegeben. Dadlen inkubierten fiir 3-4 h unter
leichtem Schiitteln bei 4°C. Nicht gebundené$3]fProtein wurde daraufhin durch
viermaliges Waschen mit KRH-Losung entfernt. Fle @igentliche Vernetzungsreaktion
wurde 10 mg/ml DSS (Disuccinimidyl Suberat) in DM$@l6st und 1:100 in KRH-LOsung
verdunnt. Die Zellen wurden mit dieser Losung férrhin bei 4°C inkubiert. AnschlielRend

wurden die Zellen dreimal mit KRH-L6sung bei 4°Gvgeschen und lysiert.
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4. Ergebnisse: Mutationen de$sDF5

GDF5 ist ein Wachstumsfaktor der BMP/GDF-Familie. i€ pranatal an der Bildung des
Skeletts und der Gelenke und postnatal an deren Odsi@se beteiligt. Wahrend der
Embryonalentwicklung wird GDF5 im Mesenchym der rertitatenknospen und spéter in
den zuklnftigen Gelenkspalten exprimiert (154). &abduziert es zuerst die Kondensation
der mesenchymalen Zellen und ihre DifferenzierungChondrozyten. Diese bilden die
knorpelige Anlage der spateren Knochen. Im Berdmhzukinftigen Gelenkzonen induziert
GDF5 ebenfalls die Kondensation der mesenchymakdlerZz und reguliert das Wachstum
und die Differenzierung der an den Gelenkspalt emggnden Zellen und somit die
Entwicklung des Gelenkspaltes (zusammengefassi4).1

Die Mutation GDF5-S94N wurde von Akarsu et al. dlsache fur das Multiple Synostoses
Syndrom (SYNS) beschrieben, das durch karpale ansdle Fusionen, Symphalangismus, die
humeroradiale  Synostosis, Gehorlosigkeit  sowie hteic Gesichtsfehlbildungen
gekennzeichnet ist (218). Der molekulare Mechangndurch den GDF5-S94N SYNS
auslost, wurde im Rahmen dieser Arbeit identifiziend charakterisiert. Dabei wurde die
durch GDF5-S94N ausgeldste Signaltransduktion welttlifferenzierung mit der von GDF5
Wildtyp sowie der von der Arbeitsgruppe Prof. Deb8ld hergestellten Mutante GDF5-
L56P/Y106K/Q108D und der als ,loss of function” fiakerten Mutante GDF5-L60P (208)
verglichen. GDF5-L60P ruft im Menschen Brachydaktyyp A2 (BDA2) hervor, die durch
verklrzte Zeigefinger und eine Verkrimmung desndei Fingers aufgrund von fehlenden
Phalangen oder Hypoplasie gekennzeichnet ist (208).

In Abbildung 4.1 A wird die Aminosauresequenz vobDFE5 mit den Sequenzen anderer
Mitglieder der BMP/GDF-Familie verglichen. Die Ladger von den Mutationen betroffenen
Aminosauren ist im GDF5-Dimer hervorgehoben (Abf. B, C).
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Abb. 4.1 Mutationen im GDF5

A) Vergleich der Aminosauresequenzen von verschiedeMitgliedern der GDF/BMP-Familie; die GDF5-
Mutationen L56P, L60P, S94N, Y106K und Q108D sinalcti Pfeile markiert. B) Das GD[g-Dimer ist in
hellem und dunklem blaugriin dargestellt. Die von @ainktmutationen betroffenen Aminosauren S94 {jpink
und L60 (griin) sind gekennzeichnet. Das Modell véfif um die X-Achse gedreht, so dass ,wrist“-Epitop
(BMPRI-Bindungsstelle) und ,knuckle“-Epitop (Typ-Rezeptor-Bindungsstelle) sichtbar sind (recht3) D&
vom Austausch betroffenen Aminoséauren in der GDRiavite GDF5-L56P/Y106K/Q108D (GDF5-PKD) sind
im GDF5-Dimer in gelb hervorgehoben. (Schwaerzer et @8MR 2011 in Kooperation mit Prof. Dr.
Mueller)

4.1. Mutationen im GDF5-Protein beeintrachtigen desen Bindung
an die BMP-Rezeptoren

GDF5 kann an BMPRIA/B, BMPRII und ActRII/B bindeBisher ist nur seine Struktur
gebunden an den BMPRI geldst (16,45), wahrend tigkar von GDF5 im Komplex mit
BMPRIA oder BMPRIB und einem Typ |l Rezeptor (BMRRACtRII oder ActRIIB) noch
nicht aufgeklart ist.

Serin 94 (S94) ist im GDF5-Protein eine innerhaler MP/GDF-Liganden-Familie
hochkonservierte Aminosaure (Abb. 4.1 A). Sie kadinsich imp6-Faltblatt des ,knuckle®-
Epitopes (Abb. 4.1 B). Mit Hilfe von ,Surface Plasm Resonance” (SPR)-Messungen

konnte gezeigt werden, dass durch den Aminosautetafisch Serin 94 zu Asparagin die
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GDF5-S94N-Mutante mit reduzierter Affinitat an dBMP Typ Il Rezeptoren bindet:
BMPRII (funffach), ActRII (vierfach) und ActRIIB (erfach) (Tab. 4.1). Eine vergleichbare
Verringerung der Affinitat konnte fur die BindungrdMutante BMP2-S88A zum BMPRII
und ActRIl gezeigt werden (219). Folglich ist Se@# in GDF5 ebenso wie das homologe
Serin 88 in BMP2 wichtig fur die Interaktion mitrd&MP Typ II-Rezeptoren.

Tab. 4.1 Affinitdten der GDF5-Mutanten zu den immolilisierten BMP-Rezeptoren

Dargestellt sind die Mittelwerte von zwei unabh@egi SPR-Messungen mit mindestens sechs
unterschiedlichen Analyt-Konzentrationen, die inoigeration mit der AG Prof. Dr. Sebald entstanded.s. d.
=nicht detektierbar, k. A. keine Angabe (Schwaeetal. - IBMR 2011)

Ligand Kp [NM] Referenz
BMPRIA BMPRIB BMPRII ActRIl  ActRIIB

BMP2 0,8 2,4 45 14 6,3 (44,45)

GDF5 19 1,3 36 20 4

GDF5-L60P n. d. 42,3 31,9 k. A. k. A. (16)

GDF5-S94N 19,5 1,2 183,7 84 314

GDF5-

L56P/Y106K/Q108D ™ & n. d. 113 43 1.1

In der Mutante GDF5-L56P/Y106K/Q108D wurde Tyrodidé gegen Lysin (Y106K) und

Glutamin 108 gegen Asparaginsaure (Q108D) fm-Faltblatt des ,knuckle“-Epitopes

ausgetauscht (Abb. 4.1 A, C). Dadurch bindet GDBBR/Y106K/Q108D mit dreifach

erhohter Affinitdt an die BMP Typ Il Rezeptoren fr&.1). Zusatzlich zu diesen Mutationen
wurde im ,wrist“-Epitop von GDF5-L56P/Y106K/Q108Delcin 56 gegen Prolin (GDF-

L56P) ersetzt (Abb. 4.1 A, C), so dass BMPRIA o8@BPRIB nicht mehr gebunden wurden
(Tab. 4.1). Ob dieser Bindungsverlust zum Typ |-€fgar durch die starkere Affinitat von
GDF5-L56P/Y106K/Q108D zu den Typ lI-Rezeptoren kemgiert werden kann, wurde hier
untersucht.

Wie GDF5-L56P/Y106K/Q108D kann auch GDF5-L60P deviFRRIA nicht mehr und den

BMPRIB nur mit einer 33fach reduzierten Affinitatnden (Tab. 4.1). Im Vergleich zur

L56P-Mutation im GDF5-L56P/Y106K/Q108D-Protein ltedje Mutation GDF5-L60P nicht

im, sondern in seitlicher Nahe zum ,wrist“-Epitomdu hat keinen direkten Kontakt mit
BMPRI (Abb. 4.1 B). Die Affinitat zum Typ II-Rezept wurde durch den Austausch L60P
im GDF5 nicht verandert (Tab. 4.1). Insgesamt 2eigsDF5-L60P und GDF5-S94N bei den
SPR-Messungen kontrare Bindungsaffinitdten: Die &8B4N-Mutante bindet unverandert
an die BMP Typ I-Rezeptoren und die Typ II-Rezepomit vier- bis funfach reduzierter
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Affinitat. Im Gegensatz dazu bindet die GDF5-L60Rikhte die Typ I|-Rezeptoren mit
deutlich reduzierter Affinitdt und die Typ lI-Rezepen mit unveranderter Affinitat (Tab.4.1).
Es stellte sich die Frage, welche Folgen die vesded Bindungsaffinititen der GDF5-
Mutanten zu den BMP-Rezeptoren auf die biologis@kéivitat der Wachstumsfaktoren
haben. Deshalb wurden Signaltransduktion und BEffererung nach Stimulation mit GDF5
Wildtyp und Mutanten in C2C12-Zellen, die in Gegamwvon BMP2/GDF5 direkt zu
Osteoblasten differenzieren konnen, in den Pra-Glotmtasten ATDCS5 und in
mesenchymalen Zellen aus den Extremitdtenknospen WMausembryonen (E11.5)

untersucht.

4.2. Die GDF5-S94N-Mutante verzogert die Aktivierug des

Smad-abhéangigen Signalweges

4.2.1. Phosphorylierung von R-Smad 1/5/8 und dess@&nanslokation in den

Nukleus

Nach Stimulation mit BMP2 oder GDF5 werden Smad8L¥#®m aktivierten BMPRI am C-
terminalen ,SSXS“-Motiv phosphoryliert. Sie tranglkeren im Komplex mit Co-Smad 4 in
den Nukleus und regulieren dort die Transkriptiam Zielgenen. Wie sich die veranderten
Ligand-Rezeptor-Affinitaten der Mutanten GDF5-S94@DF5-L56P/Y106K/Q108D und
GDF5-L60P auf den Smad-abhangigen Signalweg auswinkurde sowohl durch Analyse
der Smad 1/5/8-Phosphorylierung am C-Terminus ath @urch Translokationsstudien von
Smad 1 mit Hilfe von Western Blot und Immunfluoresz in C2C12- und ATDC5-Zellen
untersucht (Abb. 4.2).
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Abb. 4.2 GDF5-S94N induziert eine verringerte Smadrhosphorylierung

A) C2C12- und B) ATDC5-Zellen wurden drei Stundeshgngert und mit BMP2, GDF5, GDF5-L60P (G-
L60P), GDF5-S94N (G-S94N) oder GDF5-L56P/Y106K/QRO&-PKD) fur 30 Minuten inkubiert. Danach
wurde die C-terminale Phosphorylierung der R-SniHB4 mittels Western Blot analysiefActin diente als
Ladekontrolle. (Abb. 4.2 A auch in Schwaerzer et #8BMR 2011)

Das Muster der Smad 1/5/8-Phosphorylierung waeiddn Zelllinien vergleichbar (Abb. 4.2
A, B). Nach 30-minutiger Inkubation mit BMP2, dess®ignaltransduktion in C2C12-Zellen
gut charakterisiert ist, wurden Smad 1/5/8 stark &rerminalen ,SSXS“-Motiv
phosphoryliert (p-Smads). Geringer war die Mengepamads in C2C12- und ATDC5-
Zellen nach Inkubation mit GDF5. GDF5-S94N indutdeeine noch geringere p-Smad-
Konzentration als GDF5 Wildtyp. Nach Stimulation tmGDF5-L60P und GDF5-
L56P/Y106K/Q108D waren in den C2C12- und ATDCS5-2ellkaum phosphorylierte
Smad 1/5/8-Proteine nachweisbar (Abb. 4.2 A, B).

wio ligand

Smad 1

DAPI

Abb. 4.3 GDF5-S94N vermindert die nukledre Akkumulgion von Smad 1

Die liganden-induzierte Translokation von Smad ¢a0mindtiger Stimulation von C2C12-Zellen wurdg m
Hilfe der Immunfluoreszenzfarbung von Smad 1 siahtfmben). Die Nuklei wurden mit DAPI gefarbt (umte
Die Referenzmarkierung entspricht 20 um. (Schwaestzal.- JBMR 2011)

Die Immunfluoreszenz-Analyse zeigte nach 30-mirgitiBMP2- oder GDF5-Inkubation eine
Akkumulation von Smad 1 im Nukleus (Abb. 4.3). Inergleich dazu induzierte GDF5-S94N
eine geringere nukleare Smad-Konzentration. Die d&franslokation in GDF5-L60P- und
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GDF5-L56P/Y106K/Q108D-behandelten  Zellen untersthiesich nicht von den
unstimulierten Zellen (Abb. 4. 3).

Um einen genaueren Einblick Uber die rdumliche aedliche Verteilung von p-Smads
innerhalb der Zelle zu erhalten, wurden C2C12-2elB®-60 Minuten mit den Liganden
inkubiert und dann in die zytoplasmatische und edfd Fraktion aufgetrennt (Abb. 4.4). Da
C2C12- und ATDCS5-Zellen eine vergleichbare Smadsphorylierung nach Liganden-
Stimulation zeigen (vgl. Abb. 4.2 A, B), wird hidie Fraktionierung nur fir die C2C12-
Zellen gezeigt (Abb. 4.4).

cytoplasm nucleus
2 & © LIRS
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Abb. 4.4 GDF5-Mutanten induzieren eine verzégerte r8ad-Translokation in den Nukleus

C2C12-Zellen wurden fir 30(A), 45(B) oder 60(C) Mien mit BMP2, GDF5, GDF5-L60P (G-L60P), GDF5-

S94N (G-S94N) oder GDF5-L56P/Y106K/Q108D (G-PKDOjstliert. Nach Fraktionierung der Zellen in den

zytoplasmatischen und den nukleédren Teil wurde Glieerminale Smad 1/5/8 Phosphorylierung mit einem
spezifischen Antikdrper detektiert. GAPDH und LamiifC dienten sowohl als Lade- als auch als Korerdilir

die Trennung von Zytoplasma und Nukleus. (Schwaeatal.- JIBMR 2011)

Es bestatigte sich, dass nach 30-minutiger Stimoumlanit BMP2, GDF5 oder GDF5-S94N
eine Translokation der Smad-Proteine in den Nukiledsziert wurde (Abb. 4.4 A, Spur 8, 9,
11). Zusatzlich konnte durch die Aufkonzentrierungi der Fraktionierung eine Smad-
Aktivierung und nukleare Translokation nach GDF%E5Y106K/Q108D-Inkubation
nachgewiesen werden (Abb. 4.4 A, Spur 12). Im \@&cl zu GDF5 Wildtyp wurde durch
GDF5-S94N und GDF5-L56P/Y106K/Q108D eine schwacketdeare Akkumulation an p-
Smads 1/5/8 stimuliert; die Konzentration an p-Sm#sl8 im Zytoplasma hingegen war
relativ hoch (Abb. 4.4 A, Spur 11, 12). Mit zunehnder Stimulationszeit erhdéhte sich der
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Anteil der nukledren Smads: Nach 45-mindtiger Skaton mit BMP2, GDF5 und GDF5-
S94N konnte ein hoherer Anteil an nuklearen p-Smadelektiert werden als nach 30-
minutiger Stimulation (Abb. 4.4 B, Spur 8, 9, 1Nach 60 Minuten war die nukleéare p-
Smad-Konzentration der mit GDF5-S94N- oder GDF5RAE.06K/Q108D-behandelten
Zellen weiter angestiegen, so dass sie mit deredn&h p-Smad-Konzentration in den mit
GDF5-stimulierten Zellen vergleichbar war (Abb. £€4Spur 9, 11, 12). Im Gegensatz dazu
induzierte GDF5-L60P auch nach 60-mindtiger Stimoila eine nur geringe nukleéare
Akkumulation an p-Smads (Abb. 4.4 C, Spur 10).

Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl die reduendungsaffinitdit von GDF5-S94N zu
den BMP Typ IlI-Rezeptoren wie auch die reduzierteffinddt von GDF5-
L56P/Y106K/Q108D zum BMPRI die Aktivierung und Tedokation von Smad 1/5/8 in den
Nukleus verzogern. GDF5-L60P hingegen hemmt die dsAldivierung durch den Verlust
der BMPRI-Bindung.

4.2.2. Smad-abhéangige Transkription

Im Nukleus bindet Smad 1/5/8 im Komplex mit Co-Snfadn so genannte Smad-binding
elements (SBEs). Die Promotorregion tisGens ist detailiert untersucht worden und weist
zwei BMP-responsive Regionen auf. Die eine Regiorfagst zwei SBEs, die andere eine
palindrome Sequenz (GGCGCC), flankiert von dem ,@AGund ,CGCC*“-Motiv (59).
Zusammen bilden diese das sogenannte BMP respterserg (BRE). Das BRE aus dem
Id1-Promotor wurde vor die Sequenz der Firefly-ffei@se kloniert (BRE-Luc). In den mit
BRE-Luc transfzierten Zellen kénnen die aktivier@mads im Nukleus an BRE binden und
die Transkription der Firefly-Luciferase induzieren

Um den Einfluss der reduzierten Rezeptor-Affinititder GDF5-Mutanten auf deren
Transkriptionsaktivitat zu untersuchen, wurden C2Qind ATDC5-Zellen mit der Plasmid-
DNA von BRE-Luc und einer konstitutiv exprimierteRenilla-Luciferase (RL-TK)
transfiziert. Nach Inkubation mit GDF5 Wildtyp odgn Mutanten wurden beide Luciferase-
Aktivitaten gemessen. Zur Berilicksichtigung von Wstkieden in Transfektionseffizienz und
Proliferation wurde die BRE-Luc-Aktivitdt gegen dier konstitutiv exprimierten Renilla-

Luciferase normiert (Abb. 4.5).
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Abb. 4.5 Die Smad-abhangige Transkription ist nacltStimulation mit GDF5-S94N stark reduziert

Die BRE-abhangige Reportergen-Aktivitat wurde naiatansfektion mit den Reportergen-Konstrukten und
Stimulation mit den genannten Liganden mit zunetdeefKonzentration in A) C2C12- und B) ATDC5-Zellen
analysiert. Die Mittelwerte + Standardabweichung deplikate wurden als ,relative light activity*RLA)
dargestellt und reprasentieren eines von drei Hxgeten. GDF5-L56P/Y106K/Q108D = GDF5-PKD. (Abb.
4.5 A auch in Schwaerzer et al.- JBMR 2011)

Die Stimulation mit GDF5-S94N zeigte sowohl in C2SX&ls auch in ATDC5-Zellen eine
deutlich geringere Luciferase-Aktivitat als GDF5luéyp (Abb. 4.5 A, B). Dieses Ergebnis
wurde aufgrund der verzdgerten Smad-Phosphorylieumd Smad-Translokation in den
Nukleus (Abb. 4.4) erwartet. Die Smad-Aktivierungach Inkubation mit GDF5-
L56P/Y106K/Q108D oder GDF5-L60P reichte hingegen die Induktion der Luciferase-
Aktivitat nicht aus (Abb. 4.5).

Ob die reduzierten Bindungsaffinitaten der GDF5-dhién zu den Rezeptoren durch eine
hohere Rezeptorkonzentration an der Zelloberfladrepensiert werden kénnen, wurde mit
Hilfe von stabil transfizierten C2C12-Zelllinien t@nsucht.

Die C2C12-BMPRIB- und C2C12-BMPRII-Zellen waren mé&n HA-markierten Rezeptoren
BMPIB oder BMPRII stabil transfiziert worden (48Peren Expression wurde mittels
Western Blot kontrolliert (Abb. 4.6 A).
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Abb. 4.6 Die Uberexpression von BMPRIB oder BMPRIIkompensiert den Bindungsverlust der GDF5-
Mutanten zum jeweiligen Rezeptor

A) C2C12-Zellen wurden stabil mit BMPRIB-HA (C2CBMPRIB) oder BMPRII-LF-HA (LF=long form:
(C2C12-BMPRII)) transfiziert. Die Expression der Harkierten Rezeptoren wurde mittels Western Bhat u
HA-spezifischem Antikdrper nachgewieseitActin diente als Ladekontrolle. B) C2C12-BMPRIBnadi C)
C2C12-BMPRII-Zellen wurden mit BMP2, GDF5, GDF5-IBBQG-L60P), GDF5-S94N (G-S94N) oder GDF5-
L56P/Y106K/Q108D (G-PKD) inkubiert. Nach 30minitig8&timulation wurden die Menge an p-Smads im
Zytoplasma und im Nukleus nach Zellfraktionierungalgsiert. Als Ladekontrolle sowie Kontrolle der
Fraktionierung dienten Lamin A/C und GAPDH.

Anschliel3end wurden die Zellen mit GDF5 Wildtyp nden GDF5-Mutanten inkubiert. Die
Aktivierung und nukleare Translokation von Smad8Asurde nach Zellfraktionierung durch
die Western-Blot-Analyse untersucht. Durch die @kpression von BMPRIB konnten die
reduzierten Bindungsaffinitaten der Mutanten GDE®&R und GDF5-L56P/Y106K/Q108D
zu BMPRIB kompensiert werden, so dass schon nacmiBQtiger Stimulation keine

Unterschiede im Translokationsverhalten der phospleaen Smads zu erkennen waren
(Abb. 4.6 B im Vergleich zu Abb. 4.4 A). Die Ubeperssion des BMPRII forderte die
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Smad-Translokation der mit GDF5, GDF5-S94N oder 6DB6P/Y106K/Q108D
stimulierten Zellen, so dass auch hier nach 30 kmkeine Unterschiede in der nuklearen p-
Smad-Konzentration feststellbar waren. In den nidFG&-L60P stimulierten C2C12-BMPRII-
Zellen war die nukleare p-Smad-Konzentration jedookeréndert gering (Abb. 4.6 C im
Vergleich zu Abb. 4.4 A).

Ob sich durch die Rezeptor-Uberexpression auclraieskriptionelle Aktivitat der Mutanten
verbessern wirde, wurde nach Transfektion der CEMPRIB- oder C2C12-BMPRII-
Zellen mit der Plasmid-DNA BRE-Luc und RL-TK untecht (Abb. 4.7).

25 —e— BMP2 257
—y— GDFS5 —8— BWP2
20 —m— GDF5-L60P —%— GDFS
¥ —¢— GDF5.594N —8— GDF5 LE0P
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Abb. 4.7 Die Uberexpression von BMPRIB oder BMPRII verbessert die Smad-abhangige
transkriptionelle Aktivitat der Mutanten

A), B) Die BRE-abhéngige Reportergen-Aktivitat wardach Transfektion der A) C2C12-BMPRIB- und B)
C2C12-BMPRII-Zellen mit den Reportergen-Konstrukterd Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen
an BMP2, GDF5, GDF5-L60P, GDF5-S94N oder GDF5-L¥PREK/Q108D (GDF5-PKD) gemessen. Die
Luciferase-Aktivitaten reprasentieren Mittelwerté&standardabweichungen einer Triplikat-Messung uacten
als ,relative light activity* (RLA) im Saulen-Diagmm dargestellt. Die Ergebnisse konnten in zweteren
Versuchen reproduziert werden. C) C2C12-BMPRII weardnit 3-GalactosidaseptGal) oder cGKI und den
Reportergen-Konstrukten transfiziert und 16 h neib diiganden stimuliert. Die Luciferase-Aktividteimd als
RLA graphisch dargestellt und zeigen Mittelwert8tandardabweichungen von Triplikaten aus einemzvesi
vergleichbaren Versuchen. Die Expression von cGKktrde durch Western Blotting mit einem spezifischen
Antikérper nachgewiesen.
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Durch die Uberexpression von BMPRIB konnte auchvéigingerte Luciferase-Aktivitat von
GDF5-L60P, GDF5-S94N und GDF5-L56P/Y106K/Q108D um ¥ielfaches verbessert
werden: Die durch GDF5-S94N sowie GDF5-L60P und 6&MDB6P/Y106K/Q108D
induzierte Reportergen-Aktivitat erreichte 80% d&ktivitat, die durch GDF5 Wildtyp
hervorgerufen wurde (Abb. 4.7 A). Die Luciferasetikitat der C2C12-BMPRII-Zellen war
im Vergleich zu den wildtypischen C2C12-Zellen (Allb) nach GDF5-Stimulation um den
Faktor 4 und nach GDF5-S94N-Stimulation um den é1at erhéht (Abb. 4.7 B). GDF5-
L60P und GDF5-L56P/Y106K/Q108D losten wie in derrepdalen C2C12-Zellen keine
Expression des Reportergens aus (Abb. 4.7 B).

Des Weiteren stellte sich die Frage, welchen Essfldie verminderte Affinitat von GDF5-
S94N zu BMPRII auf BMPRIl-assoziierte Proteine hatie die Smad-abhangige
Signaltransduktion unterstitzen. Um dies naher mersuchen, wurden C2C12-BMPRII-
Zellen mit Plasmid-DNA der cGMP-dependent proteinake | (cGKI), von BRE-Luc und
der konstitutiv aktiven Renilla-Luciferase trangiz und im Reportergen-Versuch analysiert
(Abb. 4.7 C). cGKI bindet an den BMPRII und phospiiert diesen. Nach BMP2-
Stimulation dissoziiert cGKI vom BMPRII und bindg#ie aktivierten Smads, mit denen sie in
den Nukleus transloziert. Dort rekrutiert sie délgesmeinen Transkriptionsfaktor TFII-I in
den Smad-Transkriptionskomplex am Id1-Promotor fdmdert so die Transkription von Id1
(36). Die SBEs und BMP-responsiven Regionen desPldinotors wurden vor die Sequenz
der Firefly-Luciferase kloniert (BRE-Luc), mit delie C2C12-BMPRII-Zellen transfiziert
wurde.

Ohne cGKIl nahm die Luciferase-Aktivitat von GDF5 eiibGDF5-S94N zu GDF5-
L56P/Y106K/Q108D ab. Durch die Uberexpression vGiKtzeigten die mit GDF5 und den
GDF5-Mutanten stimulierten Zellen eine ca. 30% (GDEDF5-S94N) oder 50% (GDF5-
L56P/Y106K/Q108D) hohere Luciferase-Aktivitat ale dnit B-Galactosidase-transfizierten
Zellen. Demzufolge hatte die reduzierte AffinitéésdGDF5-S94N zum BMPRII keinen
Einfluss auf die Aktivitat von cGKI, wahrend die agtere Bindung des GDF5-
L56P/Y106K/Q108D an den BMPRII die Aktivierung d=BKI zu erleichtern scheint (Abb.
4.7 C). Die Luciferase-Aktivitat der unstimuliert@ellen wurde durch die Uberexpression
der cGKI nicht beeinflusst, so dass ein ligandebbéagiger Effekt ausgeschlossen werden
konnte.

Mit Hilfe der Reportergen-Versuche konnte gezeigtraen, dass durch die reduzierte
Affinitat von GDF5-S94N zu den Typ lI-Rezeptorene dbmad-abhangige Transkription

verringert wird. Die BMPRII-assoziierte cGKI konnjedoch weiterhin die Smad-abhangige
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Transkription unterstiitzen. Durch die Uberexprassion BMPRIB oder BMPRII wurde die
durch GDF5-S94N ausgeldste Transkription gesteigene vollstandige Kompensation der
verringerten GDF5-S94N-Aktivitat, die aus der raduen Affinitat zu den Typ II-
Rezeptoren hervorgeht, wurde jedoch nicht erreiéhihe grol3ere Bedeutung fur die
transkriptionelle Aktivitat scheint die Bindung v&@DF5 an den Typ I-Rezeptor zu haben, da
GDF5-L60P und GDF5-L56P/Y106K/Q108D nur nach Ubpression von BMPRIB die
Smad-abhé&ngige Transkription induzieren konnten.

4.3. Die GDF5-S94N-Mutante verzogert die Aktivierug der p38
MAP-Kinase

GDF5 und BMP2 binden hochaffin an die BMP Typ I-Bgioren und rekrutieren dann die
Typ ll-Rezeptoren in den BISC. Sie induzieren d&8 pMAPK-Signalweg (46). Ob die
Mutanten ebenfalls diesen ,Non-Smad“-Weg aktividkdnnen, wurde durch die Analyse der
Phosphorylierung von p38 MAPK (p-p38) nach Stimolaftr 15, 30, 45 oder 60 Minuten in
C2C12-Zellen untersucht (Abb. 4.8).
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Abb. 4.8 GDF5-S94N induziert eine verzdgerte p38 MRK-Phosphorylierung

A)- D) C2C12-Zellen wurden fir 15-60 Minuten mit BN, GDF5, GDF5-L60P (G-L60P), GDF5-S94N (G-
S94N) oder GDF5-L56P/Y106K/Q108D (G-PKD) stimulieBtie Phosphorylierung von p38 wurde mit Hilfe
eines spezifischen Antikérpers nachgewiesen. Atiekantrolle dient@-Actin. (Schwaerzer et al.- JIBMR 2011)

Die Phosphorylierung der p38 MAPK war nach 30-, BBw. 60-minttiger Stimulation mit

BMP2 und GDF5 nachweisbar (Abb. 4.8 B-D). Im Gegénsdazu blieb die

Phosphorylierung von p38 nach Inkubation mit denF&Dlutanten fur 30 Minuten aus. p38
Phosphorylierung konnte erst nach 45-minitiger haition mit GDF5-S49N detektiert
werden (Abb. 4.8 C, Spur 5). Stimulationen mit GEE®P und GDF5-L56P/Y106K/Q108D

fur 45 oder 60 Minuten hingegen konnten keine Aktivng von p38 induzieren (Abb. 4.8 A-
D, Spuren 4, 6).

Ob sich die Aktivierung der p38 MAPK ebenso wie diktivierung der Smads durch die
Uberexpression von BMPRIB oder BMPRII verbessersstla wurde in den stabil

transfizierten C2C12-BMPRIB- und C2C12-BMPRII-Zell@each 30-mindtiger Stimulation

mit GDF5 Wildtyp oder den Mutanten untersucht. pip38-Konzentration war jedoch schon
in den unstimulierten C2C12-BMPRIB und BMPRII-Zelleelativ hoch, so dass keine
eindeutigen Aussagen uber die liganden-abhangigeviékung getroffen werden konnten
(Daten nicht gezeigt).

Durch die Stimulation der ATDC5-Zellen mit GDF5 \Wyp oder den GDF5-Mutanten
wurde der Einfluss der GDF5-Mutationen auf die ®idiung der p38 MAPK wahrend der
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Chondrogenese untersucht. Wie in den C2C12-Zellmmte nach 30- und 60-minutiger
Stimulation mit GDF5-S94N eine geringere p-p38-Kamzation als in den GDF5-
stimulierten Zellen detektiert werden. GDF5-L60RI UBDF5-L56P/Y106K/Q108D konnten
in den ATDC5-Zellen die Phosphorylierung von p3&induzieren (Daten nicht gezeigt).
Ohne die Bindung der Mutanten GDF5-L60P und GDFBR/AY106K/Q108D an den
BMPRI wurde die Aktivierung des p38 MAPK Signalwega C2C12- und ATDC5-Zellen
verhindert. Das konnte, wie die Inkubation mit GEIEEBP/Y106K/Q108D zeigte, durch eine
starkere Bindung an den BMPRII nicht ausgeglicherden. Die reduzierte Affinitat von
GDF5-S94N zu den BMP Typ lI-Rezeptoren verzogerteé reduzierte die Aktivierung von
p38 MAPK.

4.4. Mutationen im  GDF5-Protein  beeinflussen  die
Differenzierung von Vorlauferzellen zu Chondrozyten und
Osteoblasten

Die Bindung von BMP2/GDF5 aktiviert den Smad-abhdeg Signalweg. Die aktivierten
R-Smads translozieren mit Smad 4 in den Nukleus inddzieren die Transkription der
Zielgene. Zu diesen zéhlen uldl sowie die osteogenen MarkBunx2,Sp7 Ocn, Colla,
ALP und BSP, aber auch Smad 6 und Noggin (59,61,73,87,11228%, Id1 bindet an den
Transkriptionsfaktor MyoD und verhindert so dieelrstktion von MyoD mit der DNA und die
Myogenese (221,222). Der Transkriptionsfaktor Ruhk®yegen gilt als ,,Schliisselregulator*
der Osteogenese. Er wird in MSCs, pra-chondrogedeiten und im Perichondrium
exprimiert und fordert die Reifung zu hypertropl@mondrozyten sowie die Differenzierung
zu Osteoblasten (223,224). Runx2 induziert die Esgion vieler osteoblast-spezifischer
Gene, zu denen aucBp7 und Ocn gehoren (224). Die Aktivitat von Runx2 kann durch
Interaktion mit den R-Smads im Transkriptionskomplend nach Phosphorylierung durch
Kinasen wie p38 MAPK, JNK und PKC noch verbessestden (73,103,112). Der ,knock
out* von Runx2 verhindert die endochondrale undride Ossifikation, so dass drunx2
defizienten Mause ein nicht-mineralisiertes SkdbetalRen (220,225,226). Der konditionelle
.knock out” von Smad 1/5 inhibierte hingegen dieo@trogenese (227).

Andererseits konnten p38 und ERK in mesenchymaddierz der Extremitatenknospen sowie
in ATDC5-Zellen die Expression der chondrogenen asiggtogenen Markergedd P, Col2x

CollQn, BSP oder MMP13 induzieren (101,228). Das zeigt, dass sowohl dmadb
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abhangigen als auch die ,Non-Smad“-Signalwege difef@nzierung zu Chondrozyten und
Osteoblasten regulieren. Wie die durch die GDF5avtgn induzierten Signalkaskaden die
Differenzierung beeinflussen, wurde hier in C2CAZDC5- und Micromass-Zellen mittels

Immunfluoreszenz, qPCR und Analyse der ECM-Produktintersucht.

4.4.1. GDF5-Mutanten verhindern die osteoblastare iferenzierung von
C2C12-Zellen

C2C12-Zellen differenzierenn vitro bei Zell-Zell-Kontakt oder in Serum-reduziertem
Medium zu Myotuben, die Myosin und Myogenin expengén. In Gegenwart von BMP2
jedoch wird die Myogenese der C2C12-Zellen inhibiend die Transdifferenzierung zu
Osteoblasten induziert (87,221). Fraglich war, sigh die Mutationen im ,knuckle“-Epitop
und/oder ,wrist“-Epitop des GDF5-Proteins auf bei@éferenzierungswege auswirken
konnten. Die C2C12-Zellen wurden deshalb mit GDR&lWp oder den Mutanten stimuliert.
Zuerst wurde die Bildung von Myotuben mit der Imrfluoreszenz analysiert (Abb. 4.9).
AulRerdem wurde die Expression von myogenen unegsteen Markern mittels quantitativer
Realtime-PCR (qPCR) und auf Proteinebene durchMdissung der Reportergen- sowie der
ALP- (alkalische Phosphatase) Aktivitat untersuy@iab. 4.10, 4.11).

w/o ligand BMP2 GDF5 GDF5-L60P GDF5-S94N GDF5-PKD

MyosinHC

Abb. 4.9 Die GDF5-Mutanten konnen die Differenziermg der C2C12-Zellen zu Myotuben nicht
inhibieren

A) C2C12-Zellen wurden fur funf Tage mit Serum-reigaten Medium, BMP2, GDF5, GDF5-L60P, GDF5-
S94N oder GDF5-L56P/Y106K/Q108D (G-PKD) inkubiefie Differenzierung der C2C12-Zellen zu
Myotuben wurde mit einem Antikdérper gegen die salemeKetten des Skelettmuskel-spezifischen Myosins
(,Myosin heavy chains" / Myosin HC) detektiert (of)e Die Nuklei wurden mit DAPI gefarbt (unten). Die
Referenzmarkierung entspricht 150 pum. (Schwaenzait-eJBMR 2011)

Die Immunfluoreszenz-Analyse zeigte, dass BMP2 @MF5 die Differenzierung der
C2C12-Zellen zu Myotuben wie erwartet verhinder{@&bb. 4.9). Im Gegensatz hierzu
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konnten sich trotz Stimulation mit GDF5-S94N und FEEL56P/Y106K/Q108D Myotuben
bilden ahnlich den Zellen, die in Serum-reduziertdedium kultiviert wurden. GDF5-L60P
induzierte, wie bereits publiziert (208), eine varkte Myotuben-Bildung (Abb. 4.9).

Um nicht nur qualitative, sondern auch quantita#uwessagen treffen zu kénnen, wurde der
Fortschritt der Myogenese durch die Myogenify¢g-Expression mittels gqPCR sowie im
Reportergen-Versuch mit Hilfe einer vom Myogenimbtor abhangigen Firefly-Luciferase
(Myg-Luc) gemessen (Abb. 4.10 A, B).
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Abb. 4.10 Die GDF5-Mutanten haben unterschiedlicheEinflisse auf die myogene Diffeenzierung von
C2C12-Zellen

A) C2C12-Zellen wurden mit 10 nM BMP2, GDF5, GDFBAP, GDF5-S94N oder GDF5-
L56P/Y106K/Q108D (G-PKD) inkubiert. AnschlieRend nda die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben.
Die cDNA wurde mittels gPCR analysiert. Aus dep\Werten firMyog und dem ReferenzgetPRTsowie den
Primereffizienzen wurden die MNE-Werte (vgl.3.2.8tjechnet. DidMyog-Expression wurde relativ ziMyog
Expression in unstimulierten Zellen dargestelltr Beaph gibt die Mittelwerte + Standardabweichuirges von
zwei vergleichbaren Versuchen wieder (*p<0.05; ®p305; n=3). B) C2C12-Zellen wurden mit einer vom
Myogenin-Promotor abhangigen Firefly-Luciferase soRL-TK transfiziert. Nach flinftagiger Inkubationit

10 nM Ligand wurden die Luciferase-Aktivitdten gessen. Die RLA + Standardabweichung wurde auf die de
unstimulierten Zellen normiert und spiegelt einemn wier Versuchen wider (*p<0.05; **p<0.005; n=4).
(Schwaerzer et al.- IBMR 2011)
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Erwartungsgemafd waren sowohl dMyogmRNA-Konzentrationen als auch die vom
Myogenin-Promotor-abhangigen Luciferase-Aktivitatdier Zellen nach Stimulation mit
BMP2 und GDF5 um 60-70% geringer als in den Koh#ellen (Abb. 4.10 A, B). GDF5-
S94N und GDF5-L56P/Y106K/Q108D induzierten im Vergh zu GDF5 eine 2,5fach
hoéhere MyogmRNA-Konzentration, die der in unstimulierten C2=Zellen ahnlich war
(Abb. 4.10 A). Noch hoher war didyogmRNA-Konzentration nach Stimulation mit GDF5-
L60P (Abb. 4.10 A). Im Gegensatz zMyogmRNA-Konzentration rief GDF5-S94N im
Vergleich zu den unstimulierten Zellen eine um 5ddduzierte, vom Myogenin-Promotor
abhangige Luciferase-Aktivitat hervor. Die LucifeeaAktividten nach Stimulation mit
GDF5-L60P und GDF5-L56P/Y106K/Q108D &hnelten den olygnin-mRNA-
Konzentrationen: GDF5-L60P induzierte eine Lucigerd\ktivitdt von 160% und GDF5-
L56P/Y106K/Q108D eine Luciferase-Aktivitat von 120%

Id1 undRunx2sind BMP-abhangige Zielgene, die an der RegulatemOsteogenese beteiligt
sind (59,87,221,229). Id1 verhindert durch die Bimg des Transkriptionsfaktor MyoD die
DNA-MyoD-Interaktion und die Myogenese. Runx2 ish dranskriptionsfaktor, der die
Transkiption weiterer osteoblast-spezifischer Geadeziert. Er wird wie ALP sowohl in den
pra-hypertrophen und hypertrophen ChondrozytendemdOsteoblasten exprimiert (230-232)
Ihr Transkriptionsmuster sowie die Aktivitat derkaischen Phosphatase (ALP) wurden
bestimmt, um den Einfluss der GDF5-Mutanten aufliféerenzierung der C2C12-Zellen zu
Osteoblasten zu untersuchen (Abb. 4.11).
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Abb. 4.11 Die GDF5-Mutanten beeintréachtigen die Dferenzierung der C2C12-Zellen zu Osteoblasten

A), B) C2C12-Zellen wurden mit 10 nM BMP2, GDF5, EBL60P, GDF5-S94N oder GDF5-
L56P/Y106K/Q108D (G-PKD) inkubiert, bevor die Expséon von A)ld1-mRNA und B)Runx2mRNA mittels
gPCR untersucht wurde. Die MNE-Werte wurden errethmgl.3.2.3.) und relativ zu dem MNE-Wert der
unstimulierten Zellen dargestellt. Die Resultatbeage die Mittelwerte + Standardabweichung eines xomgi
vergleichbaren Versuchen wieder (*p<0.05; **p<0.0053). C) C2C12-BMPRIB wurden mit BMP2, GDF5
und den GDF5-Mutanten inkubiert. Nach drei Tagemdewlie ALP-Aktivitdt gemessen. Die hier dargestall
Mittelwerte + Standardabweichung wurden auf diecHdi#0 nM GDF5 induzierte Aktivitat (100%) normierid
reprasentieren einen von drei Versuchen. GDF5-D6608K/Q108D = G-PKD (Schwaerzer et al.- JBMR
2011)
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In Ubereinstimmung mit den vorherigen Beobachtundgeduzierten die Myogenese-
Inhibitoren BMP2 und GDF5 (vgl. Abb. 4.9; 4.10) Wergleich zu den Kontrollzellen eine 2-
2,5fach erhohteld1-Transkription (Abb. 4.11 A). GDF5-S94N aktivierteine malig
gesteigerte (1,5fach)d1-Transkription, wahrend GDF5-L56P/Y106K/Q108D did1-
Expression verglichen mit den unstimulierten Zel®ach reduzierte. GDF5-L60P hingegen
konnte die Transkription volall nicht induzieren (Abb. 4.11 A).

Die Analyse des Osteogenese-Regulators Runx2 doigdndes Bild: GDF5 stimulierte im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen eine 1,6fa6here Run@2-mRNA-Expression;
GDF5-L60P und GDF5-S94N hingegen zeigten kaum krgstgonelle Aktivitat. DieRunx-
MRNA-Konzentration war im Vergleich zu den unstimtken Zellen nur um Faktor 1,2
erhoht (Abb. 4.11 B). Die Stimulation der C2C124Zel mit GDF5-L56P/Y106K/Q108D
hatte keinen Einfluss auf die Expression ¥amx@ (Abb. 4.11 B).

Als ein weiterer osteogener Marker wurde die Exgigsvon ALP indirekt durch Messung
der ALP-Aktivitat analysiert. Die ALP-Aktivitdt wale durch die enzymatische Umsetzung
von para-Nitrophenolphosphat zum photometrischktietd®aren para-Nitrophenol bestimmt
(Abb. 4.11 C). In den GDF5-responsiven C2C12-BMPRHen loste GDF5 hohere ALP-
Aktivitaten als BMP2 aus. Die ALP-Aktivitdt nahm gfalnkubation mit Ligand von GDF5
Uber GDF5-S94N zu GDF5-L56P/Y106K/Q108D und GDF®Re&b.

Insgesamt nimmt die Fahigkeit, die Transdifferenmg der C2C12-Zellen von Myoblasten
zu Osteoblasten zu férdern, von GDF5 Uber GDF5-S94INGDF5-L56P/Y106K/Q108D zu
GDF5-L60P ab. In der gleichen Weise nahm die Deffieierung der C2C12-Zellen zu
Myotuben zu. Die Bindung an den BMPRII und insbeya an den BMPRI ist daher fir die
Transdifferenzierung der C2C12-Zellen zu Osteoblasinerlasslich.

4.4.2. GDF5-Mutanten verhindern die chondrogene R&ing von ATDCS5-
Zellen

GDF5 fordert wahrend der Embryogenese die Diffaenng der mesenchymalen Zellen zu
Chondrozyten (154). Im Vergleich zu GDF5 zeigtes Miutanten in der Pra-Chondroblasten-
Zelllinie ATDC5 eine verzogerte und reduzierte Algrung der Smad-abhéngigen und
Smad-unabhangigen Signalwege.

Es stellte sich die Frage, wie sich die MutatiomenGDF5-Protein auf die chondrogene
Reifung auswirken wiirden. Deshalb wurden die ATXelen mit GDF5 Wildtyp und den
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Mutanten inkubiert. Anschliel3end wurde die Differiemung zu reifen Chondrozyten anhand
der Expression der chondrogenen Margex9 Collagen Typ 2 (Col2l) und Osteopontin
(Opn) sowie Runx2 ALP und Collagen Typ 10 (Collfl), die in pra-hypertrophen und
hypertrophen Chondrozyten exprimiert werden, vetfohbb. 4.12).
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Abb. 4.12 Die GDF5-Mutanten GDF5-S94N und GDF5-PKbeeintrachtigen die Reifung der ATDC5-
Zellen

ATDC5-Zellen wurden mit GDF5 GDF5-L60P, GDF5-S94Neo GDF5-PKD (GDF5-L56P/Y106K/Q108D)
inkubiert. A)-F) Die Expression von AJol2al B) Sox9 C) Opn, D) Runx2,E) ALP und F)Col10alwurde
nach Umschreiben der mRNA in cDNA mittels gPCR tsueht. Die MNE-Werte wurden errechnet (vgl.3.2.3.)
und auf den MNE-Wert der unstimulierten Zellen namn Die dargestellten Mittelwerte + Standardalolieing
spiegeln die Ergebnisse von zwei Versuchen widex@05; **p<0.005; n=3). G) Die liganden-abhangige
Induktion der ALP-Aktivitat wurde in ATDC5-Zellenach dreitagiger Stimulation gemessen und als Mgl

+ Standardabweichung von Triplikaten dargestelér Braph reprasentiert das Ergebnis von zwei umaigén
Versuchen. (Schwaerzer et al.- JIBMR 2011)
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Die Expression vorCol2al war von der Behandlung mit GDF5 oder den GDF5-Mida
unabhangig (Abb. 4.12 A). Die anderen Markergeneden nach GDF5-Stimulation im
Vergleich zu den unstimulierten Zellen verstarkprxiert: Sox9(5,5fach),Opn (1,4fach),
Runx2(3,2fach) ALP (10fach) undCol10al (15fach) (Abb. 4.12 B-F).

Die Inkubation der ATDC5-Zellen mit GDF5-L60P und&5-S94N I6ste, verglichen mit
den Wildtyp-stimulierten Zellen, eine geringflgighere (1,3fach) Transkription vdBox9
aus (Abb. 4.12 B). Die Expression der anderen ctogshen Marker war nach Inkubation
mit der als ,loss of function“ publizierten Mutan&DF5-L60P (208) immer geringer als die
in den mit GDF5 behandelten Zellen: Die ExpressionOpnwar um 20%Runx2um 44%,
Col10a1 um 71% undALP um 85% reduziert (Abb. 4.12 C-F). Nach Inkubatmoit GDF5-
S94N- oder GDF5-L56P/Y106K/Q108D &hnelte die Exgias von Opn der von GDF5-
stimulierten Zellen (Abb. 4.12 C). Die Expressian\Rrunx2 Col10al oderALP war jedoch
ebenfalls geringer als in den Wildtyp-behandeltetien. Durch GDF5-S94N- oder GDF5-
L56P/Y106K/Q108D-Stimulation wurde die Transkriptiooon Runx2 um jeweils 28%
reduziert (Abb. 4.12 D). Ein noch deutlicherer Effder Mutanten im Vergleich zu GDF5
war bei der Expression der Mark€ol10al und ALP nachzuweisen: Die Stimulation mit
GDF5-S94N verringerte die Transkription v@wol10alum etwa 60 %, wéhrend sie durch
GDF5-L56P/Y106K/Q108D nur um 30% verringert wurddly. 4.12 E). DieALP-mRNA-
Konzentration wurde durch die Stimulation mit GDE94N um etwa 40% und durch GDF5-
L56P/Y106K/Q108D um 80% reduziert (Abb. 4.12 F).

Ahnliche Effekte konnten durch die Messung der AARivitat in ATDC5-Zellen
nachgewiesen werden. Wie in den C2C12-BMPRIB-Zelahm die liganden-induzierte
ALP-Aktivitat von GDF5 Uber GDF5-S94N zu GDF5-L58R06K/Q108D hin ab. GDF5-
L60P zeigte nur eine geringe Induktion, die kaurertdeer ALP-Aktiviat der unstimulierten
Zellen lag (Abb. 4.12 G im Vergleich zu Abb. 4.1} C

Diese Ergebnisse zeigen, dass GDF5 die Differamzger der ATDC5-Zellen zu
Chondrozyten fordert. Im Gegensatz dazu verringeite Stimulation mit den GDF5-
Mutanten die Expression voRunx2 ALP und Col10al, die Marker reifer Chondrozyten
sind. Dieses Resultat weist auf eine stark verazégand/oder inhibierte Differenzierung der
Pra-Chondroblasten zu pra-hypertrophen und hypgdréo Chondrozyten hin. Zugleich wird
durch die GDF5-Mutanten deutlich, dass fur die cnogene Reifung der ATDC5-Zellen
sowohl die Bindung des GDF5-Proteins an die BMP [FRgzeptoren als auch an die Typ II-
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Rezeptoren notig ist. Eine starkere Bindung der IyRezeptoren kann die Differenzierung

trotz Bindungsverlust zum Typ |-Rezeptor gering§igerbessern.

4.4.3. Die GDF5-S94N-Mutante fordert die chondrogen Differenzierung
von Micromass-Zellen

Die Mutante GDF5-S94N verursacht das humane SYBSadfgrund der ausgelésten Fusion
von Hand- und FuRwurzelknochen sowie Symphalangseine verstarkte Chondro- und
Osteogenese vermuten lasst. Um zu verstehen, wib&94N trotz reduzierter Aktivitat in
Signaltransduktion und Differenzierung von C2C12dUuATDC5-Zellen SYNS auslosen
kann, wurden die mesenchymalen Zellen aus den fai&ienknospen von Mausembryonen
(E11.5) isoliert. Sie differenzieren in GegenwanhVGDF5 zu Chondrozyten und sind ein
anerkanntes Modell, um die einzelnen Schritte dareitaten-Entwicklung und den Prozess
der endochondralen Ossifikation zu verfolgen (2&3® mesenchymalen Zellen wurden in
hoher Dichte ausgeséat und fir sechs Tage mit GRS den Mutanten GDF5-L60P und
GDF5-S94N inkubiert. Danach wurde die Produktion eldrazellularen Matrix (ECM) mit
Alcian Blue (Abb. 4.13 A, B) sowie die Expressiohoadrogener und osteogener Marker
mittels qPCR (Abb. 4.14 A-H) untersucht. Auf eim&ubation der Micromass-Kulturen mit
der Mutante GDF5-L56P/Y106K/Q108D, die in C2C12d &rDC5-Zellen nur geringfugig
von der Aktivitat der GDF5-L60P abwich und keinemntanen Phanotyp hat, wurde hier

verzichtet.
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Abb. 4.13 GDF5-S94N fordert die Produktion von extazellularer Matrix

A) Murine Micromass-Kulturen wurden mit zunehmend€anzentrationen von GDF5, GDF5-L60P oder
GDF5-S94N inkubiert. Die Menge an sekretierter azetlularer Matrix (ECM) wurde nach sechstagiger
Stimulation mit Alcian Blue bestimmt. B) Die optrse Dichte (OD) der gefarbten Micromass-Kulturen aeur
mit der BiolD-Software bestimmt und auf die OD detr 1 nM GDF5 stimulierten Zellen (100%), normadigi
Die ODs + Standardabweichung waren das Ergebnis Tiplikaten aus einer biologischen Probe von 20
Embryonen. (Schwaerzer et al.- JIBMR 2011)
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Bereits zwei Tage nach Stimulation mit GDF5 Wildgger den Mutanten waren erste Zell-
Kondensationen (,nodules”) zu sehen. Unabhéngig \oganden war die Anzahl der
Kondensationszentren nahezu gleich. Nach sechsnTagede die extrazellulare Matrix
(ECM) mit Alcian Blue geféarbt, so dass Unterschiadeder ECM-Produktion sichtbar
wurden (Abb. 4.13). Interessanterweise zeigtemuteGDF5-S94N stimulierten Micromass-
Kulturen bereits in einer Konzentration von 0,1 mivhe viermal so intensive Blaufarbung
und ECM-Produktion wie die GDF5-stimulierten Micrags-Kulturen (Abb. 4.13 A, B).
Demzufolge forderte GDF5-S94N die Chondrognese Meromass-Kulturen starker als
GDF5. Dieses Ergebnis steht im Kontrast zu den lEngsen der mit GDF5-S94N
stimulierten C2C12- und ATDC5-Zellen: Die GDF5-S9&Nmulation beeintrachtigte die
osteoblastare Differenzierung der C2C12-Zellen (A1) sowie Reifung der ATDC5-
Zellen (Abb. 4.12). GDF5-L60P induzierte, wie bgseivertffentlicht (208), erst in
Konzentration Gber 0,5 nM eine geringe ECM-Produk{{Abb. 4.13 A, B).

Um einen genaueren Einblick in die Differenziera®sy mit GDF5 oder den GDF5-Mutanten
stimulierten Micromass-Kulturen zu erhalten, wunle Expression der chondrogenen und
osteoblast-spezifischen Marker mittels gPCR untdnis(Abb. 4.14).
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Abb. 4.14 GDF5-S94N treibt die chondrogene Differezierung der Micromass-Zellen voran

A)- H) Die Expression chondrogener und osteogenarklt wurde nach sechstagiger Stimulation der Maus-
Micromass-Kulturen mit GDF5, GDF5-L60P oder GDF5489und Umschreiben der extrahierten mRNA in
cDNA mittels gPCR untersucht. Die MNE-Werte wurdemechnet (vgl.3.2.3.) und relativ zu dem MNE-Wert
der unstimulierten Zellen dargestellt. Die dargiiste Mittelwerte + Standardabweichung waren dagelnis
von Triplikaten einer biologischen Probe von 20 Eyoben (*p<0.05; **p<0.005, n=3).

Nach Inkubation der Micromass-Kulturen waren aufNwREbene nur geringe Unterschiede
bei der Transkription der chondrogenen Margex9 Col2al undOpnin den mit GDF5 und
GDF5-S94N inkubierten Zellen zu sehen (Abb. 4.1€)A-Coll@1, der Marker der pra-
hypertrophen und hypertrophen Chondrozyten, warViengleich zu GDF5 nach GDF5-
S94N-Inkubation um 40% reduziert (Abb. 4.14 D). $&ieErgebnisse stimmten mit den
MRNA-Analysen der ATDC5-Zellen (Abb. 4.12) Ubereim Kontrast dazu wurden die
Marker der spaten Chondrogenese und OsteogenebeGiale5-S94N-Inkubation verstarkt
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transkribiert:Runx2(1,5fach),ALP (2,3fach),Osterix (Sp7 1,6fach) undOcn (4fach) (Abb.
4.14 E-H).

Nach GDF5-L60P-Inkubation war die Expression demchogenengox9, Col2al, Coll0al,
Runx2, ALP und osteoblast-spezifische@dgterix/Sp7, OcnMarker im Vergleich zu GDF5
Wildtyp reduziert (Abb. 4.14 A-H). Dieses Ergebsismmt mit den Beobachtungen in den
ATDC5-Zellen (Abb. 4.12) und einer friiheren Publika (208) Uberein.

Insgesamt ermdglichten sowohl GDF5 als auch die &sMbEtanten GDF5-L60P und GDF5-
S94N die Differenzierung der mesenchymalen ZellerChondrozyten. Dabei trieb GDF5-
S94N die Differenzierung der Micromass-KulturenQuondrozyten stéarker voran als GDF5
Wildtyp. Unklar war, welche Faktoren fur die besahligte Differenzierung der Micromass-
Kulturen nach Stimulation mit GDF5-S94N verantwiattlsind.

4.4.4. GDF5-S94N reguliert den Wng-Catenin—Signalweg nicht

Kamiya et al. beobachteten, dass in Mausen mit ikondllem BMPRIA-,knock out* die
Masse der Knochen zunahm (133). Sie zeigten, dash dlie fehlende Signaltransduktion
durch den BMPRIA das Verhaltnis von RANKL/Osteopgerin Opg ) reduziert und die
Osteoklastogenese gehemmt wurde. AulRerdem wurd@ViRRIA-defizienten Zellen die
Expression von Sclerostir5QS7), einem natirlichen Antagonisten des kanonischer-W
Signalweges, so stark reduziert, dass der kanani¥tht-Signalweg permanent aktiviert
wurde. RANKL und Osteoprotegerin werden in Ostestigla, Sclerostin wird in Osteozyten
exprimiert.

Ob die reduzierten Affinitaten von GDF5-L60P und IEI2S94N zum BMPRIA/B oder den
Typ lI-Rezeptoren ebenfalls die Expression VRANKL Opg oder SOSTverandern, wurde
mittel gPCR analysiert. Da ATDC5-Zellen weder Sa#tin SOS) nochRANKL oderOpg
exprimierten (Daten wurden nicht gezeigt) und digfelenzierung der mesenchymalen
Zellen in den Extremitatenknospen von BMPs und Weadgiliert wird (234), wurden fur die

Expressionsanalyse die Micromass-Kulturen verwe(ilah. 4.15).
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Abb. 4.15 GDF5-S94N reduzierte die Expression vorcigrostin und das RANKL/Opg-Verhéltnis nicht
Maus-Micromass-Kulturen wurden mit 1 nM GDF5, GDE®P oder GDF5-S94N flr sechs Tage inkubiert.
Die Expression von AFOST B) LRP5 C) RANKL D) Opg und E)Dkk1 wurde mittels gPCR analysiert. Die
MNE-Werte wurden errechnet (vgl.3.2.3.) und relaivdem MNE-Wert der unstimulierten Zellen dargiste
Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabluang von Triplikaten dargestellt und waren daseBnis
einer biologischen Probe mit 20 Embryonen (*p<0:0px0.005; n=3). (Schwaerzer et al.- JBMR 2011)

Im Vergleich zu GDF5 induzierten GDF5-L60P und GEF®N eine 25-30% hohere
Expression vorSOST(Abb. 4.15 A). Die Expressionen varRP5 und RANKL waren nach
Inkubation mit GDF5 und den Mutanten ahnlich hoébl. 4.15 B, C), wahrend die
Expression vorOpg von GDF5 Uber GDF5-L60P zu GDF5-S94N abnahm (AbbS5 D).
Dkkl war nach Inkubation von GDF5-L60P, verglichemt GDF5 Wildtyp, um 30%
reduziert (Abb. 4.15 E).

Folglich konnten die reduzierte Affinitaten von GBBE94N zu den BMP Typ Il- Rezeptoren
weder den kanonischen Wnt-Signalweg noch die Oktstaigenese signifikant beeinflussen.
Der Widerspruch zwischen der reduzierten Signadttaktion in den C2C12- und den
ATDC5-Zellen und der beschleunigten Chondrogenes&tus-Micromass-Kulturen konnte

damit nicht geklart werden.
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4.4.5. GDF5-S94N ist resistent gegen die Inhibiergrdurch den BMP/GDF-
Antagonisten Noggin

SYNS war von Gong et al. 1999 als Folge von hetgyolenNogginMutationen beschrieben
worden (141). Noggin ist ein natirlicher Antagordst BMP-Familie. Seine Expression und
Sekretion wird von BMP2, BMP4, BMP7 und GDF5 indarzi(146). Noggin bindet an die
BMPs und blockiert die Bindungsstellen der Typ tufyp II-Rezeptoren. Es vermeidet so
eine UbermaRige BMP-Stimulation der Zelle (negatjie=dback*-Hemmung) (146). Die
Mutationen GDF5-S94N und GDF5-L60P liegen im ,knletk bzw. nahe dem ,wrist"-
Epitop und somit in der Bindungsregion von Nog@h. diese Mutationen auch die Affinitat
zu Noggin und dadurch die negative ,feedback“-Hemgweréndern kbnnen, wurde anhand
von SPR-Messungen sowie der Analyse von ALP-, Repgen-Aktivitat und ECM-

Produktion in mit GDF5 oder den Mutanten und Noggiimulierten Zellen untersucht.
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Abb. 4.16 GDF5-S94N interagiert mit dem C-terminala Bereich des Noggin-Clips

A) GDF5-Noggin-Komplex. Das GDF5-Dimer (hell-, dwigriin) wird von Noggin (ocker) wie von einer
Klammer gebunden. Die von den Punktmutationen Hetten Aminoséauren L60 (gelb) und S94 (pink) sind
markiert. B) Interaktion des ,wrist“-Epitops mit mkeN-terminalen Noggin-Clip. Die Aminoséuren inndtha
von Noggin, die mit dem GDF5 interagieren, sindarange hervorgehoben. Die von der Punktmutation
betroffene Aminosaure L60 (gelb) und die benaclegbArhinosaure L56 (grau) sind im GDF5-Protein matkie
C) Interaktion des ,knuckle“-Epitops mit der C-teénalen Halfte des N-terminalen Noggin-Clips (orangt94
(pink) ist in GDF5 gekennzeichnet. (Schwaerzed.etl8MR 2011 in Kooperation mit Prof. Dr. Mueller)
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Das Homodimer Noggin bindet BMPs wie eine Klamm&bl{. 4.16 A) (136). Dabei wird
das ,wrist*-Epitop durch den N-terminalen Teil ddsggin-Clips (L31-S38) (Abb. 4.16 B)
bedeckt. Das Prolin 35 vom Noggin lagert sich minem hydrophoben Ring &hnlich dem
Phenylalanin 85 des BMPRIA wie ein ,knob-into-holet' das ,wrist“-Epitop des GDF5
(Abb. 4.16 B). Das ,knuckle“-Epitop interagiert niem mehr C-terminal gelegenen Teil des
Noggin-Clips (L43-E48) sowie von mit den aus anigbialen -Faltblattern geformten
Fingern 1 und 2 des Noggins (Abb. 4.16 C), (136)f diese Weise verhindert Noggin die
Bindung der BMP/GDF-Liganden an die BMP-Rezeptoi2er Aminosdureaustausch L60P
erfolgte in direkter Nahe zum ,wrist“-Epitop, lieggdoch aul3erhalb des Bereiches, der mit
Noggin interagiert (Abb. 4.16 B). Im Gegensatz déegt GDF5-S94N im ,knuckle“-Epitop,
das direkt mit dem C-terminalen Clip des Nogginteragiert (Abb. 4.16 C). Anhand der
modellierten GDF5-S94N: Noggin-Struktur konnte leeisterische Beeintrachtigung der
Interaktion mit Noggin durch den Austausch von sgegen Asparagin im GDF5 festgestellt
werden.

Welche Auswirkung die S94N-Mutation innerhalb desDF5-Proteins auf die
Bindungsaffinitdt zu Noggin hat, wurde durch Bestiong der Dissoziationskonstanten von
GDF5 Wildtyp:Noggin bzw. GDF5-S94N:Noggin mittelRB-Messung untersucht (Tab.
4.2).

Tab. 4.2 Affinititen der GDF5-Mutanten zum immobilisierten BMP-Antagonisten Noggin

Dargestellt sind die Mittelwerte von zwei unabh@egi SPR (surface plasmon resonance)-Messungen mit
mindestens sechs unterschiedlichen Analyt-Konzgotren, die in Kooperation mit der AG Prof. Dr. &&b
entstanden sind. (Schwaerzer et al. - JIBMR 2011)

Noggin
Ligand Referenz
K D [nM]
BMP2 1,9
GDF5 0,97
GDF5-L60P 1,5 (208)
GDF5-S94N 3,6

Die mittels SPR-Messungen ermittelten Bindungsdatgiaben, dass die Affinitat zwischen
GDF5-S94N und Noggin verglichen mit GDF5 Wildtyp a@n Faktor vier reduziert ist (Tab.
4.2). GDF5-L60P bindet trotz Mutation unverandertNoggin (208). Welche biologischen
Folgen die reduzierte Bindungsaffinitdt von GDF389zu Noggin hat, wurde in den
ATDC5-Zellen (Abb. 4.17) und den Maus-Micromassikiten (Abb. 4.18) durch die
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Inkubation mit GDF5 Wildtyp oder den Mutanten umsi@igenden Noggin-Konzentrationen
untersucht.

ligand

ligand - +
noggin 0

50 nM noggin 0 0
ALP BRE-Luc

Abb. 4.17 GDF5-S94N ist resistent gegen die Inhilvieng durch Noggin.

A) ATDC5-Zellen wurden mit 5 nM GDF5, GDF5-L60P adeDF5-S94N und zunehmenden Mengen Noggin
inkubiert. Nach drei Tagen wurde die ALP-Aktiviggmessen. Die jeweilig gemessene Aktivitat wurdedai
ALP-Aktivitat nach Stimulation mit 5 nM GDF5 (100%prmiert. Die Mittelwerte + Standardabweichung der
Triplikate reprasentieren eines von drei vergle@e Experimenten. B) Die Luciferase-Aktivitét deit BRE-
Luc und RL-TK transfizierten ATDC5-Zellen wurde mma&timulation mit GDF5, GDF5-L60P oder GDF5-
S94N und zunehmenden Mengen Noggin bestimmt. Ansgeenessenen Aktivitdten der Firefly- und Renilla-
Luciferase wurden die relativen Luciferase-Aktité@ (RLA) errechnet. Diese wurden auf die RLA, digch

5 nM GDF5 (100%) induziert wird, normiert, und alsciferase activity [%]“ graphisch dargestellt. swen
untersuchten Triplikaten wurden die Mittelwerte tarf®lardabweichung errechnet. Sie spiegeln das Eisyebn
zwei unabhangigen Versuchen wider. (*p<0.05; *@¢&; ***p<0.0005; n=3) (Schwaerzer et al.- JIBMR 21
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ALP wird in pra-hypertrophen und hypertrophen Choagiten sowie Osteoblasten
exprimiert. Wie bereits gezeigt (Abb. 4.12 F, Gllugierte GDF5-S94N in ATDC5-Zellen
eine geringere ALP-Aktivitat als GDF5 Wildtyp (AbH.17 A). Mit steigender Noggin-
Konzentration nahm jedoch die ALP-Aktivitat der @DF5 stimulierten Zellen ab: 50 nM
Noggin reduzierten die von GDF5 induzierte ALP-Aktt um 80%. Die ALP-Aktivitat der

mit GDF5-S94N inkubierten Zellen blieb hingegen tarohoher Nogginkonzentration
(10facher molarer Uberschuss) nahezu konstant (Abb7 A). Dass GDF5-S94N in
Gegenwart von Noggin kaum an Aktivitat einbif3t, @eurdurch Analyse der Smad-
abhangigen Transkription (BRE-Luc-Reportergen) dtegt (Abb. 4.17 B). In Abwesenheit
von Noggin l6ste GDF5-S94N eine etwas (25%) germdeeportergen-Antwort als GDF5
Wildtyp aus. Die zusatzliche Gabe von 5 nM, 10 n¥vb20 nM Noggin fuhrte zu einer
schrittweise abnehmenden Inhibierung der GDF5-Atéiv 20 nM Noggin, d.h., ein

vierfacher molarer Uberschuss konnten die Aktivitdh 5 nM GDF5 Wildtyp komplett

unterdricken. Die durch GDF5-S94N ausgeloste Repgwnh-Aktivitat blieb hingegen auch
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bei gleichzeitiger Inkubation mit 20 nM Noggin nabheonstant (Abb. 4.17 B). GDF5-L60P
konnte, wie bereits publiziert, durch Noggin inleithiwerden (208).

Um in einemin vivo &hnlicherem System zu Uberprifen, ob GDF5-S94NhdiNoggin
inhibiert werden kann, wurden die Micromass-Kultureechs Tage mit GDF5 oder den
GDF5-Mutanten und ansteigenden Noggin-Konzentratiomkubiert. AnschlieRend wurde

die ECM-Produktion mittels Alcian Blue-Farbung aysaért.
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Abb. 4.18 GDF5-S94N induziert chondrogene Differenerung von Micromass-Zellen in Gegenwart von
Noggin

A) Maus-Micromass-Kulturen wurden fir sechs Tagé ininM Ligand und zunehmenden Mengen Noggin
inkubiert. Mit Alcian Blue konnte die Produktion dBCM nachgewiesen werden. B) Die mit der Bio-1D-
Software bestimmten ODs wurden auf die mittlere @Bh Behandlung mit 1 nM GDF5 (100%) normiert. Die
ODs * Standardabweichung waren das Ergebnis voplikaien aus einer biologischen Probe von 20
Embryonen. C) Die Expression vdfoggin wurde in stimulierten Micromass-Zellen mittels ¢Pdetektiert.
Die errechneten MNE-Werte wurden auf den der ungigrien Zellen normiert. Die Mittelwerte =+
Standardabweichung der Triplikate einer biologiscrobe sind dargestellt. D) DiMogginExpression in
ATDC5-, C2C12- und Micromass-Zellen wurde mit gPg&nessen und auf die der unstimulierten ATDC5-
Zellen (1) normiert. (*p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0b; n=3) (Schwaerzer et al.- IBMR 2011)

Die Inkubationen der murinen Micromass-Kulturen thihM GDF5 oder GDF5-S94N und
ansteigenden Noggin-Konzentrationen zeigten, daB$5594N unverandert die ECM-

Produktion und somit die Chondrogenese induzieesmKAbb. 4.18 A, B). Hingegen wurde
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die durch GDF5 Wildtyp induzierte ChondrogeneseAmmwesenheit von 2 nM Noggin
(zweifacher molarer Uberschuss) vollstandig inhibiabb. 4.18 A, B). Die ECM-Produktion
nach Stimulation mit der Mutante GDF5-L60P, die latmtrolle diente, wurde schon durch
0,5 nM Noggin um mehr 50% inhibiert.

Noggin wird wie GDF5 in den zuklnftigen Gelenkzonaxprimiert (145). Um
auszuschliel3en, dass GDF5 durch den bereits belsenen Feedback-Mechanismus eine
hohere Noggin-Expression als GDF5-S94N induzietttde die Expression von Noggin in
Maus-Micromass-Kulturen untersucht (Abb. 4.18 GwsShl GDF5 als auch die Mutanten
induzierten in Micromass-Zellen die Expression vidonggin. Jedoch war die Noggin-
Expression nach GDF5-S94N-Behandlung fast doppelthech wie in den mit GDF5
stimulierten Zellen (Abb. 4.18 C). Daher kann agstossen werden, dass GDF5 Wildtyp
durch einen additiven Effekt von endogenem, dureh diganden induziertem Noggin und
rekombinantem Noggin starker inhibiert wurde. Aufgl dieser Daten ist anzunehmen, dass
GDF5-S94N resistent gegen die Inhibierung durchgiogst.

Im Vergleich zu den Micromass-Zellen exprimierer322- und ATDC5-Zellen nach GDF5-
Stimulation kein Noggin (Abb. 4.18 D). Auch die hkes Expression von Noggin war in
beiden Zelllinien verglichen mit den primaren Zgellgehr gering (Abb. 4.18 D). Demzufolge
wird die Signaltransduktion in den C2C12- und ATDBZ#len nicht durch endogenes
Noggin beeinflusst. Die verzégerte und reduzietévierung der Smads und der p38 MAPK
in den mit GDF5-S94N stimulierten C2C12- und ATDZé&len sowie die verringerte
chondrogene Differenzierung der ATDC5-Zellen wirdnmst nur durch die reduzierte
Bindungsaffinitdt von GDF5-S94N zu den Typ II-Retmgpn verursacht.

Die hier prasentierten Ergebnisse zeigen, dasMiieomass-Zellen nach Stimulation mit
GDF5 Wildtyp oder der GDF5-S94N-Mutante den nattn Antagonisten Noggin
sekretieren. Noggin konnte die GDF5-abhangige igmsduktion hemmen. Da GDF5-
S94N eine geringere Affinitat zu Noggin aufweisdwomit nicht inhibiert wird, scheint die
SYNS-Mutante im Vergleich zu GDF5 permanent die régpion von Zielgenen induzieren
zu konnen. Dies hatte zur Folge, dass die Diffeeong der mesenchymalen Micromass-
Zellen zu Chondrozyten durch GDF5-S94N beschleunigt. GDF5-S94N kann daher trotz
der reduzierten Affinitat zu den Typ lI-Rezeptomda ,gain of function“-Mutation betrachtet

werden.
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5. Diskussion: Mutationen desGDF5

GDF5 induziert die Chondrogenese durch verstarkthdaion und Kondensation der
mesenchymalen Zellen. Der Wachstumsfaktor wird ®ddde in den zuklnftigen
Gelenkzonen exprimiert, wo er die Entwicklung dezl€dke férdert und auch postnatal an
ihrem Erhalt beteiligt ist (154). Mutationen des nfanen GDF5 verursachen
Chondrodysplasien, Brachydaktyly, Symphalangisrmu$ das Multiple Synostose Syndrom
(SYNS) (205,206,208,209,235). Die Betroffenen Ieida fusionierten Gelenken, verformten
oder fehlenden Knochen und an einer dadurch eihgiskten Flexibilitat der Gliedmalien.
In den letzten Jahren wurde verstarkt nach Wachsfktoren gesucht, die die Regeneration
von Knochen und Gelenken fordern. Fur die meist®@F&Mutationen wie GDF5-E491K
(210) ist nur der Phéanotyp beschrieben. Die mobkaleml Mechanismen, die zu den
Phanotypen fuhren, sind oft unbekannt. Detaillekéissen der Wirkmechanismen ist jedoch
unerlasslich, um einerseits den Folgen der Mutatioentgegenwirken zu kénnen oder um
andererseits Wirkstoffe zu entwickeln, die die Kred¥r und Knochenentwicklung z. B. nach
Frakturen optimal und mit moéglichst wenigen Nebekumngen fordern.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig der mderleuMechanismus, durch den GDF5-
S94N das Multiple Synostoses Syndrom (SYNS) veadtsaufgeklart werden.

Bisher publizierte GDF5-Mutationen liegen nahe oder ,wrist*-Epitop des GDF5
(208,210,236), der Interaktionsstelle des hochaffinBMPRI. Sie verursachen einen
ahnlichen Phénotyp wie die Mutationen des BMPRIB7)2 Das lie3 vermuten, dass GDF5
und BMPRIB entscheidende Komponenten in der Reguige der Chondrogenese sind,
wahrend die GDF5-abhangige Signaltransduktion duwliehniederaffin gebundenen BMP
Typ lI-Rezeptoren wenig charakterisiert ist.

GDF5-S94N ist bisher die einzig identifizierte GDMitante, deren Mutation im ,knuckle®-
Epitop liegt. Obwohl dieses Epitop nur mit geringsffintitdt mit den BMP Typ II-
Rezeptoren (ActRIl, ActRIIB, BMPRII) interagiert §b. 4.1), verursacht die Mutante mit
SYNS (218) einen Phéanotyp, dessen Symptome (Syapdiamus, Fusion der Hand- und
FuRwurzelknochen, Gehdrlosigkeit) teilweise audhdeea bisher publizierten Mutationen des
GDF5-Liganden oder seinem hochaffinen Rezeptor BMPRbeobachtet wurden.
Demzufolge ist fur die Chondrogenese auch die dktean mit dem GDF5-, knuckle“-Epitop

notwendig.
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5.1. Einfluss der GDF5-Mutationen auf die einzelnerEbenen der

GDF5-abhéangigen Signaltransduktion

5.1.1. Interaktion der GDF5-Mutanten mit den BMP-Rezeptoren

GDF5 bindet mit hoher Affinitat an BMPRIB und miemngerer Affinitdt an BMPRIA und
die Typ Il Rezeptoren BMPRII, ActRIl und ActRIIB.i® Struktur dieses ternaren Ligand-
Rezeptor-Komplexes ist noch nicht gelost. GDF5 BMP2 zeigen eine grol3e Homologie
(Abb. 5. 1), die einen Vergleich mit dem hochkowrsaten ,knuckle“-Epitop des BMP2 und
dem terndaren Komplex BMP2:BMPRIA:ACctRII/B erlaubgii,42).
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Abb. 5.1 Vergleich der Aminsauresequenzen von humam BMP2 und GDF5
Der Vergleich der Aminosauresequenzen zeigt die dlogie der reifen BMP2- und GDF5-Proteine, deren
Beginn mit einem Pfeil gekennzeichnet ist.
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Das ,knuckle“-Epitop des BMP2 besteht aus hydrogmoAminosaure-Resten, die die Form
eines Hufeisens bilden (42). Im Zentrum dieses Hdafes liegt das zum GDF5-S94 homologe
BMP2-S88, das mit Leucin 61 des ActRII/B (ActRIIB1) eine zentrale
Wasserstoffbriicken-Bindung eingeht (42). Modifikatn dieser Aminosduren (BMP2-
S88A, ActRIIB-L61A oder ActRIIB-L61P) verhindern ali Bildung dieser zentralen
Wasserstoffbricken-Bindung und fuhren zu einer&#Bfreduzierten Affinitdt des BMP2 zu
den Typ II-Rezeptoren (219). Durch die Mutation B94urde im Vergleich zum GDF5 die
Affinitdt des GDF5-S94N zum BMPRII um den Faktousd zum ActRIlI sowie ActRIIB um
den Faktor 4 reduziert (Tab. 4.1). Der AustauschiNsBeeintrachtigt demnach die Bildung
der Wasserstoffbricken-Bindung mit dem in ActRIduActRIIB konservierten L61 sowie
mit einem noch nicht identifizierten Rest (vielleid61) des BMPRII. Folglich ist S94 fur die
Bindung des GDF5 an die Typ lI-Rezeptoren notwendig

Wie wichtig die Wassserstoffbrickenbindung zwisclsarin 94 in GDF5 und Leuin 61 in
ActRII/B ist, zeigen auch die GDF5-Mutationen Y106kKd Q108D im(7-Faltblatt des
GDF5-L56P/Y106K/Q108D. Die Typ Il Rezeptoren wurdem GDF5-L56P/Y106K/Q108D
mit hoherer Affinitat als vom GDF5 Wildtyp gebundddies steht im Gegensatz zur Mutante
GDF5-S94N, die den BMPRII funffach und den ActRbwse ActRIIB mit vierfach
reduzierter Affinitdt bindet. Die Ursache dafur sttt die Bildung einer intramolekularen
Salzbriicke analog Zu den Komplexen ActA:ActRIIB und BMP2-
L100K/N102D:BMPRI:ActRIIB zu sein. Diese stabilisiedie zentrale intermolekulare
Wasserstoffbriicken-Bindung zwischen GDF5-S94 untRAMB-L61 (42). Diese Vermutung
kann jedoch nur durch das Losen der Struktur GDEERA/B bestatigt werden. Durch den
Austausch der hochkonservierten Aminosaure LeuBigégen Prolin (L56P) im ,pre-helix-
loop” des GDF5-L56P/Y106K/Q108D wird die Wasserfiinicken-Bindung mit BMPRIB-
Q67 oder BMPRIA-Q86 und somit die Interaktion zwien dem ,wrist“-Epitop des GDF5
und BMPRI verhindert.

GDF5-L60P wurde bereits als ,loss of function“-Muta identifiziert (208), die BMPRI nicht
mehr binden kann. Da die Mutation auf der Ricks#gt, pre-helix loops” (Abb. 4.1 B, (45))
liegt, hat sie keinen direkten Kontakt mit dem BMP&ie interagiert aber Uber hydrophobe
Wechselwirkungen mit dem L56 im ,pre-helix loop“aBer ist zu vermuten, dass es durch
die Mutation L60P zu einer Konformationsanderungnkd, durch die BMPRI aus dem

Lwrist“-Epitop herausgedrangt wird (16).
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5.1.2. Einfluss der GDF5-Mutanten auf die Signalkdsaden

Die Affinitat des GDF5 Wildtyp und der Mutanten dan Rezeptoren ist fir die Bindung an
den PFC oder den BISC und die daraus resultier@ktieierung des Smad-abhangigen und
der ,Non-Smad“-Signalwege von besonderer Bedeutung.

Smad 1/5/8 werden nach Interaktion der Ligandendenit PFCs, die sich aus zwei Typ | und
zwei Typ ll-Rezeptoren zusammensetzen, durch dénietken BMPRI am C-terminalen
~SSXS“-Motiv phosphoryliert. Sie bilden mit Co-Smdcdeinen Komplex, der in den Nukleus
transloziert und dort die Transkription von Zielganreguliert. Die reduzierte Affinitat von
GFD5-S94N zum Typ Il-Rezeptor (Tab. 4.1) resuléeit einer geringeren p-Smad-
Konzentration sowie der verzdgerten Smad-Transiokain den Nukleus und einer
geringeren Smad-abhangigen Reportergen-Aktivité.rBduzierte Bindung des GDF5-L60P
an den BMPRI flhrte zu einer noch geringeren Mepigesphorylierter Smads (Abb. 4.2,
4.4), die, wie die Inkubation mit GDF5-L56P/Y106KIQBD zeigte, durch die starkere
Bindung der Typ lI-Rezeptoren erhéht werden konitetzdem konnten GDF5-L60P und
GDF5-L56P/Y106K/Q108D keine Smad-abhangige RepgeteiAktiviat induzieren (Abb.
4.5). Das zeigt, dass fir die Induktion der SmaudBaligen Transkription die Bindung an
den BMPRI unbedingt erforderlich und durch die Rind an die Typ lI-Rezeptoren verstarkt
wird. Bestéatigt wird das durch die Uberexpressiamn \BMPRIB und BMPRII, die die
Konzentration der jeweiligen Rezeptoren in den PRE@soht. Die Uberexpression des
BMPRIB kompensierte die reduzierten Rezeptor-Birgdaffinitdten der Mutanten GDF5-
L60P und GDF5-L56P/Y106K/Q108D und verbesserte digkleare Translokation der
aktivierten Smads sowie die transkriptionelle Ak#v in den mit GDF5-Mutanten
behandelten Zellen (Abb.4.6B, 4.7). Durch die Ukpression des BMPRII konnte die Smad-
abhangige Transkription nur in mit GDF5 oder GDFBHS stimulierten Zellen verbessert
werden. GDF5-L60P und GDF5-L56P/Y106K/Q108D induee aufgrund des
Bindungsverlustes zum BMPRI in den C2C12-BMPRIlIi&elkeine Reportergen-Aktiviat
(Abb. 4.7).

Trotz der Uberexpression von BMPRIB oder BMPRII ktam die GDF5-Mutanten jedoch
keine mit dem GDF5 Wildtyp vergleichbare Aktivitstimulieren. Dies lasst vermuten, dass
zusatzliche Signal-Faktoren erforderlich sind. Atiml dem BMP2 kann GDF5
wahrscheinlich durch die Bindung an die BMP-RezeptoCo-Faktoren oder Rezeptor-
assoziierte Proteine aktivieren, die im Komplex o phosphorylierten R-Smads in den

Nukleus wandern und dort den Abbau der Smads bdelBindung an die DNA beeinflussen.
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Der Einfluss von Rezeptor-assoziierten Proteinerrde/udurch die Uberexpression von
BMPRII und cGKI untersucht (Abb. 4.7 C). cGKI indgiert mit der C-terminalen tail-
Region des BMPRII und phosphoryliert diesen. NadhPBStimulation 16st sich die cGKI
vom Rezeptor, bindet an die aktivierten Smads wadstoziert mit dem Smad-Komplex in
den Nukleus. Dort wird der allgemeine Transkripsifaktor TFII-I durch cGKI in den Smad-
Transkriptionskomplex am ld1-Promotor rekrutiertdudie Id1-Transkription durch TFII-I
und cGKI zusatzlich gefordert (36). In den cGKI-tdgrimierenden Zellen I6ste sowohl die
Inkubation mit GDF5 als auch GDF5-S94N oder GDFBRA'106K/Q108D eine hbhere
Luciferase-Aktivitat im Vergleich zu den nfitGalactosidase transfizierten Zellen aus (Abb.
4.7 C). Demnach reicht die geringe Affinitat von EB3S94N zum BMPRII aus, damit die
Rezeptor-assoziierte cGKI die Smad-abhangige Trgigk unterstitzen kann. Die
unstimulierten Zellen zeigten trotz Uberexpressioon cGKI keine Veranderung der
Luciferase-Aktivitat, so dass ein ligandenunabhgegiEffekt ausgeschlossen ist. Neben der
cGKIl kénnen weitere Proteine sowohl mit den BMP-&saren als auch den Smads
interagieren und zur Regulation der Signalkaskdmetiagen (35,37,76). Ihr Einfluss konnte
im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden.

Rezeptor-assoziierte Proteine tragen auch zur ,Bload“-Signaltransduktion bei, zu der die
Aktivierung von TAK1 und den MAPKs p38, ERK und JNi§wie von PI3K/Akt gehdren.
Die Aktivierung von p38 MAPK ist besonders gut diderisiert. Dabei binden BMP2/GDF5
zuerst an ihren hochaffinen Rezeptor BMPRI undudren anschlieliend den niederaffin
gebundenen BMPRIl in den BMP induced signaling cdexp (BISC). Der
XIAP/TAB/TAK1-Komplex bindet an die BMP-Rezeptorefr6). Die aktivierte TAK1
phosphoryliert MKK3/6, die p38 MAPK phosphoryliarhd aktiviert (73). In C2C12-Zellen
induzierten BMP2 und GDF5 die Phosphorylierung p88 im Stimulationszeitraum von 30-
60 Minuten (Abb. 4.8). GDF5-S94N hingegen induaerh C2C12-Zellen nur nach
45mindtiger Stimulation eine geringe Menge an p-f(8Bb. 4.8). Demzufolge reicht die
geringe Affinitat der GDF5-S94N-Mutante zu den TigRezeptoren aus, um die Typ-II-
Rezeptoren in den BISC zu rekrutieren. Die mit&RR-Messungen bestimmten Affinitaten
zu den BMP-Rezeptoren (vgl. Tab. 4.1) wurden ausoagtion und Dissoziation der
Liganden errechnet. Die hohe Affinitdt des GDF5 ZBIMPRI ergibt sich aus der langsamen
Assoziation und Dissoziation des Liganden und dei¥’RI. Im Gegensatz dazu erfolgt die
Assoziation und Dissoziation des Liganden und dgr T-Rezeptoren deutlich schneller und
beeinflusst so entscheidend die Halbwertzeit déSCB(43). Die geringere Affinitdt des
GDF5-S94N zu den Typ lI-Rezeptoren scheint die Waltzeit des BISC noch weiter zu
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verklrzen, so dass p38 nicht nur verzogert, sondech Uber einen kirzeren Zeitraum
aktiviert wird.

Die Mutanten GDF5-L60P und GDF5-L56P/Y106K/Q108Ik BMPRI nicht mehr binden
kénnen, konnten p38 nicht aktivieren (Abb. 4.8)e®ibestatigt, dass die Interaktion mit
BMPRI fur die Rekrutierung des BMPRII und die Bildy des BISC unerlasslich ist.
Demzufolge kann die fehlende Bindung an den BMRRhanicht durch eine hdhere Affinitat

zum Typ II-Rezeptor ausgeglichen werden.

5.1.3. Resistenz der GDF5-S94N-Mutante gegen diehibierung durch
Noggin

BMPs/GDFs induzieren auch die Transkription des BMwagonisten Noggin (146). Es
wird sekretiert und bindet als Noggin-Dimer extiadér an die dimeren BMPs/GDF-
Liganden. Dabei interagiert die N-terminale Clipgiten des Noggins mit dem ,wrist“-Epitop
des Liganden, wahrend der C-terminale Bereich deggh-Clips das ,knuckle“-Epitop
besetzt. Auf diese Weise wird die Bindung der BNBEB¥s an die Rezeptoren unterbunden
und eine permanente Aktivierung der BMP/GDF-abhgeyi Signalkaskaden verhindert
(Abb. 4.16) (136).

GDF5-S94N liegt im ,knuckle*-Epitop und kommt miech C-terminalen Ende des Noggin-
Clips direkt in Kontakt (Abb. 4.16 C). Die SPR-Mesgen zeigen, dass durch den
Aminosaureaustausch des Serin gegen Asparagin sitioRo94 die Bindung von GDF5-
S94N zu Noggin um den Faktor vier geschwacht wirdb( 4.2). Konsistent mit dieser
Beobachtung waren die Resultate in ATDC5- und Miass-Zellen, die zeigten, dass die
biologische Aktivitat von GDF5-S94N durch Noggirchi inhibiert werden konnten. Durch
ansteigende Noggin-Konzentrationen (10facher molaseerschuss) wurde die GDF5-
induzierte ALP-Aktivitdat komplett gehemmt, wéhrerle GDF5-S94N-induzierte ALP-
Aktivitat aufgrund der reduzierten Affinitat zu Ngig kaum beeintrachtigt wird (Abb. 4.17
A). Noch deutlicher war der Unterschied im Repayger-Versuch: Ein vierfacher molarer
Uberschuss an Noggin konnte die vom Wildtyp ausgeldReportergenaktivitit komplett
inhibieren, wohingegen die durch die Mutante S94iNgeldste Reportergenantwort nahezu
konstant blieb (Abb. 4.17 B). In den Micromass-Ku#n induzierte GDF5-S94N in
Gegenwart von 2 nM Noggin unverandert die Produkder ECM, wahrend nach Inkubation
mit GDF5 und 2 nM Noggin keine ECM-Produktion naeisbar war (Abb. 4.18 A, B). Die
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mesenchymalen Zellen aus den ExtremitatenknospemMeédas differenzieren wéhrend der
Extremitatenentwicklung zu den verschiedenstentyf®h u.a. zu reifen Chondrozyten. Sie
sind daher als eim vivo-ahnliches System anzusehen. GDF5 und die GDF5+iveniiddsten

in den Micromass-Zellen die endogene Noggin-Expoesaus. Dieses wird sekretiert und
beeinflusst die biologische Aktivitdt des GDF5.digledessen konnte die GDF5-Aktivitat in
Micomass-Zellen schon mit einem zweifach molarerigbhuss komplett inhibiert werden,
wahrend fur die Aktivitat in ATDC5-Zellen, die keiNoggin exprimieren, ein vier- bzw.
zwanzigfacher molarer Uberschuss notwendig warziikommt, dass die ECM-Produktion
durch die Farbung mit Alcian Blue direkt nachgewiesvird. Im Gegensatz dazu wird die
Expression des ALP und des Reportergens indirekdhddie enzymatische Umsetzung eines
Substrats gemessen.

Die SPR-Messungen (Tab. 4.2) sowie die Versuchbargge der mit GDF5-S94N und
Noggin stimulierten ATDC5- und Micromass-Zellen g, dass S94 nicht nur fur die
Bindung des GDF5 an die Typ llI-Rezeptoren, sonderroh fur die Bindung an den C-
terminalen Noggin-Clip notwendig ist. Die Punktntida S94N im ,knuckle“-Epitop des
GDFb5 reicht aus, um die Resistenz gegen die Intibgdurch Noggin auszuldsen.

Die Mutante GDF5-N64K/T (bzw. N445K/T einschlie®iSignalpeptid und Proprotein) ist
bereits als noggin-resistente GDF5-Mutante, die SY&uslost, beschrieben (235). Im
Gegensatz zu GFD5-S94N liegt die Mutation N64K/Ehhiin einem mit den BMPRI oder
Noggin interagierenden Bereich, sondern nur in Méhe zum ,wrist“-Epitop und somit
aul3erhalb der Rezeptor-Interaktionsseiten. Foldgticidet GDF5-N64K/T mit unveranderter
Affinitat an die BMP-Rezeptoren. In C2C12-Zellewlirziert diese Mutante eine hohere ALP-
Aktivitat als GDF5 und in den Micromass-Zellen ddsihnchens eine verstarkte ECM-
Produktion und somit Chondrogenese (DissertatiamaPeeemann 2005, (235)). Dies lasst
eine hohere biologische Aktivitdt von GDF5-N64Kfh Vergleich zu GDF5 Wildtyp ahnlich
einem ,Superagonisten® vermuten. Die biologischeiviiat von GDF5-N64K/T liel3 sich
auch durch ansteigende Noggin-Konzentrationen faatr molarer Uberschuss) nicht
inhibieren. Eine veranderte Affinitat von GDF5-NG4Kzu Noggin, die die Noggin-Resistenz
verursachen kénnte, wurde nicht nachgewiesen (Z3ajtdessen ist zu vermuten, dass die
durch GDF5-N64K/T ausgeltste Signalaktivitat in &mgart von Noggin allein auf die
deutlich hohere biologische Aktivitat des Superagtem GDF5-N64K/T (Dissertation Petra
Seemann 2005, (235)) zurickzufiihren ist, die dubderen Noggin-Konzentration als GDF5

fur die Inhibierung bedarf.
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Lysin 60 (K60) wurde in BMP6 als entscheidende Awmséure fur Noggin-Resistenz
identifiziert, die auch in BMP9, nicht aber im r@&lahomologen BMP7 vorkommt (238).
Obwohl BMP6-K60 nicht direkt mit Noggin interagiarhd BMP6 eine hdhere Affinitat zu
Noggin als BMP7 zeigt, wird es nicht wie BMP7 inieith (238). Unklar ist noch, welche
molekularen Begebenheiten der Noggin-ResistenzZBMR6 zugrunde liegen. Bisher wurde
eine geringere Flexibilitat des BMP6 im Vergleicanz sehr homologen BMP7 aufgrund
einer Wasserstoffbriickenbindung zwischen Lysin 68 Aspargin 65 des BMP6 und eine
daraus resultierende geringere Stabilitat des BMB@gin-Komplexes in Gegenwart von den
BMP-Rezeptoren vermutet (238), die von SPR-Messungeht bestétigt werden konnten.

Die Beteiligung weiteren Co-Faktoren wurde bishehhausgeschlossen.

5.2. Auswirkungen der GDF5-Mutationen auf die Chondogenese
und Osteogenese

Wahrend der Embryonalentwicklung regulieren GDFS8 B8MP2 die Chondrogenese und
Osteogenese und somit die Bildung von Knorpel, Keocund Gelenken. Bei diesen
Prozessen differenzieren die mesenchymalen Zetiemeeler direkt zu Osteoblasten (desmale
Ossifikation) oder zu Chondrozyten, die dann durClsteoblasten ersetzt werden
(endochondrale Ossifikation) (153). Dabei werden Abhangigkeit von Zelltyp und
Differenzierungsstadium spezifisch BMP-LigandenezBptoren, -Cofaktoren und -Antago-
nisten exprimiert (154). Im Rahmen dieser Arbeitdeuder Einfluss der GDF5-Mutanten auf
die Osteoblasten-Differenzierung (C2C12-Zellen) umdaf die Chondrogenese (ATDC5-
Zellen und Mircomass-Zellen) untersucht.

5.2.1. Einfluss der GDF5-Mutanten auf die osteobl#&re Differenzierung
der C2C12-Zellen

C2C12-Zellen sind Vorlauferzellen, die in Serumuzdrtem Medium zu Myotuben und in
Gegenwart von BMP2 direkt zu Osteoblasten diffelemen. Dabei aktiviert BMP2 die
Smads, p38 MAPK und Transkriptionsfaktoren wie zRBInx2. Infolgedessen exprimieren
C2C12-Zellenldl sowie die osteoblastaren DifferenzierungsmavkeP, Runx2 Osx und
Ocn (46,75,100,221). Id1 interagiert mit MyoD und ibiert die MyoD-DNA-Interaktion,
wodurch die Myogenese der C2C12-Zellen gehemmt &2,239). Im Vergleich zu den
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mit GDF5 stimulierten Zellen zeigten die GDF5-S94Mkubierten Zellen eine
verzogerte/gehemmte Smad-Phosphorylierung sowerettuzierte Transkription (Abb. 4.2,
4.4, 4.5). Das spiegelt sich auch in der geringéepression defdl-mRNA nach GDF5-
S94N-Stimulation im Vergleich zu GDF5 wider (Abhl4 A). Die Mutanten GDF5-L60P
und GDF5-L56P/Y106K/Q108D konnten die Transkriptiam Id1 nicht induzieren. Folglich
nahm dield1-Expression in den stimulierten C2C12-Zellen vonF5Oiber GDF5-S94N zu
GDF5-L56P/Y106K/Q108D und GDF5-L60P ab (Abb. 4.1)1 wéhrend die Differenzierung
zu Myotuben in gleicher Weise anstieg (Abb. 4.9,0%. Die verstarkte Myotubenbildung
nach Inkubation mit GDF5-L60P wurde bereits publiz{208). Durch die starkere Bindung
des GDF5-L56P/Y106K/Q108D an die Typ llI-Rezeptokenmnte der Bindungsverlust zum
BMPRI kompensiert und die Differenzierung zu Myatabverlangsamt werden (Abb. 4.9,
4.10). Diese Ergebnisse bestatigen die BedeutumgBi&P-BMPRI-Interaktion fir die
osteoblastare Differenzierung. Auch die Uberexpoesdes kinase-defizienten BMPRIA oder
BMPRIB in C2C12-Zellen begunstigt die Differenzieguder C2C12-Zellen zu Myotuben
(240). Die reduzierte Bindung der GDF5-S94N-Mutaate die Typ II-Rezeptoren hatte
keinen grofRen Einfluss auf die Myogenese: Sie fieddie Differenzierung der C2C12-
Zellen zu Myotuben nicht, aber verhinderte sie anicht.

Die ALP-Aktivitat, ein Marker der osteoblastarenffBrenzierung, nahm in gleicher Weise
wie die ld1-mRNA-Konzentration und in Ubereinstimmgumit der Differenzierung der
C2C12-Zellen zu Myotuben von GDF5 Uber GDF5-S94NGIDF5-L56P/Y106K/Q108D
und GDF5-L60P ab. Auch die Expression \Runx2 einem weiteren osteoblastaren Marker,
war nach Stimulation mit GDF5-L60P, GDF5-S94N undF5-L56P/Y106K/Q108D
geringer als in den GDF5 Wildtyp-behandelten Zellen

Die Differenzierung der C2C12-Zellen nach Stimwatimit den GDF5-Mutanten spiegelt
somit eine gehemmte Aktivierung des Smad-abhangigenp38 MAPK Signalweges wider.
Ebenso wie fir die Transkription der Zielgene igt die Differenzierung der C2C12-Zellen
zu Osteoblasten die unveranderte Bindung des GDF8iea Typ | und Typ IlI-Rezeptoren
erforderlich. Die hier untersuchten GDF5-Mutantefillen dieses Kriterium nicht. Deshalb
konnten die C2C12-Zellen in Gegenwart der GDF5-Miga nicht zu Osteoblasten

differenzieren.
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5.2.2. Einfluss der GDF5-Mutanten auf die endochomndle Ossifikation

ATDC5-Zellen sind Pra-Chondroblasten, die in Gegamwon GDF5 zu Chondrozyten
differenzieren. Dabei werden R-Smads und p38 aktivdie die Expression von Kollagen
Typ I und ALP fordern (101,241). Die Bedeutung vd@mads und p38 fur die
Chondrogenese wurde auch in Mausen mit konditienelknock out* untersucht. Retting et
al zeigten in verschiedenen Smad 1/5/8 konditienelknock out“-Mausen, dass der ,knock
out* von Smad 1, Smad 5 oder Smad 8 keine Abnotétati auslost, aber das kombinierte
Ausschalten mehrerer R-Smads zu DisorganisationVdechstumszone und dem Verlust
hypertropher Chondrozyten fiihrt und die Invasion@steoblasten in den Knorpel verhindert
(227). Beeintrachtigungen der Chondrogenese undle@®iehlbildungen wie z. B.
Gelenkfehlbildungen, Dislokalisation der Ellenbogend Fusion der Tarsalen sowie die
reduzierte Mineralisierung der Calvaria wurden auciMausen mit konditionellem ,knock
out” der TAK1 und der daraus resultierenden Inhilmg des TAK1/MKK3/6/p38-Weges
beobachtet (73,104).

In den ATDC5-Zellen verzégerte und reduzierte dieFB-S94N-Mutante die Aktivierung
von Smads und p38 MAPK (Abb. 4.2, 4.5, 4.8). Inémlgssen wurde durch die Inkubation
mit GDF5-S94N im Vergleich zu GDF5 Wildtyp auch digpression vorRunx2 Collnl
und ALP, die Marker der pra-hypertrophen und hypertropGaondrozyten sind, verringert.
Die Stimulation der ATDC5- und C2C12-Zellen mit GBE6GOP, die den BMPRI nicht mehr
binden kann, loste keine Aktivierung der Smads dadp38 MAPK aus (Abb. 4.2, 4.5, 4.8).
Dementsprechend wurde in den ATDC5-Zellen eine imrgléich zu GDF5 reduzierte
Expression voriRunx2 ALP und Coll0aldetektiert (Abb. 4.12 D-F). Die Induktion der ALP-
Aktivitat war auch nach Stimulation mit unterschielden Konzentrationen GDF5-L60P nicht
maoglich (Abb. 4.12G). GDF5-L56P/Y106K/Q108D bindetgegen mit hdherer Affinitat an
die Typ ll-Rezeptoren als GDF5-L60P. Dadurch kon@BF5-L56P/Y106K/Q108D im
Vergleich zu GDF5-L60P die Aktivierung der Smadsrimgfligig verbessern und die
Expression vorRunx2und Col10alsowie die ALP-Aktivitat erhdhen (Abb. 4.12). Trd&mn
blieb die Intensitdt der chondrogenen Differenzaigruinach GDF5-L56P/Y106K/Q108D-
Stimulation hinter der von GDF5-behandelten ZeHariick. In ATDC5-Zellen beeintrachtigt
demnach GDF5-S94N aufgrund seiner reduzierten idfirru den Typ 1l-Rezeptoren die
Reifung der Pra-Chondroblasten ATDC5 zu Chondrogyteihrend ohne die Bindung der
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Mutanten GDF5-L60P und GDF5-L56P/Y106K/Q108D an d&MPRI die chondrogene

Differenzierung kaum moglich ist.

Um den Einfluss der GDF5-Mutanten in einer vivo-ahnlichen Situation auf die
unterschiedlichen Stadien der Extremitatenentwinflwntersuchen zu kdnnen, wurden
mesenchymale Zellen aus den ExtremitdtenknosperMdess isoliert und mit den GDF5-
Mutanten fir sechs Tage stimuliert. Wie bereitsoffentlicht, konnte GDF5-L60P in den
Micromass-Zellen nur eine geringe ECM-Produktiorduneren (Abb. 4.13) (208).
AulRerdem verringerte die Behandlung der Micromasted mit der ,loss-of-function®
Mutante GDF5-L60P im Vergleich zu GDF5 die Expressider chondrogenen und
osteoblast-spezifischen Marker (Abb. 4.14) unddggtdie mittels der C2C12- und ATDC5-
Zellen erhaltenen Ergebnisse. Durch die Inkubatlen C2C12-, ATDC5- und Micromass-
Zellen konnte in dieser Arbeit erstmalig gezeigtden, dass der Bindungsverlust von GDF5-
L60P zum BMPRI die Aktivierung von R-Smads und p88rhindert, die fir die
Chondrogenese unbedingt notwendig sind. Infolgeses$siden die Betroffenen an BDAZ2.
Bisherige Publikationen beschreiben das FehlenRtedangen in BMPRIB ,knock out®
Mausen (242) sowie den Phanotyp BDA2 als FolgeMatationen des BMPRIB (243) oder
des GDF5 (208,236) ohne die molekularen Mechanismmesichtlich ihres Verhaltens
innerhalb der BMP/GDF-Signaltransduktion zu untehsun.

GDF5-S94N loste in ATDC5-Zellen ebenfalls eine madie Expression voRunx2 ALP
undCol10al(Abb. 4.12) aus. Diese Ergebnisse stimmten mivvdezdgerten und reduzierten
Aktivierung von Smads und p38 in C2C12- und ATDGHIZn lberein. Im Gegensatz dazu
forderte GDF-S94N in Micromass-Kulturen schon imiggen Konzentrationen die ECM-
Bildung der Micromass-Kulturen (Abb. 4.13). Dass F&E594N die Chondrogenese der
Micromass-Zellen vorantreibt, wurde durch die \@nde Expression voRunx2 ALP, Osx
und Ocn Marker der pra-hypertrophen und hypertrophen @hmxyten sowie der
Osteoblasten, bestatigt (Abb. 4.14). Eine hoheotofische Aktivitat des rekombinanten
GDF5-S94N im Vergleich zu GDF5 Wildtyp, ahnlich emn ,Superagonisten”, kann
aufgrund der reduzierten Signaltransduktion von &I3B4N in C2C12- und ATDC5-Zellen
ausgeschlossen werden.

Die durch GDF5-S94N induzierte verstarkte Chondnege der Micromass-Zellen stimmt
mit dem GDF5-S94N verursachten Phénotyp SYNS, oher werstarkte Chondrogenese und
Osteogenese vermuten lasst, Uberein. Um auszusehliedass GDF5-S94N die die

Expression von SOST oder LRP5 sowie RANKLOpgVerhaltnis beeinflusst, wurde deren
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Expression mittels gPCR in Micromass-Zellen untelsuMutationen im humaneS8OST
sowie IMLRPS die eine reduzierte Expression von SOST oderddigerhafte Aktivierung
von LRP5/6 und damit eine dauerhafte Aktivierungs dé/ntf-Catenin-Signalweges
bedingen, fliihren ebenfalls zu einer verstarktenn@ragenese und Osteogenese sowie einer
erhohten Knochenmasse (130,131,134,135). Auch derdionelle ,knock out* von
BMPRIA zeigte eine verstarkte Knochenbildung, digath die reduzierte Expression von
Sclerostin und das vermindefANKLOpgVerhaltnis verursacht wird (133). GDF5-S94N
induzierte im Vergleich zu GDF5 stimulierten Zell@mne geringflgig (1,3fach) hohere
SOST Expression (Abb. 4.15). Die Expression des Wntafyonisten Dkk1l und des LRP5
wurde durch GDF5-S94N nicht beeinflusst (Abb. 4.F5he permanente Aktivierung durch
die fehlendeSOSTExpression oder erhohte LRP5-Expression konntemtsals Verstarker
der GDF5-S94N-induzierten Chondrogenese ausgesemogverden. RANKL wird von
Osteoblasten exprimiert und ist auf der Zellobetfilokalisiert. Es wird von RANK, einem
Rezeptor der Osteoklasten gebunden. Durch die RARKNK-Interaktion differenzieren
die Osteoklasten und initiieren die Knochen-Resompt Dieser Prozess kann durch
Osteoprotegerin inhibiert werden. Dabei bindet Q@tetegerin an RANKL und verhindert
die RANKL-RANK-Interaktion und damit die Differeriung und Aktivierung der
Osteoklasten. Die Expression V&RANKL wurde im Vergleich zu den GDF5-stimulierten
Zellen durch GDF5-S94N nicht verandert. Stattdesseluzierte GDF5-S94N geringfiigig
(1,4fach) dieOpg-Expression (Abb. 4.15), die eine Erhdhung BENKL/ OpgVerhaltnis und
eine Hemmung der Osteogenese bedingen konnte. miliek auf das durch GDF5-S94N
ausgeloste SYNS kann die Inhibierung der Osteogeniehit bestatigt werden. Demzufolge
ist die hohere Aktivitat der GDF5-S94N auf die faide Inhibierung durch das endogene
Noggin zurtckzufihren.

Eine verstarkte Chondro- und Osteogenese war auktenschen mit Mutationen ildoggin
beobachtet worden. Sie litten unter SYNS, Symplipéanus oder karpale/tarsale Fusionen
(141,142,244). Die Suppression von Noggin in derudidorderte durch die fehlende
Inhibierung der BMP-abhangigen Signaltransduktioe @&ndochondrale und desmale
Ossifikation (145,148). Durch die Stimulation derckdmass-Zellen mit GDF5-S94N wurde
keine Noggin-Suppression, sondern eine zweifacteteogginExpression ausgelost (Abb.
4.18).

Die durch GDF5-S94N induziertBlogginExpression zeigt, dass das durch GDF5-S94N
hervorgerufene SYNS nicht nur die Folge einer fetids negativen ,feedback“-Hemmung,

sondern einer ,feedforward“-Situation ist: Wahremad den Extremitdtenknospen die
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mesenchymalen Zellen differenzieren, induzieren &DHer GDF5-S94N die Expression
von Noggin (Abb. 5.2). Die endogene Noggin-Konzatidn nimmt zu, so dass eine
Uberlappende Expression von GDF5 oder GDF5-S94N Madgin in den zukinftigen
Gelenkzonen beobachtet werden kann (145,208,245,&48-5 wird von Noggin gebunden
und dadurch inhibiert. Im Gegensatz dazu ist GDB&PE resistent gegen die Inhibierung
durch Noggin. Deshalb kann GDF5-S94N ungehemmiTdamskription von Zielgenen wie
Runx2 ALP, Sp7 OcnundNoggininduzieren und so die Chondrogenese vorantreDieser
folgen Osteogenese und Mineralisierung und soreitvdirknocherung der Gelenke. D.h., die
ursprunglich reduzierte Signaltransduktion von GEFEIN in den mesenchymalen Zellen
nimmt mit steigender Noggin-Expression zu und férdiee Differenzierung der Zellen. Die
negative ,feedback“-Hemmung wird so in einen ,fdedvard“-Mechanismus umgewandelt,
der die Chondrogenese beschleunigt und als huniRmémotyp SYNS sichtbar wird (Abb.
5.2).
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Abb. 5.2 Die Noggin-Resistenz des GDF5-S94N wahrenér Extremitaten-Entwicklung verursacht das
Multiple Synostoses Syndrom (SYNS).

A) In den Extremitatenknospen induziert GDF5-S94iN Kdondensation der mesenchymalen Zellen. B) lhre
Differenzierung zu Chondrozyten wird durch die Mista S94N und die daraus resultierende verminderte
Signalaktivitét beeintrachtigt. C) In zukinftigerel@nkspalten sekretieren die Chondrozyten GDF5-S9ddN
Noggin um die Interzone (1Z) zu bilden (links). GBB94N ist resistent gegen die Inhibierung durclydio

und kann ungehindert die Transkription der fur @ikondrogenese und Osteogenese benétigten Faktoren
induzieren. Schlie3lich Ubersteigt die Aktivitatnv@DF5-S94N die von GDF5 (rechts) und resultiereiner
verstarkten endochondralen Ossifikation sowie deleinden Gelenkbildung, die als SYNS diagnostizignd.
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5.3. Schlussfolgerungen

Diese Arbeit zeigt, dass Serin 94 im ,knuckle“-Bpitdes GDF5 fir die Signaltransduktion,
die Zelldifferenzierung und die Interaktion mit debaterminalen Bereich des Noggin-Clips
entscheidend ist.

Durch die Mutation GDF5-S94N wird die Affinitdt zden BMP-Typ II-Rezeptoren
geschwacht. Trotzdem kann GDF5-S94N den Smad-alggingund den p38 MAPK-
Signalweg, wenn auch abgeschwacht und/oder verzdgeuzieren. Dies hat zur Folge, dass
die SYNS-Mutante im Vergleich zum GDF5 Wildtyp eirgeringere transkriptionelle
Aktivitat aufweist. Daher sind durch die S94N-Punktation in GDF5 auch Prozesse der
Zelldifferenzierung beeintrachtigt (Abb. 5.2). Visthwerer hingegen scheint die durch die
Mutation GDF5-S94N ausgeldste Noggin-Resistenz mgen. Wahrend der Extremitaten-
Entwicklung reicht die geringe transkriptionelle tAMitat von GDF5-S94N aus, um die
Chondrogenese und die Expression Woggin zu induzieren (Abb. 5.2). Da GDF5-S94N
nicht wie GDF5 durch Noggin im Rahmen der negatiylmedback“-Hemmung inhibiert
wird, treibt es die Chondrogenese immer weiter vouad zeigt schlie3lich ein héheres
chondrogenes Potential als GDF5 (Abb. 5.2). Dercldesinigten Chondrogenese folgen
Osteogenese und Mineralisierung, die im MenschanVarkndcherung der knorpeligen
Elemente und der Gelenke fiihren und als SYNS sachtierden.

AulRerdem konnte gezeigt werden, dass die reduzidgrdmdrogenese in BDA2-Patienten, die
die GDF5-L60P-Mutation tragen (208), wahrscheinlaif die fehlende Aktivierung von
Smads und p38-MAPK zurickgefiihrt werden kann. Abiginvon der zeitlichen und
raumlichen Expression voB8DF5-L60P, BMPRIB und Noggin werden Chondrogenese und
osteoblastare Differenzierung durch die Mutation FBEL60P negativ beeintrachtigt und
rufen den Phanotyp der Brachydakytly Typ A2 hervor.

Inwieweit diese Mutanten sich fur die Applikatian Menschen zur Forderung der Knorpel-

und Knochenbildung eignen, wird in weiteren Studietersucht.
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6. Ergebnisse: Mutationen imBMP2

BMP2 und BMP6 sind an der Skelettbildung und dakimrheilung beteiligt. Sie werden von
hypertrophen Chondrozyten exprimiert (150,247). afzich wird BMP2 auch im
Perichondrium synthetisiert und ist an der Entwiokj des Herzens beteiligt (4,248), BMP2
,knock-out-Mause BMP2") sind daher nicht lebensfah{g49). Im Gegensatz dazu fihrte
der ,knock-out®* von BMP6 nur zu einer verzogertekelgtt-Entwicklung (250). Der
Vergleich zwischen BMP2 und BMP6 zeigte aul3erdeassdBMP6 resistent gegen die
Inhibierung durch Noggin ist und die Differenzieguau Osteoblasten starker fordert als
BMP2 (238,251,252). BMP2 und BMP6 induzieren dudah C-terminale Aktivierung von
Smad 1/5/8 den gleichen Signalweg. BMP2 bindethmtier Affinitdt an BMPRI und mit
geringer Affinitdt an die Typ Il-Rezeptoren (BMPRW\ctRII, ActRIIB) (44,45). BMP6
hingegen bindet mit hoher Affinitdt an die Typ leReptoren ActRIl und ActRIIB (17,27).
Strittig ist noch, ob BMP6 an den BMPRIA mit hohepAdfinitat (17) oder mit geringerer
Affinitat (27) als an den ActRII bindet.

Wie die Rezeptoraffinitaten die Signaltransdukti@ifferenzierung und Mineralisierung
beeinflussen, wurde nach Stimulation von C2C12- Mi@BT3-E1-Zellen mit verschiedenen
BMP2-Mutanten analysiert. Die Rezeptoraffinitatear BMP2-Mutanten wurden durch
gezielte Mutationen im ,wirst*- oder im ,knuckle“diop verédndert. Die von diesen
Mutationen betroffenen Aminosauren wurden in AbA. $owohl in der Aminoséauresequenz
(Abb. 6.1A) als auch im BMP2-Dimer (Abb. 6.1 B) gekzeichnet.
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Abb. 6.1 Die Mutationen BMP2-L51P und BMP2-S85R/A8B im BMP2

A) Vergleich der Aminosauresequenzen von BMP2, BM@& BMP7. Die BMP2-Mutationen L51P,
S85R/A86P und L100K/N102D sind gekennzeichnet.rBjém blaugriin dargestellten BM2Dimer sind die
von Mutationen betroffenenen Aminosauren L51 (tiplan ,wrist“-Epitop sowie S85 (rot), A86 (rot), 100
(gelb) und N102 (gelb) im ,knuckle“-Epitop farbigetvorgehoben. Die Rezeptor-Interaktionsseiten, sitai
Epitop und ,knuckle*-Epitop sind in dem um 90° ume &X-Achse gedrehten BMRZ-Dimer markiert (rechts).
(Die Abbildungen des BMBg-Dimer sind in Kooperation mit Prof. Dr. Muellertetanden.)

6.1. Die BMP2-L51P-Mutante verhindert die Induktion BMP2-

abhangiger Signalwege

6.1.1. Die Mutation BMP2-L51P verhindert die Bindurg an BMPRI

Die hier untersuchten BMP2-Mutanten kbnnen mit Asne von BMP2-L51P/S85R/A86P
in die BMP2-Mutante (BMP2-L51P) mit Mutation im ,st“-Epitop und die BMP2-
Mutanten mit modifiziertem ,knuckle“-Epitop eingédtewerden. BMP2-L51P/S85R/A86P
tragt eine Mutation im ,wrist“- Epitop (L51P) undvei Mutationen im ,knuckle“-Epitop
(S85R/A86P) (Abb. 6.1).

Leucin 51 (L51) ist eine hochkonservierte Aminogaum ,wrist“-Epitop des BMP2, BMP6
und BMP7 (Abb. 6.1 A). Es bildet mit BMPRIA-Q86 bzwBMPRIB-Q67 eine
Wasserstoffbriicken-Bindung, die durch den Aminosdustausch von Leucin 51 gegen
Prolin (L51P) zerstort wird. Infolgedessen war @#initdt der BMP2-L51P-Mutante zu
BMPRIA und BMPRIB mittels SPR-Messungen kaum zwekigeren (Tab. 6.1). Die Affinitat
zu den BMP Typ lI-Rezeptoren wurde durch die Motatil51P nicht beeintrachtigt (43,44).
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L51 wurde auch in der Mutante BMP2-L51P/S85R/A86irc Prolin ersetzt, so dass diese
wie BMP2-L51P BMPRI nicht mehr binden kann (Tabl)6.Durch die zusatzlichen
Mutationen S85R und A86P im ,knuckle®-Epitop des BRI(Abb. 6.1 B) wird die Affinitat
des BMP2-L51P/S85R/A86P zu BMPRII um den Faktort®hkt, wahrend die Affinitat zu
ActRIl und ActRIIB nahezu unverandert blieb (Tall)6

Ligand Kp [nM] Referenz
BMPRIA BMPRIB BMPRIl ActRIl  ActRIIB

BMP2 0,8 2,4 45 14 6,3 (44,45)

BMP2-L51P >7,000 >4,000 45 35 K.A. (43,44)

BMP2-

L51P/SS5R/AS6P n.d. n.d. 9,6 11 7,4 (16)

BMP2-S85R/A86P 1,3 k. A. 9,2 8,5 6,8

BMP2-

L100K/N102D 0,84 k. A. 42 2,9 2,7

Tab. 6.1 Affinititen von BMP2 und den BMP2-Mutantenzu den immobilisierten BMP-Rezeptoren

Dargestellt sind die Mittelwerte von zwei unabh@egi SPR (surface plasmon resonance)-Messungen mit
mindestens sechs unterschiedlichen Analyt-Konzgoiren, die von der AG Prof. Dr. Sebald durchgefihr
wurden. n. d. = nicht detektierbar; k. A. = keinegaben

Im Kapitel 6.1. werden BMP2-L51P und BMP2-L51P/S8586P mit der Mutation L51P im
~wrist“-Epitop charakterisiert und mit BMP2 Wildtypowie BMP2-S85R/A86P verglichen.
Durch den Vergleich mit BMP2-S85R/A86P wird ausdsssen, dass die durch BMP2-
L51P/S85R/A86P induzierten Effekte ausschliellicli die Mutationen S85R/A86P im
.knuckle“-Epitop zurtckzufiihren sind. Im Kapitel 26. wird BMP2-S85R/A86P mit der
Mutante BMP2-L100K/N102D verglichen, dessen ,knetHEpitope ebenfalls modifiziert

wurde und die keine Veranderungen des ,wrist“-Hpwoaufweist.

6.1.2. Die BMP2-L51P-Mutante verhindert die Aktivieung der Smads

BMP2 bindet an den praformierten Komplex (PFC), des BMPRI und den Typ II-
Rezeptoren gebildet wird (46). Die Kinase-Doméane Tgp 1lI-Rezeptoren phosphoryliert
BMPRI, der daraufhin Smads 1/5/8 C-terminal phosgiert und aktiviert. Die
phosphorylierten Smads translozieren im Komplex @at-Smad 4 in den Nukleus und
induzieren die Transkription von Zielgenen wdé (80)

Wie sich der Bindungsverlust der BMP2-L51P-MutanteBMPRI auf die Aktivierung des
Smad-abhéngigen Signalweges auswirkt und ob deduBigsverlust zu BMPRI durch die

starkere Bindung von BMP2-L51P/S85R/A86P an BMR®Mpensiert werden kann, wurde
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durch Translokationsstudien mit Hilfe von Immunfleszenz und Western-Blot sowie durch

Messung der Reportergen-Aktivitdten untersucht (Abb, Abb. 6.3).

~wio ligand

Smad1

DAPI

Abb. 6.2 BMP2-L51P und BMP2-L51P/S85R/A86P verhinda die Smad 1-Translokation

C2C12-Zellen wurden drei Stunden gehungert und &utdn mit BMP2 Wildtyp oder den BMP2-Mutanten
inkubiert. Die nukledre Translokation von Smad befm wurde mit Hilfe der Immunfluoreszenz-Analyse
verfolgt. Die Nuklei wurden mit DAPI gefarbt (unfebie Referenzmarkierung entspricht 20 um. BMP245
(BMP2-P), BMP2-S85R/A86P (BMP2-RP), BMP2-L51P/S8588P (BMP2-PRP)

Die Immunfluoreszenz-Analyse zeigte, dass Smadch B8minuatiger Stimulation mit BMP2
oder BMP2-S85R/A86P im Nukleus akkumuliert. Im Geggtiz dazu konnte in den
unstimulierten Zellen wie auch in den mit BMP2-L51/d BMP2-L51P/S85R/A86P
behandelten Zellen keine Translokation von Smadden Nukleus beobachtet werden (Abb.
6.2).

Durch die Fraktionierung der C2C12-Zellen in Zygha und Nukleus konnte die rdumliche
Verteilung der phosphorylierten Smads 1/5/8 noatager detektiert werden (Abb. 6.3 A).

109



cytoplasm nucleus
R R
g & 2 &
L2 Q’Lg QW'Q_ ng . & ‘sgq; QrL;Q_ Q,LS?
10 1M figand| < | ¥ || 1 ¥ ||
5 k0a | P W S| p-Smad 1/5/8
35 kDa !- P - ‘ GAPDH
90 kDa~—f
—[ — — — — Lamin A/C
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

16
—e— BMP2
14 —o— BMP2-L51P
T o —v— BMP2-S85R/AB6P
F e
12 /F“ —+ BMP2-L51P/S85R/ABEP
5 10 T /
/ o
R 8 / el
v, ¥
B i
i
4 /
2|/ o B
_..u{——”_'_'r(\ o
0 2 4 6 8 10 12

Abb. 6.3 BMP2-L51P und BMP2-L51P/S85R/A86P verhinda die nukledre Translokation von Smad 1

A) Nach dreistindigem Hungern und 30minttiger Statian mit BMP2 Wildtyp oder den BMP2-Mutanten
wurden C2C12-Zellen in den zytoplasmatischen unkledmen Anteil aufgetrennt. Durch einen spezifische
Antikdrper wurden die C-terminal phosphoryliertem&ls 1/5/8 nachgewiesen. Als Ladekontrolle sowse al
Kontrolle fur die Fraktionierung der Zellen dient€&APDH (Zytoplasma) und Lamin A/C (Nukleus). B)
C2C12-Zellen wurden mit den Reportergen-Konstruk@RE-Luc sowie RL-TK transfiziert und mit
zunehmenden Konzentrationen an BMP2 oder den BMBtiMen Uber Nacht inkubiert. Die gemessene
Firefly-Luciferase-Aktivitdt wurde gegen die derngtitutiv aktiven Renilla-Luciferase normiert und eelative
Luciferase-Aktivitat (RLA) dargestellt. Die Mittelevte + Standardabweichung der Triplikat-Messung
reprasentieren das Ergebnis von drei unabhangigesu¢hen. BMP2-L51P (BMP2-P), BMP2-S85R/A86P
(BMP2-RP), BMP2-L51P/S85R/A86P (BMP2-PRP)

Die 30minuatige Inkubation der C2C12-Zellen mit BMBAd BMP2-S85R/A86P induzierte
die Phosphorylierung der R-Smads 1/5/8 und dessamsibkation in den Nukleus (Abb. 6.3
A, Spuren 2, 4, 6 und 8). Nach Inkubation mit BMESAP konnten hingegen keine p-Smads
im Zytoplasma und im Nukleus nachgewiesen werdebb(%6.3 A, Spuren 3, 6). Diese
Ergebnisse stimmen mit der Immunfluoreszenz-Anaf¢ddd. 6.2) Uberein. Nach Stimulation
mit BMP2-L51P/S85R/A86P war die nukledre p-Smad-#@niration so gering, dass sie
nicht durch die Immunfluoreszenz-Analyse, sondemr durch die Aufkonzentrierung
wahrend der Zellfraktionierung detektiert werdemiz (Abb. 6.3 A, Spur 10).

Um die Smad-abhangige Transkription zu untersucheumden C2C12-Zellen mit den
Reportergen-Konstrukten BRE-Luc und RL-TK trangizi Entsprechend den Ergebnissen
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aus den Translokationsstudien (Abb. 6.2, 6.3 Aunerten BMP2 Wildtyp und BMP2-
S85R/A86P die hdchsten Reportergen-Aktivitdten (ABI3 B). Die BMP2-L51P-Mutante
induziert keine Smad-Phosphorylierung (Abb. 6.3uA)l somit auch keine Smad-abhéngige
Transkription (Abb. 6.3 B). Im Vergleich dazu retieldie reduzierte Menge an nuklearen p-
Smads nach Inkubation mit mindestens 10 nM BMP2R/S85R/A86P aus, um eine geringe
Firefly-Luciferase-Aktivitat zu stimulieren (Abb..®% B). In Abh&ngigkeit von der BMP2-
L51P/S85R/A86P-Konzentration wurden 10-20% der BMP2 ausgeldsten Reportergen-
Aktivitat erreicht.

Ob der Bindungsverlust von BMP2-L51P und BMP2-L'335R/A86P zu BMPRI wie bei
den GDF5-Mutanten (vgl. Kapitel 4) durch die Ubgnession von BMPRIB kompensiert
werden kann und welchen Effekt die BMPRII-Uberesgien hat, wurde durch die
Stimulation der stabil transfizierten Zelllinien C22-BMPRIB und C2C12-BMPRII mit
BMP2 Wildtyp und den BMP2-Mutanten untersucht (ABlt).
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Abb. 6.4 Die Uberexpression von BMPRIB oder BMPRIlverbesserte geringfiigig die Aktivierung des
Smad-abhangigen Signalweges in den BMP2-L51P/S85R®BP-stimulierten Zellen

Die stabil transfizierten A) C2C12-BMPRIB- und BRC12-BMPRII-Zellen wurden 30 Minuten mit BMP2
Wildtyp oder den BMP2-Mutanten stimuliert. Anscflend wurden die Zellen fraktioniert und die C-terabé
Phosphorylierung von Smad 1/5/8 nachgewiesen. GARBMHLamin A/C dienten als Ladekontrolle sowie als
Kontrolle fir die Fraktionierung der Zellen (obeMach Transfektion der C2C12-BMPRIB- bzw. C2C12-
BMPRII-Zellen mit den Reportergen-Konstrukten BREelund RL-TK wurden die Zellen mit BMP2 oder den
BMP2-Mutanten fiir 16 Stunden stimuliert. Anschlis@evurden die Luciferase-Aktivitditen gemessen uisd a
RLA dargestellt. Die Mittelwerte = Standardabweinguder Triplikate spiegeln das Ergebnis von drei
unabhangigen Versuchen wider (unten). BMP2-L51P FR2NP), BMP2-S85R/A86P (BMP2-RP), BMP2-
L51P/S85R/A86P (BMP2-PRP)
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BMP2 bindet sowohl BMPRIA als auch BMPRIB mit hohaffinitat (Tab. 6.1). Die
Stimulation der C2C12-BMPRIB-Zellen mit BMP2 Wilgityyind BMP2-S85R/A86P |6ste die
Aktivierung der R-Smads 1/5/8 sowie ihre Translakatn den Nukleus (Abb. 6.4 A) und
eine vergleichbar hohe transkriptionelle Aktivits. Die BMPRIB-Uberexpression hatte
keinen Einfluss auf die biologische Aktivitat voiMB2-L51P: BMP2-L51P induzierte in den
stabilen C2C12-BMPRIB-Zellen weder die Phosphorylng der Smads (Abb. 6.4 A, Spur 3
und 8) noch die Aktivitat der BRE-abhangigen Fydfuciferase (Abb. 6.4 A unten). Im
Vergleich zu den parentalen C2C12-Zellen (Abb. @B8)bhte die Inkubation der C2C12-
BMPRIB-Zellen mit der BMP2-L51P/S85R/A86P-Mutante donzentration der nuklearen
p-Smads (Abb. 6.4 A, Spur 5 und 10) sowie die Repgen-Aktivitat. Die Reportergen-
Aktivitat erreichte in Abh&ngigkeit von der Ligand&onzentration 30-50% der Aktivitat,
die durch BMP2 induziert wurde (Abb. 6.4 A unteD)e Uberexpression des BMPRII hatte
keinen Einfluss auf die Smad-Phosphorylierung umdn3kription der mit BMP2-L51P
stimulierten Zellen. Die mit mehr als 10 nM BMP2AB/S85R/A86P stimulierten C2C12-
BMPRII-Zellen erreichten 30-50% der durch BMP2 Wja induzierten Reportergen-
Aktivitat (Abb. 6.4 B). Diese Reportergen-Aktivititar etwas hoher als die Reportergen-
Aktivitat der mit BMP2-L51P/S85R/A86P stimuliert€2C12-Zellen (Abb. 6.3).

Die Inkubation der C2C12-Zellen mit der BMP2-L51RHdinte zeigte, dass fur die
Aktivierung des Smad-abhéngigen Signalweges diediBig an BMPRI erforderlich ist.
Durch die hohere Affinitat von BMP2-L51P/S85R/A8&R BMPRII konnte die Mutante
trotz des Bindungsverlustes zum BMPRI mit den PF@zagieren und die Aktivierung des
Smad-abhéngigen Signalweges partiell induzierentzéiem erreichte die transkriptionelle
Aktivitat in den mit BMP2-L51P/S85R/A86P stimuliert C2C12-Zellen nur 10-20 % der
Aktivitat, die durch die Stimulation mit BMP2 Wilgb hervorgerufen wurde. Der
Bindungsverlust von BMP2-L51P und BMP2-L51P/S85R8R&u BMPRI konnte durch die

Uberexpression von BMPRIB nicht kompensiert werden.
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6.1.3. Die Mutation BMP2-L51P verhindert die BMP-alhangige
Aktivierung des p38 MAPK Weges

Neben der Bindung an den ,preformed complex” (Pk&)n BMP2 hochaffin an BMPRI
binden und die Rekrutierung der Typ lI-Rezeptorenién BMP-induced signaling complex
(BISC) sowie die ,Non-Smad“-Signalwege induzierd,48). Von diesen Signalwegen ist
die Aktivierung der p38 MAPK durch den Rezeptoreasierten XIAP/TAB/TAK1-Komplex
und MKK 3/6 am besten charakterisiert (73,74,76)1&4 stellte sich jedoch die Frage, ob
dieser Signalweg ohne die Bindung der BMP2-Mutardganden Typ | Rezeptor aktiviert
werden kann. Deshalb wurden C2C12, C2C12-BMPRIB @a2€12-BMPRII drei Stunden
gehungert und mit BMP2 oder den BMP2-Mutanten fliBnuten stimuliert. Anschlie3end
wurde die Phosphorylierung von p38 am Threonin &2 dem Tyrosin 184 untersucht (Abb.
6.5).

c2C12

R
B o
© 1 o¥ o 8
| & | [ [@ | < [10nM ligand
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Abb. 6.5 BMP2-L51P und BMP2-L51P/S85R/A86P kénnenah p38 MAPK Signalweg nicht aktivieren
C2C12-Zellen wurden 30 Minuten mit BMP2 Wildtyp od#en BMP2-Mutanten inkubiert und anschlieBend
lysiert. Die Aktivierung von p38 wurde mit einemegifischen Antikdrper nachgewiesen. Als Ladekotgrol
diente B-Actin. BMP2-L51P (BMP2-P), BMP2-S85R/A86P (BMP2-RMBBMP2-L51P/S85R/A86P (BMP2-
PRP)

In C2C12-Zellen konnte die Phosphorylierung von pagh Stimulation mit BMP2 Wildtyp
oder BMP2-S85R/A86P, nicht jedoch nach Stimulatimit BMP2-L51P oder BMP2-
L51P/S85R/A86P beobachtet werden (Abb. 6.5). Dutieh Uberexpression des BMPRIB
oder des BMPRII wurde bereits in den unstimulieZetien eine hohe p-p38-Konzentration
gemessen. Unterschiede zwischen den unstimulienteh den mit Liganden behandelten
C2C12-BMPRIB- oder den C2C12-BMPRII-Zellen warersttidb nicht zu erkennen (Daten
nicht gezeigt).

Die Aktivierung des p38 MAPK-Weges wurde somit durdie fehlende Bindung der
Mutanten BMP2-L51P und BMP2-L51P/S85R/A86 an BMR&ihindert. Im Gegensatz zum
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Smad-abhéngigen Signalweg konnte die starkere Bomdles BMP2-L51P/S85R/A86P an
BMPRII den Bindungsverlust zum BMPRI nicht ausghein.

6.1.4. Die Mutation BMP2-L51P verhindert die osteolastare
Differenzierung der C2C12-Zellen

C2C12-Zellen differenzieren in Serum-reduziertemdMen zu multi-nuklearen Myotuben.

Dabei exprimieren sie die myogenen Marker Myosid iyogenin. Durch die Inkubation

von C2C12-Zellen mit BMP2 wird jedoch der myogendfddenzierungsweg durch die

Bindung von Id1 an MyoD inhibiert und stattdessee Differenzierung zu Osteoblasten
gefordert (87,221).

Ob die Mutanten BMP2-L51P und BMP2-L51P/S85R/A8&zrdes Bindungsverlustes zu
BMPRI die Konversion der C2C12-Zellen zu Osteolgasinduzieren, wurde durch den
Nachweis des Skelettmuskel-spezifischen Myosingetaitmmunfluoreszenz-Analyse (Abb.
6.6) untersucht. Des Weiteren wurden die vom Mygag@nomotor abhangigen Reportergen-
Aktivitdt und die ALP-Aktivitdt der C2C12-Zellen ol Inkubation mit BMP2 oder den

BMP2-Mutanten analysiert (Abb. 6.7).

w/o ligand

BMP2 BMP2-P BMP2-RP BMP2-PRP

MyosinHC

DAPI

Abb. 6.6 BMP2-L51P und BMP2-L51P/S85R/A86P konnen id Differenzierung von C2C12-Zellen zu
Myotuben nicht inhibieren

C2C12-Zellen wurden funf Tage mit BMP2 Wildtyp uddn BMP2-Mutanten inkubiert. Die Skelettmuskel-
spezifische ,Myosin heavy chains" (MyosinHC) wurdks Marker fir Myotuben mit Hilfe eines spezifisohe
Antikérpers und der Immunfluoreszenz nachgewiesbeif). Die Nuklei wurden mit DAPI gefarbt (unteBje
Referenzmarkierung entspricht 150 um. BMP2-L51P @W), BMP2-S85R/A86P (BMP2-RP), BMP2-
L51P/S85R/A86P (BMP2-PRP)

Die Immunfluoreszenz-Analyse bestétigte, dass C2ZZHn in Serum-reduziertem Medium
Myotuben bilden. Nach Stimulation mit BMP2 Wildtygder mit der BMP2-S85R/A86-
Mutante waren keine Myotuben nachweisbar (Abb..6i) Gegensatz dazu forderte die
BMP2-L51P-Mutante die Myogenese der C2C12-Zellendass deutlich mehr Myotuben im
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Vergleich zu den unstimulierten Zellen gebildet dem. Die Stimulation mit BMP2-
L51P/S85R/A86P loste ebenfalls Myotuben-Bildung, alie mit der in den Kontrollzellen
induzierten Myogenese vergleichbar war (Abb. 68jn ein quantitatives Ergebnis zu
erhalten, wurden C2C12-Zellen mit einem vom MyogePiomotor abhangigen Firefly-
Luciferase-Konstrukt (Myogenin-Luc) sowie dem katsiv aktiven Renilla-Luciferase-
Konstrukt (RL-TK) transfiziert. Anschlieliend wurdele transfizierten Zellen mit BMP2
Wildtyp oder den BMP2-Mutanten stimuliert (Abb. @&\Y.
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Abb. 6.7 BMP2-L51P und BMP2-L51P/S85R/A86P verhinda die Differenzierung von C2C12-Zellen zu
Osteoblasten

A) C2C12-Zellen wurden mit den Reportergen-KonggakMyogenin-Luc und RL-TK transfiziert und fur fiin
Tage mit 10 nM BMP2 Wildtyp oder den BMP2-Mutaniskubiert. Danach wurden die Luciferase-Aktivitaten
gemessen und auf die RLA der unstimulierten Zel{@00%) normiert. Die dargestellten Mittelwerte *
Standardabweichung der Triplikate geben das Ergebimes von insgesamt vier vergleichbaren Versuchen
wieder. (*p = 0,05; **p = 0,005; n = 3) B) Nach dégiger Inkubation von C2C12-Zellen mit verschieee
Konzentrationen von BMP2 Wildtyp oder den BMP2-Miten wurde die ALP-Aktivitdt gemessen. Die hier
dargestellten Mittelwerte + Standardabweichungéasentieren einen von drei Versuchen. BMP2-L51P (BMP
P), BMP2-S85R/A86P (BMP2-RP), BMP2-L51P/S85R/A8BRP2-PRP)

Die gemessenen Reportergen-Aktivitdten  bestétigene dBeobachtungen  der

Immunfluoreszenz-Analyse: Die in Serum-reduziertstadium kultivierten C2C12-Zellen

bildeten Myotuben (Abb. 6.6) und exprimierten dienv Myogenin-Promotor abhangige
Firefly-Luciferase (Abb. 6.7 A). Im Vergleich daaterringerten BMP2 Wildtyp und die

BMP2-S85R/A86P-Mutante die Luciferase-Aktivitat whas 3,4fache (BMP2) bzw. 5fache
(BMP2-S85R/A86P) (Abb. 6.7 A). BMP2-L51P induzieei@e doppelt so hohe Reportergen-
Aktivitat wie die unstimulierten Kontroll-Zellen. M BMP2-L51P/S85R/A86P behandelte
Zellen differenzierten ebenfalls zu Myotuben (ABL6) und zeigten eine ahnliche Luciferase-
Aktivitat wie die unstimulierten C2C12-Zellen (AbB.7 A).

Die Inkubation mit BMP2-L51P zeigte, dass die Difiezierung der C2C12-Zellen zu

Myotuben durch die fehlende Bindung an BMPRI geédravird. Eine starkere Bindung der
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BMP2-L51P/S85R/A86-Mutante zu BMPRII hingegen vegsamte die Differenzierung zu
Myotuben, verhinderte sie aber nicht.

Das Enzym ALP wird in Osteoblasten exprimiert uiltlas ein Marker fir die osteoblastare
Differenzierung (232). Deshalb wurde die ALP-Aktiti nach Stimulation mit BMP2
Wildtyp oder den BMP2-Mutanten als MaR fur die oblastare Differenzierung der C2C12-
Zellen bestimmt (Abb. 6.7 B). Die Messung der ALRti#itat kann indirekt als Bezugswert
der Expressionsstarke der ALP genutzt werden. BMM#atyp induziert die Differenzierung
von C2C12-Zellen zu Osteoblasten: die ALP-Aktivithhhm mit steigender BMP2-
Konzentration zu. Eine noch héhere ALP-Aktivitatrde durch die Inkubation mit BMP2-
S85R/A86P hervorgerufen. Im Gegensatz dazu kondtenMutanten BMP2-L51P und
BMP2-L51P/S85R/A86P die ALP-Aktivitdt und somit diéxpression von ALP nicht
induzieren (Abb. 6.7 B).

Diese Ergebnisse zeigen, dass fur die osteoblaBiffierenzierung von C2C12-Zellen die
Bindung an BMPRI unbedingt notwendig ist und nicie die Inkubation mit BMP2-
L51P/S85R/A86P zeigt, durch die starkere Bindung@BiiPRI1l kompensiert werden kann.

6.2. BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D fdrdern

Differenzierung zu Osteoblasten

6.2.1. Die Mutationen BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100MN102D
verbessern die Interaktion zu den BMP Typ II-Rezepbren

Die Typ llI-Rezeptor-Bindungsstelle innerhalb desBMProteins, das sog. ,knuckle“-Epitop,
besteht aus tUberwiegend hydrophoben AminosaurensiBd in Form eines Hufeisens um
Serin 88 (S88) und Asparagin 102 (N102) angeord#2j. Serin 88 ist ebenso wie die
Aminosauren Alanin 34, Prolin 35, Methionin 89 unelcin 90 innerhalb der BMP-Familie
hochkonserviert. Sie bilden den Kern des ,knuclEgitops. Die peripher gelegenen, nicht-
konservierten Aminoséuren bestimmen die Affinité dMPs zu den einzelnen Typ-II-
Rezeptoren (BMPRII, ActRIl, ActRIIB) (41,42). UmaiAffinitaten von BMP2 zu den Typ
lI-Rezeptoren zu erhdhen, wurden die im ,knucklgitgp gelegenen Aminosauren Serin 85,
Alanin 86, Leucin 100 und Asparagin 102 von Mitaidx® der AG Prof. Dr. Sebald mutiert.
Die Lage dieser Aminoséauren im BMP2-Dimer ist inbAB.8 gekennzeichnet.

116



Abb. 6.8 Darstellung der Mutationen BMP2- S85R/A86Rind BMP2-L100K/N102D im BMP24 -Dimer

In dem blaugriin dargestellten BMg2Dimer wurden die durch Mutationen im ,knuckle“-Eqp veranderten
Aminosauren S85 und A86 rot sowie L100 und N102 darvorgehoben. (Die Abbildungen des BME2
Dimer sind in Kooperation mit Prof. Dr. Mueller st@nden.)

Durch den Aminoséureaustausch Serin 85 gegen Ar@BMP2-S85R) konnte ein starkes
Netz von Wasserstoffbriickenbindungen mit der Agpas#iure 34 und dem Lysin 35 von
ActRII sowie der Glutaminsaure 83 vom BMP2 gebildetrden (41). Um den Einfluss der
ausgetauschten Aminoséuren auf die Bindungsaftamtder BMP2-Mutanten zu den BMP-
Rezeptoren zu analysieren, wurden von der AG PFoof. Sebald SPR-Messungen mit

immobilisierten extrazellularen Doméanen der BMP-&#aren durchgefihrt (Tab. 6.2).

Tab. 6.2 Bindungsaffinitdten von BMP2 und den BMPXMutanten zu den immobilisierten BMP-
Rezeptoren

Dargestellt sind die Mittelwerte von zwei unabh@egi SPR-Messungen mit mindestens sechs
unterschiedlichen Analyt-Konzentrationen, die vamn AG Prof. Dr. Sebald durchgefiihrt wurden. n. dieht
detektierbar; k. A. = keine Angaben

Ligand Kp [nM] Referenz
BMPRIA BMPRIB BMPRIlI ActRIl  ActRIIB

BMP2 0,8 2,4 45 14 6,3 (44,45)

BMP2-S85R/A86P 13 k. A. 9,2 8,5 6,8

BMP2-

L100K/N102D 0,84 k. A. 42 2,9 2,7

Die SPR-Messungen mit den immoblisierten BMP-Rexept zeigten, dass sich die Affinitat
von BMP2-S85R/A86P zu BMPRII um den Faktor funf und ActRIl um den Faktor 1,6
erhoht (9, 10). Die Affinitat zu ActRIIB wurde durdie Mutation nicht beeinflusst (Tab.6.2).
Die Mutationen L100K und N102D stabilisieren diechkonservierte Wasserstoffbriicken-
Bindung zwischen BMP2-S88 und ActRII/ActRIIB-L61 mh eine intramolekulare
Salzbricke und verstarken so die Bindung zu ActiRtl ActRIIB. Die Bindung zu BMPRII
wurde durch diese Mutationen nicht beeinflusst @3b. 6.2). Die Doppelmutante BMP2-
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L100K/N102D bindet daher ActRII mit einer 5fach ledén und ActRIIB mit 2,3fach hoheren
Affinitat als BMP2 Wildtyp. Die Bindung von BMP2-I0DK/N102D zu BMPRII wurde nicht
verandert (Tab. 6.2). Diese Affinititen ahneln d&ffinititen des BMP6 zu ActRIl und
ActRIIB. BMP6 bindet ActRIl mit sechsfach und dewtRIIB mit flinffach héherer Affinitat
als BMP2. Ein direkter Vergleich der SPR-Daten diie BMP2-Mutanten (Tab. 6.2) und
BMP6 (Tab.6.3) ist jedoch nicht moglich. Zwar wundgie Affinitaten in beiden Fallen mit
immobilisierten Rezeptoren bestimmt, jedoch gabwes die unterschiedlichen Messwerte fur
BMP2 zeigen, Unterschiede in der Versuchsdurchfin7,42).

Tab. 6.3 Affinitditen von BMP2 und BMP6 zu den immollisierten BMP-Rezeptoren
Dargestellt sind die von Allendorph et al. (17)telg SPR-Messung bestimmten Bindungsaffinitaten

Ligand Kp [NM] Referenz
BMPRIA ActRII ActRIIB

BMP2 2,61 47,5 36,1 (17)

BMP6 67,2 7,39 6,87 (17)

Auch die Mutanten BMP2-S85R und BMP2-L100K bindeMMRII oder ActRIl/B mit
hoherer Affinitat als BMP2 Wildtyp. Ihre biologisehAktivitat wurde durch den BRE-
abhangigen Reportergen-Test und durch Messen déx-AMtivitat bestimmt (Daten nicht
gezeigt). BMP2-S85R und BMP2-L100K induzierten emi¢ BMP2 Wildtyp vergleichbare
Reportergen-Aktivitat. Ebenso konnten keine Untaiesde in der ALP-Aktivitatsmessung
nach Stimulation von C2C12-Zellen mit unterschigtin Konzentrationen BMP2 Wildtyp,
BMP2-S85R oder BMP2-L100K beobachtet werden (Daieht gezeigt). Deshalb wurde in
dieser Arbeit nur der Einfluss der DoppelmutanteMP2-S85R/A86P und BMP2-
L100K/N102D auf die molekularen Mechanismen dere@génese im Vergleich zu BMP2
und BMP6 untersucht. Hierfir wurden C2C12-Zellene dlurch BMP2 Wildtyp zu
Osteoblasten differenzieren kénnen, und die Pradbsisten MC3T3-E1 mit den
rekombinanten Proteinen BMP2, BMP2-S85R/A86P, BMPRQOK/N102D oder BMP6
stimuliert. Neben Smad- und p38-MAPK-Phosphorylgyuvurden auch die Differenzierung
und Mineralisierung der C2C12- und MC3T3-E1-Zellemersucht.

6.2.2. BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D férderndie Smad-
abhangige Transkription

BMP2 und BMP6 kdénnen an PFC, die aus Heterotetrmameler Typ I- und Typ II-

Rezeptoren bestehen, binden und die Aktivierung Sorad 1/5/8 induzieren. Fraglich war,
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wie sich die unterschiedlichen Affinitdten der BMRRitanten zu den Typ lI-Rezeptoren auf
die Induktion des Smad-abhéangigen Signalweges &isvidaher wurde die C-terminale
Smad-Phosphorylierung nach Behandlung von C2CliZehit den BMP2-Mutanten im

Vergleich zum wildtypischen BMP2 und BMP6 analys{@&bb. 6.9).
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Abb. 6.9 BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D indueiren die C-terminale Smad-
Phosphorylierung tiber einen langeren Zeitraum

C2C12-Zellen wurden gehungert und A) 5, B) 15, Q), ®) 60 oder E) 90 Minuten mit BMP2 Wildtyp, den
BMP2-Mutanten oder BMP6 Wildtyp inkubiert. Ansciliend wurde die C-terminale Phosphorylierung von
Smad 1/5/8 mittels Western Blotting und einem djsehien Antikdrper nachgewieserActin diente dabei als
Ladekontrolle. BMP2-S85R/A86P (BMP2-RP), BMP2-L1GBK02D (BMP2-KD)

Bereits nach funfminatiger Inkubation mit BMP6 ko@reine deutliche Zunahme der p-
Smad-Konzentration detektiert werden. Auch BMP2dtypp, BMP2-S85R/A86P und BMP2-
L100K/N102D induzierten die Phosphorylierung dera@is1 Der Anteil an phosphorylierten
Smads war hier jedoch deutlich geringer als naciPBMNtimulation (Abb. 6.9 A). Nach 15
Minuten schien BMP2-L100K/N102D eine mit BMP6 veaighbare p-Smad-Konzentration
und eine geringflgig héhere p-Smad-KonzentratiegnBMP2 hervorzurufen (Abb. 6.9 B).
Nach 30mindtiger Inkubation konnten keine ligandbhéngigen Unterschiede der Smad-

Phosphorylierung mehr detektiert werden. Erst n@minttiger Stimulation war zu
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beobachten, dass die Konzentration der p-Smads Bisié?2-Stimulation abnahm, wahrend
sie nach Stimulation mit den BMP2-Mutanten und BMPR&erandert hoch war (Abb. 6.9 E).
Smads 1/5/8 werden nach der BMP-Stimulation sedglemhosphoryliert. Nach BMP2-
Stimulation phosphoryliert zuerst der BMP Typ I-Bptor Smad 1/5/8 am C-Terminus und
aktiviert sie dadurch (80). AnschlieBend phosphergh MAP-Kinasen Smad 1/5/8 an den
Serin-Resten S187, S196, S206 und S214 des Smkdrki(08,109). Daraufhin kann auch
GSKa3, die die Phosphorylierung der Smads durchMé-Kinasen als ,Priming* bendtigt
(105), Smad 1/5/8 an den benachbarten Serin-/Thrdesten S192, S/T202 und S210
phosphorylieren. Dies fiuhrt zur Markierung der Smaélir Ubiquitinierung und
proteasomalen Abbau (105). Ob die Inkubation mitFBMNildtyp einen schnelleren Abbau
der p-Smads im Vergleich zu den Mutanten BMP2-S88BBP und BMP2-L100K/N102D
und BMP6 zur Folge hat, wurde mit Hilfe der SmadWar-Phosphorylierung am Serin-Rest
210 (p-Smad (S210)) untersucht (Abb. 6.10).
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Abb. 6.10 BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D indueren eine mit BMP2 Wildtyp vergleichbare
Phosphorylierung des Smad-Linkers

Nach A) 5, B) 15, C) 30), D) 60 oder E) 90 MinutBtimulation von C2C12-Zellen mit BMP2, den BMP2-
Mutanten oder BMP6 wurde die Smad-Linker-Phosplemyhg durch GSK3 am Serin-Rest 210 (p-Smad
(S210)) durch einen spezifischen Antikérper (10&)hgewieserp-Actin diente dabei als Ladekontrolle.BMP2-
S85R/A86P (BMP2-RP), BMP2-L100K/N102D (BMP2-KD)
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Linker-phosphorylierte Smads konnten nach 15mimiti§timulation mit BMP6 detektiert
werden (Abb. 6.10 B). Nach 30minttiger InkubatianvC2C12-Zellen mit BMP2, BMP2-
Mutanten oder BMP6 wurden keine liganden-abhangigernerschiede in der GSKS3-
vermittelten Smad-Phosphorylierung am Serin S2Xkibaehtet (Abb. 6.10 C). Das anderte
sich auch nach 60- (Abb. 6.10 D) bzw. 90minitigel{. 6.10 E) Stimulation nicht. BMP2
und die Mutanten BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/NROihduzieren im gleichen
Zeitraum die Phosphorylierung des Smad-Linkers ai0S Unterschiede, die auf den
proteasomalen Abbau der R-Smads nach 90minttigePBBtimulation hinweisen und
damit die Abnahme der p-Smad-Konzentration im \&ojl zu den BMP2-Mutanten
bedingen (Abb. 6.9), wurden nicht festgestellt.

Welchen Einfluss die verlangerte Aktivierung von &irl/5/8 nach Stimulation mit BMP2-
S85R/A86P oder BMP2-L100K/N102D im Vergleich zu BRM®Wildtyp (Abb. 6.9) auf die
Smad-abhéngige Transkription hat, wurde im BRE-Repgen-Test analysiert. Dazu wurden
C2C12-Zellen mit Reportergen-Konstrukten, die di®BEBabhangige Firefly-Luciferase
(BRE-Luc) sowie die konstitutiv aktive Renilla-Léerase (RL-TK) exprimieren, transfiziert.
Anschlie3end wurden die Zellen mit BMP2, BMP2-S8586P, BMP2-L100K/N102D oder
BMPG6 stimuliert (Abb. 6. 11).
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Abb. 6.11 BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D forda die Smad-abhangige Transkription

Die Luciferase-Aktivitaten wurden nach Transfektisan C2C12-Zellen mit den Reportergen-Konstrukten
BRE-Luc und RL-TK sowie Stimulation mit verschieéen Konzentrationen an BMP2 Wildtyp, BMP2-
S85R/A86P, BMP2-L100K/N102D oder BMP6 Wildtyp gemwes. Aus den Aktivitdten der Firefly- und
Renilla-Luciferase wurden die relativen Luciferadivitdten (RLA) errechnet. Die Mittelwerte der Rk +
Standardabweichung der untersuchten TriplikateAsspttieren einen von drei vergleichbaren Versuchen.

In C2C12-Zellen nahmen die relativen Luciferaseifikiten (RLA) konzentrationsabhangig
bis zur Stimulation mit 5 nM Ligand zu. Dabei interzte BMP2 die geringste Luciferase-
Aktivitat. Hohere Luciferase-Aktivitditen wurden dbr die Stimulation mit BMP2-
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S85R/A86P zu BMP2-L100K/N102D erreicht (Abb. 6.11BMP6 Io6ste die hochste
Luciferase-Aktivitat aus. Wurden die Zellen mit metis 5 nM Ligand stimuliert, war eine
Sattigung erreicht, in der keine liganden-abhangigmterschiede mehr detektiert werden
konnten (Abb. 6.11).

Des Weiteren stellte sich die Frage, ob die veg#éiegSmad-Aktivierung innerhalb der ersten
90 Minuten nach Stimulation mit BMP2-S85R/A86P zaMB2-L100K/N102D ausreicht, um
diesen Expressions-Unterschied hervorzurufen, odesuch das Translokationverhalten der
Smads durch die BMP2-Mutanten beeinflusst wird. Ha#s wurden C2C12-Zellen fir 5-90
Minuten mit BMP2 Wildtyp, den BMP2-Mutanten oder stimuliert. Anschlie3end
wurden die Zellen in den zytoplasmatischen und migklearen Anteil fraktioniert und mit
Hilfe der Western-Blot-Analyse und spezifischen ikditpern untersucht (Abb. 6.12).
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Abb. 6.12 BMP2-S85R/A86P fordert die Smad-Translokidgon in den Nukleus

C2C12-Zellen wurden gehungert und fur A) 5, B) ©),30), D) 45, E) 60 oder F) 90 Minuten mit BMP2
Wildtyp, BMP2-S85R/A86P (BMP2-RP), BMP2-L100K/N102BMP2-KD) oder BMP6 inkubiert. Die C-
terminale Phosphorylierung von Smad 1/5/8 wurdehn@gftrennung in Zytoplasma und Nukleus analysiert.
GAPDH und Lamin dienten als Kontrolle fur die Zelktionierung und als Ladekontrolle.
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Nach 5 Minuten Stimulation mit 3 nM BMP2 Wildtypen BMP2-Mutanten oder BMP6

konnten die C-terminal phosphorylierten Smads imkidlus detektiert werden. Die

Konzentration der nuklearen p-Smads war in denBWP2-S85R/A86P stimulierten Zellen

etwa doppelt so hoch wie in den mit BMP2 inkubieri#ellen und ahnelte dem nuklearen
Anteil der p-Smads in BMP6-stimulierten Zellen. Digrch BMP2-L100K/N102D induzierte

nukleare p-Smad-Konzentration war mit der nach BANB&ulation vergleichbar (Abb. 6.12

A). Nach 15-90minitiger Stimulation mit BMP2 odeend BMP2-Mutanten waren keine

Unterschiede der nuklearen p-Smad-Konzentratiomdstellen (6.12 B-F).

Der Vergleich mit den BMP2-stimulierten C2C12-Zalleeigte, dass nach Stimulation mit
bis zu 5 nM BMP2-S85R/A86P oder BMP2-L100K/N102[@ &-Smads lber einen langeren

Zeitraum aktiviert und hohere transkriptionelle ikéten induziert wurden.

6.2.3. BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D beschieigen die
Aktivierung der p38 MAPK

Die Aktivierung von p38 MAPK als Teil eines ,Non-&wl-Signalweges erfolgt nach BMP2-
Stimulation durch die Bildung des BISCs und den RIAAB/TAK1-Komplex, der MKK-3/6
aktiviert.

BMP2-S85R/A86P, BMP2-L100K/N102D und BMP6 bindere diyp lI-Rezeptoren mit
hoherer Affinitat als BMP2 (Tab. 6.3). Ob sie ddbldie Rekrutierung der Typ II-Rezeptoren
in den BISC erleichtern und die Phosphorylierungh ya38 vorantreiben, wurde nach
Stimulation von C2C12-Zellen mit 3 nM Ligand undsehlieender Western-Blot-Analyse
untersucht (Abb. 6.13).
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Abb. 6.13 BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D forda die Aktivierung von p38

C2C12-Zellen wurden fir A) 5, B) 15, C) 30), D) 6der E) 90 Minuten mit BMP2 Wildtyp, den BMP2-
Mutanten oder BMP6 inkubiert, bevor die Aktivierumgn p38 nach Western Blotting mittels eines sjsdien
Antikérper untersucht wurdeg-Actin diente dabei als Ladekontrolle. BMP2-S85R8R8(BMP2-RP), BMP2-
L100K/N102D (BMP2-KD)

BMP2-L100K/N102D und BMP6 induzierten bereits n&chinttiger Inkubation eine hdhere
p-p38-Konzentration als BMP2 Wildtyp (Abb. 6.13 AEine vergleichbare p-p38-
Konzentration wurde von BMP2-S85R/A86P erst nacimiBQOtiger Stimulation erreicht
(Abb. 6.13 C). Nach 60minutiger Stimulation wareginke Unterschiede feststellbar (Abb.
6.12 D). Nach 90 Minuten nahm die p-p38-Konzentratin den mit BMP2-S85R/A86P,
BMP2-L100K/N102D und BMP6 stimulierten Zellen im Méeich zu BMP2 Wildtyp
geringfigig zu (Abb. 6.12 E). Festzuhalten ist, sdd8MP2-S85R/A86P und BMP2-
L100K/N102D die Aktivierung von p38 MAPK Uber einéingeren Zeitraum stimulierten.
Zusatzlich konnte im Vergleich zu BMP2 Wildtyp eirfigihere p38-Aktivierung durch
BMP2-L100K/N102D beobachtet werden.
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6.2.4. BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D férdern die
osteoblastare Differenzierung der C2C12-Zellen

BMP2 induziert die Transdifferenzierung der C2CElleh zu Osteoblasten. Durch die
Stimulation mit BMP2-S85R/A86P oder BMP2-L100K/NIDZXonnte im Vergleich zum

BMP2 die BMP2-abhéngigen Signalwege Uber einendéerg Zeitraum aktiviert und eine
hohere transkriptionelle Aktivitat erzielt werdemllerdings waren die beobachteten
Unterschiede gering. Wie sich die Mutationen desPBMauf die liganden-vermittelte
Differenzierung der C2C12-Zellen zu Osteoblastesmaken, wurde durch die Expression
von verschiedenen Markergenen nach StimulationB®iP2 Wildtyp, den BMP2-Mutanten

oder BMP6 mittels gPCR untersucht (Abb. 6. 14).
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Abb. 6.14 BMP2-L100K/N102D fordert die Differenzieung der C2C12-Zellen zu Osteoblasten

A)-F) C2C12-Zellen wurden mit 1 nM BMP2 Wildtyp, BR2-S85R/A86P (BMP2-RP), BMP2-L100K/N102D
(BMP2-KD) oder BMP6 inkubiert. AnschlieRend wurdée dRNA isoliert und in cDNA transkribiert. Der
jeweilige mMRNA-Gehalt an AMyog, B) Id1, C) Runx2 D) Sp7 E) ALP und F)Ocn wurde mittels gPCR
untersucht. Die errechneten MNE-Werte (vgl.3.2v@8uyden auf A) die unstimulierten oder B)-F) die BRAP
stimulierten Zellen normiert. Die Resultate gebém Mittelwerte + Standardabweichung der Triplik&iees
von zwei vergleichbaren Versuchen wieder. (*p<0:0p<0.005; n=3)

126



Die Expression von MyogenitMyog) als Markergen fur die Myogenese war im Vergleiah
den in Serum-reduzierten Medium kultivierten C2&Elen nach Stimulation mit den
Mutanten um den Faktor 100 und im Vergleich zu 8dhP2-stimulierten Zellen um den
Faktor 2 reduziert (Abb. 6.14 A). Hiermit konforrst idie Beobachtung, dass die mRNA-
Expression voridl, einem Myogenese-Inhibitor, nach BMP2-S85R/A86m&lation um
den Faktor 1,5 und nach BMP2-L100K/N102D-Stimulation den Faktor 1,8 erhéht war
(Abb. 6.14 B).

Runx 2 sowie ALP werden in hypertrophen Chondrazyted Osteoblasten exprimiert
(223,224,232). Im Gegensatz dazu werden Ost¢Hp7) sowie Osteocalcin nur in
Osteoblasten exprimiert und gelten daher als Osbbpezifische Marker (220,253). BMP2
und BMP2-S85R/A86P induzierten eine vergleichbBrenxx2mRNA-Expression, wahrend
nach Stimulation mit BMP2-L100K/N102D eine maRigsigégerte (1,8fach)Runx2
Transkription detektiert wurde (Abb. 6.14 C). Ber &Expression voi®sterix (Sp7wurden
nach Stimulation mit BMP2 Wildtyp oder den BMP2-Moten keine Unterschiede
beobachtet (Abb. 6.14 D). BMP2-S85R/A86P, das nMiPRII starker als BMP2 Wildtyp
bindet, induzierte eine mit BMP2 vergleichbak&P- und eine geringfiigig hoher®cn-
MmRNA-Konzentration (1,6fach) als der Wildtyp (Abl&.14 E, F). In den BMP2-
L100K/N102D-behandelten Zellen war die mRNA-Konzatibnen vonALP und Ocn im
Vergleich zu BMP2 Wildtyp ebenfalls geringfugig %figch) erhéht (Abb. 6.14 E, F). Am
effektivsten trieb BMP6 die Differenzierung von CRPXZellen zu Osteoblasten voran. Im
Vergleich zu BMP2 wurden in den mit BMP6 stimulert Zellen signifikant erhdhte
Konzentrationen aRunx2; Sp7; ALP- undOcn-mRNAdetektiert (Abb. 6.14 C-F). Auch auf
Proteinebene induzierte BMP6 im Vergleich zu BMPR# den BMP2-Mutanten eine vielfach
hohere ALP-Expression, die indirekt durch Messueg ALP-Aktivitat festgestellt wurde
(Abb. 6.15 A).
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Abb. 6.15 BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D sindurch Noggin-inhibierbare Super-Agonisten

A) C2C12-Zellen wurden drei Tage mit ansteigendemzéntrationen BMP2 Wildtyp, den BMP2-Mutanten
oder BMP6 inkubiert, bevor die ALP-Aktivitat der lBn gemessen wurde. Die jeweiligen ALP-Aktivitaten
wurden auf die Aktivitat, die durch 20 nM BMP2 aeakist wurde (100%), normiert. Die hier dargestallte
Mittelwerte + Standardabweichung wurden aus Tragdkk errechnet und reprdsentieren einen von zwei
vergleichbaren Versuchen. B) C2C12-Zellen wurderi drage mit 5 nM mit BMP2 Wildtyp, BMP2-
S85R/A86P oder BMP2-L100K/N102D oder 0,5 nM BMP6duansteigenden Noggin-Konzentrationen
inkubiert. Die dargestellten Mittelwerte + Standadieichung wurden aus Triplikaten ermittelt undegpin
einen von zwei vergleichbaren Versuchen wider (*950**p<0.005; n=3).

Nach Stimulation mit 10-20 nM BMP2-S85R/A86P wae dALP-Aktivitat fast doppelt so
hoch wie die gemessene Aktivitdt der Wildtyp-stirmrkn Zellen (Abb. 6.15 A). Noch
effektiver wurde die osteoblastare Differenzierungn C2C12-Zellen durch BMP2-
L100K/N102D gefordert. Im Vergleich zu den BMP2 Wijp-behandelten Zellen war die
ALP-Aktivitat der mit 10-20 nM BMP2-L100K/N102D stulierten Zellen etwa viermal so
hoch (Abb. 6.15 A). Demzufolge fordern BMP2-S85R&&8und BMP2-L100K/N102D die
osteoblastare Differenzierung von C2C12-Zellenifiigant starker als BMP2 Wildtyp.

Unklar war, wie sich die Mutationen BMP2-S85R/A86/d BMP2-L100K/N102D auf die
Interaktion mit Noggin auswirken. Um den EinflussnNoggin auf die biologische Aktivitat
von BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D zu untelsrg wurden C2C12-Zellen
mit 5 nM BMP2 Wildtyp, BMP2-S85R/A86P oder BMP2-LOKYN102D sowie 0,5 nM
BMP6 und ansteigenden Noggin-Konzentrationen indl{Abb. 6.15 B). Dabei reduzierte
ein zweifacher molarer Uberschuss an Noggin (10 dM)von BMP2, BMP2-S85R/A86P
oder BMP2-L100K/N102D ausgelosten ALP-Aktivitatem %0 %. Die durch 0,5 nM BMP6
ausgeloste ALP-Aktivitat hingegen wurde erst in &egart von 40 nM Noggin (einem
80fachen molaren Uberschuss), um etwa 40 % inhilidgses Ergebnis bestatigte die bereits
beschriebene Noggin-Resistenz von BMP6 (238).

Insgesamt forderten BMP2-S85R/A86P und BMP2-L10ORD die osteoblastare
Differenzierung der C2C12-Zellen starker als BMP2ildéyp. Dabei war BMP2-
L100K/N102D durch die verstarkte Bindung an ActRHd ActRIIB effektiver als BMP2-

128



S85R/A86P, das BMPRII mit hoherer Affinitdt bind&ie Mutationen BMP2-S85R/A86P
und BMP2-L100K/N102D hatten keinen Einfluss auf bhiibierung durch den BMP/GDF-
Antagonisten Noggin.

6.2.5. BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D f6rdern die
Mineralisierung von MC3T3-E1-Zellen

MC3T3-E1-Zellen sind Pra-Osteoblasten aus der @alder Maus, die in Gegenwart von
50pg/ml Ascorbinsaure und 5 mBtGlycerophosphat zu Osteoblasten differenzierea. Si
erwiesen sich bei der Untersuchung des Smad- usdMen-Smad“-Signalweges als stark
BMP-responsiv, so dass bereits nach Stimulationlnmii BMP2, BMP2-S85R/A86P oder
BMP2-L100K/N102D keine Unterschiede in der Phosplenung von Smad 1/5/8 oder p38
MAPK sowie der ALP-Aktivitat festgestellt werden rkaten (Daten nicht gezeigt). Des
Weiteren wurden MC3T3-E1-Zellen mit BMP2 Wildtyp, MP2-S85R/A86P, BMP2-
L100K/N102D oder BMP6 inkubiert, um den Einflusg déutanten auf die Differenzierung
zu Osteoblasten zu untersuchen. Die ExpressionQ&troblast-spezifischen Markergenen
wurde mittels gPCR analysiert (Abb. 6.16).
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Abb. 6.16 Analyse der osteoblast-spezifischen Markgene in MC3T3-E1-Zellen

A)-F) MC3T3-El-Zellen wurden mit 1 nM BMP2, BMPBSR/A86P (BMP2-RP), BMP2-L100K/N102D
(BMP2-KD) oder BMP6 inkubiert. Die Expression vor) W1, B) Runx2 C) Sp7 D) ALP-, E) Ocn und F)
Noggin wurde mittels gPCR untersucht. Die errechneten MMé&rte (vgl.3.2.3.) wurden auf die der BMP2-
stimulierten Zellen normiert. Die Resultate gebém Mittelwerte + Standardabweichung der Triplik&iees
von zwei vergleichbaren Versuchen wieder. (*p<0:0p<0.005; n=3).

Grundsatzlich ist festzuhalten, dass nur geringtetdnhiede zwischen den BMP2-, BMP2-
S85R/A86P- oder BMP2-L100K/N102D-stimulierten Zalldetektiert wurden. MC3T3-E1-
Zellen, die mit BMP2-S85R/A86P oder BMP2-L100K/NIDD&timuliert wurden, zeigten auf
MRNA-Ebene eine mit BMP2 vergleichbare Induktionnvil (Abb. 6.16 A). Der
Transkriptionsfaktor Runx2 ist der ,Schliissel-Regoit“ der Osteogenese (254). BMP2-
S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D induzierten eine milp so hoheRunx2mRNA-
Konzentration wie BMP2 Wildtyp (Abb. 6.16 B). Diression der Osteoblast-spezifischen
Marker Sp7 und Ocn wurde durch BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D im
Vergleich zum wildtypischen BMP2 nicht beeinflugabb. 6.16 C, E). DiALP-Expression
war nach Stimulation mit BMP2-S85R/A86P und BMP20QK/N102D im Vergleich zum
Wildtyp geringfugig (1,4fach) erhoht (Abb. 6.16 Mie héchste mMRNA-Konzentration an
osteoblastaren MarkernRgnx2 Sp7 ALP und Ocn wurden durch BMP6-Stimulation
hervorgerufen (Abb. 6.16 B-E).

Auffallig war, dass die Noggin-Expression nach BMBP&SR/A86P-Stimulation um das
1,4fache und nach BMP2-L100K/N102D-Stimulation uas @,5fache geringer war als in den
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BMP2-behandelten Zellen (Abb. 6.16 F). Im Gegenslaizu wurde die Noggin-Expression
durch die Stimulation mit BMP6 um das 3,6fache btho

Um die Mineralisierung von MC3T3-E1-Zellen zu umsigchen, wurden die Zellen nach
Stimulation mit BMP2 Wildtyp, den BMP2-Mutanten od@MP6 mit Alizarin Red gefarbt
(Abb. 6.17). Durch den Farbstoff Alizarin Red ward@alcium-Ablagerungen und dadurch
indirekt die Mineralisierung der Zellen nachgewiese

wio ligand

BMP2-RP BMP2-KD
e R i

Abb. 6.17 BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D treibn die Mineralisierung von MC3T3-E1-
Zellen voran

MC3T3-E1-Zellen wurden sieben Tage mit 10 nM BMPRMP2-S85R/A86P (BMP2-RP), BMP2-
L100K/N102D (BMP2-KD) oder BMP6 stimuliert. Anscéf3lend wurde der Mineralisierungsgrad mittels
Alizarin Red-Farbung nachgewiesen. Die Bilder repriieren ein Ergebnis von zwei vergleichbaren
Versuchen. Die Referenzmarkierung entspricht et 8m.

Die Alizarin Red-Farbung zeigte, dass die Mineratisng von MC3T3-E1-Zellen von BMP2
Uber BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D zu BMPénaium (Abb. 6.17). Ein
vergleichbares Ergebnis wurde auch fur C2C12-Zedigmalten (Daten nicht gezeigt), die
jedoch als Pra-Myoblasten weniger gut mineralisiert Demzufolge forderten BMP2-
S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D nicht nur die Di#erierung zu Osteoblasten,
sondern beschleunigten auch ihr Mineralisierungsu@l. Dabei waren BMP2-
L100K/N102D und BMP6 mit hoherer Affinitat zu ActRInd ActRIIB am effektivsten.
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7. Diskussion: Mutationen de8MP2

.Bone morphogenetic proteins® (BMPs) gehoren zurFB&Guperfamilie. Sie sind an
zahlreichen Prozessen wahrend der Embryogeneseaable postnatal an der Entwicklung
und dem Erhalt von Geweben und Organen beteiligh,§8 Namensgebend war die
Entdeckung von Marshall Urist, dass BMPs die elgdpe Knochenbildung induzieren (1).
Daraufhin wurde die Bedeutung einzelner BMPs in @eondrogenese und Osteogenese
untersucht. BMP2 und BMP6 werden in mesenchymatam@zellen und in hypertrophen
Chondrozyten exprimiert, wo sie die Differenzierurg Osteoblasten fordern (150).
Trotzdem verursacht der ,knock out* va8MP6 sowie der konditionelle ,knock out* von
BMP2 BMP4 oder BMP7 in den Extremitatenknospen nur geringe Verzogeganigei der
Ossifikation und hatte keine dauerhaften FolgendiérSkelettogenese (250,255). Erst durch
den konditionellen ,knock out* mehrerer BMPs wieBz.BMP2'/BMP7" wurde eine
Reduktion der Osteoblastogenese erreicht, wahrendsteoklastogenese unverandert war
(255). Demnach kann das Fehlen von BMP2, BMP4 &MP7 durch die anderen BMPs
kompensiert werden. Starker noch als die BMP-Homedé fordern die Heterodimere
BMP2/BMP6 oder BMP2/BMP7 die Differenzierung zu €mtlasten und somit die
Skelettbildung (11-14).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene BMP2akten charakterisiert. Sie binden
entweder nicht mehr an BMPRI oder wie BMP6 die TiyRezeptoren mit hoherer Affinitat.
Wie die veranderten Bindungsaffinitaten zwischenfavMutanten und BMP-Rezeptoren die
Aktivierung der BMP-vermittelten Signalwege und dasteogene Potential der BMP2-
Mutanten beeinflussen, wurde hier im Vergleich zudwypischem BMP2 und BMP6
untersucht. Das langfristige Ziel dieser Untersmgan ist die Herstellung von
Wachstumsfaktoren, die z.B. auf inerte Oberflachefgebracht und gezielt zur Behandlung

komplizierter Briiche oder anderer regenerativerdgien eingesetzt werden kénnen.
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7.1. Einfluss der Rezeptor-Bindungsaffinitaten aufdie BMP2-

abhangige Signaltransduktion

7.1.1. Der Bindungsverlust zu BMPRI durch die Mutaion BMP2-L51P
verhindert die Aktivierung der BMP2-abhangigen Sigralwege

BMP2 kann entweder an den aus BMPRIA/B und BMP-TyiRezeptoren bestehenden
praformierten Komplex (PFC) binden und den Smadiaglyen Signalweg aktivieren. Oder
es bindet mit hoher Affinitdt an BMPRI und rekrutidann die Typ-llI-Rezeptoren BMPRII,
ActRII oder ActRIIB in den BMP-induzierten Signalkplex (BISC), um die ,Non-Smad*-
Signalwege zu stimulieren (46).

Im Vergleich zum BMP2 bindet BMP2-L51P BMPRI nialmiehr, wahrend die Affinitat zu
den Typ II-Rezeptoren durch die Mutation nicht b#asst wurde (Tab. 6.1). Die
Behandlung von C2C12-Zellen mit BMP2-L51P zeigtassiohne die Bindung an BMPRI
weder die Smad- noch ,Non-Smad“-Signalwege aktiviarden konnen (Abb 6.3, 6.5). Die
unveranderte Affinitdt des BMP2-L51P zu den TygRHzeptoren allein reicht nicht aus, um
die Typ-lI-Rezeptoren im PFC zu binden und die hosylierung von BMPRI und von
Smad 1/5/8 zu induzieren (Abb. 6.3). Im Gegensatz GDF5-Mutante GDF5-L60P (vgl.
Kapitel 4) konnte der Bindungsverlust von BMP2-L5Xa BMPRI nicht durch die
Uberexpression des BMPRIB kompensiert werden. ViteDissoziationskonstanten zeigen,
ist die Bindung von GDF5-L60P an BMPRIB {k 42,3 nM) schwach, aber vorhanden. Die
Bindung von BMP2-L51P an den BMPRIB kK 4000 nM) konnte kaum detektiert werden.
Infolgedessen konnte der Bindungsverlust des GD&@L.zu BMPRIB durch die BMPRIB-
Uberexpression kompensiert werden, wahrend nach FBBHIberexpression und BMP2-
L51P-Stimulation keine Induktion des Smad-abhangMgeges nachgewiesen werden konnte
(Abb. 6.4).

Durch zusatzliche Mutationen im ,knuckle“-Epitop mle die Affinitdt der BMP2-
L51P/S85R/A86P-Mutante zu BMPRII um das Funffachbokt. Dadurch wurde eine
geringe Induktion des Smad-abhéangigen Weges tetilefidem Kontakt zu BMPRI méglich:
Im Reportergen-Versuch erzielte die Inkubation mBMP2-L51P/S85R/A86P in
Abhangigkeit von der Ligandenkonzentration 10-2086 Reportergen-Aktivitat, die durch
die gleiche BMP2-Konzentration ausgelost wurde (Abk3). Diese Beobachtung
verdeutlicht, dass nicht nur BMPRI (43), sonderndyathter Typ lI-Rezeptor-Affinitat des
Liganden auch die Typ lI-Rezeptoren als membradggénAnker fir die Bindung des

Liganden an den BMP-Rezeptor-Komplex dienen koniieotzdem wurde weder durch die
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Uberexpression des BMPRIB noch durch die starkémdubhg der BMP2-L51P/S85R/A86P-
Mutante an BMPRII eine mit dem BMP2 Wildtyp verglaibare transkriptionelle Aktivitat

induziert. Fur eine effektive Aktivierung der Smabkh&ngigen Transkription ist daher die
Bindung des BMP2 an BMPRI nach wie vor unbedindigno

Im Gegensatz zur Smad-abhangigen Signaltransdulkitomte weder BMP2-L51P noch

BMP2-L51P/S85R/A86P die p38 MAPK-Signalkaskadea&ten (Abb. 6.5). Dies bestatigt,

dass ohne die Bindung des Liganden an BMPRI diguRiekung der Typ IlI-Rezeptoren in

den BISC nicht mdglich ist. Folglich bleibt die vdblohe et al. beschriebene Aktivierung von
p38 MAPK als Teil des ,Non-Smad*“-Signalweges al&).(4

7.1.2. Die verstarkte Interaktion von BMP2-S85R/A88 und BMP2-
L100K/N102D mit den Typ llI-Rezeptoren fordert die BVIP2-abhangige
Signaltransduktion

BMP2 und BMP6 gehdren zu unterschiedlichen Subgmpger BMP-Familie. BMP2 und
BMP4 binden die Typ I-Rezeptoren BMPRIA/B hochaffund die Typ IlI-Rezeptoren
(ActRIl, ActRIIB und BMPRII) mit geringerer Affinét. Im Gegensatz dazu binden BMP6
und BMP7 die Typ II-Rezeptoren mit héherer AffinitAulierdem kénnen BMP6 und BMP7
mit geringer Affinitat auch ActRI binden (41,43).

Die Bindungsaffinitaten werden aus dem Assoziationsd Dissoziationsverhalten von
Ligand und Rezeptor errechnet. BMP2 bindet hochath BMPRI, indem BMPRI langsam
mit BMP2 assoziiert und auch langsam davon disasxdzZ#3). Im Gegensatz dazu assoziieren
die Typ Il-Rezeptoren schnell mit dem Liganden, ralfssoziieren ebenso schnell.
Demzufolge ist die Interaktion zwischen BMP2 undnddyp I|lI-Rezeptoren der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Bilddeg Ligand-Rezeptor-Komplexes und
der BMP2-abhéngigen Signaltransduktion (43).

Durch die Mutationen BMP2-S85R/A86P und BMP2-L108K02D im ,knuckle“-Epitop
des BMP2 wird die Ligand-Rezeptor-Interaktion durzhsatzliche Wasserstoffbriicken-
Bindungen stabilisiert (42). Dadurch erhdhen siod Bindungsffinitdten zu den Typ II-
Rezeptoren und néhern sich denen von BMP6 an (B&). BMP2-S85R/A86P bindet
BMPRII mit 6fach hoherer Affinitat als BMP2 Wildtypwéhrend BMP2-L100K/N102D
ActRIl mit 5fach und ActRIIB mit 2,3fach hoherer fifitat als BMP2 bindet (Tab. 6.2).
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Durch die Stimulation von Zellen mit BMP2-L51P/S8BR6P konnte bereits gezeigt werden
(vgl. Abschnitte 6.1, 7.1.1), dass die erhohte iféit zu den Typ lI-Rezeptoren die Bindung
an die praformierten Rezeptor-Komplexe (PFCs) d@rntert. Im Gegensatz zu BMP2-
L51P/S85R/A86P binden BMP2-S85R/A86P und BMP2-L1002D unverdndert an
BMPRI und an die Typ lI-Rezeptoren mit hoherer At als BMP2. Dadurch kénnen
BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D wahrscheinlighger als BMP2 mit den PFCs
in Kontakt bleiben. Sie kénnen deshalb die Phosgpieoung von Smad 1/5/8 Uber einen
langeren Zeitraum (Abb. 6.9) sowie eine hohere Saiddingige Reportergen-Aktivitat
(Abb. 6.11) als nach BMP2-Stimulation induzierem fergleichbares Verhalten konnte bei
BMP6-Stimulation beobachtet werden.

Entsprechend dem publizierten Modell der BMP2-ineien Signalkomplexbildung sollte
die erhohte Typ Il Rezeptor-Affinitat von BMP2-S8386P und BMP2-L100K/N102D eine
groRere Bedeutung fur die Rekrutierung der Typ dk&ptoren in den BISC und die
Aktivierung der ,Non-Smad“-Signalwege haben (46).2C12-Zellen I6sten die Mutanten
BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D ebenso wie BM#& Phosphorylierung von
p38 MAPK Uber einen langeren Zeitraum als BMP2 @ish. 6.13). Daher wird vermutet,
dass durch die hohere Affinitat von BMP2-S85R/A86RI BMP2-L100K/N102D zu den
Typ lI-Rezeptoren die Rekrutierung der Typ II-Remeen in den BISC erleichtert wird und
der BISC Uber einen langeren Zeitraum stabilisigtden kann. Das konnte die Aktivierung
der Rezeptor-assoziierten Proteine wie den XIAP/MAEK1-Komplex erleichtern. Der
XIAP/TAB/TAK1-Komplex bindet nach BMP2-Stimulatioran die BMP-Rezeptoren.
Daraufhin kann TAK1 die ,Non-Smad“-Signalwege aldren oder wie BMPRI die Smad-
Proteine am C-Terminus phosphorylieren und so lglells zu Erhéhung der p-Smad-Levels
(104) beitragen. Inwieweit TAK1 nach StimulationtnBMP2-S85R/A86P oder BMP2-
L100K/N102D zur Phosphorylierung von Smad 1/5/8ridie@en langeren Zeitraum (Abb.
6.9) beitragt, kdnnte durch den ,knock down* derKllAanalysiert werden.

7.2. Die verstarkte Interaktion der BMP2-Mutanten mit den Typ
lI-Rezeptoren fordert die Differenzierung

Als Folge der BMP2-Rezeptor-Interaktion werden @enad- sowie die ,Non-Smad*-
Signalwege aktiviert. Obwohl die Aktivierung dies8ignalwege durch unterschiedliche

Rezeptorkomplexe erfolgt, kdnnen sich die Signd&eden, wie die Aktivierung des
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XIAP/TAB/TAK1-Komplexes und die Smad-Linker-Phospileerung zeigen, gegenseitig
beeinflussen. Nach Bindung des BMP2 an die PFCd wiimerseits Smad 1/5/8 durch den
BMPRI am C-Terminus im ,SSXS“-Motiv phosphorylietind der Smad-abhangige
Signalweg induziert (80). Andererseits wird nachd@ng des BISC TAK1 im Rezeptor-
assoziierten XIAP/TAB/TAK1-Komplex aktiviert (73)TAK1 kann daraufhin wie der
BMPRI Smad 1/5/8 am C-Terminus im ,SSXS"-Motiv ppbsrylieren und somit den Smad-
abhangigen Weg aktivieren. AuRerdem induziert TA¥h MKK4-JNK- und den MKK3/6-
p38-Signalweg, die zu den ,Non-Smad“-Signalwegemrdbt# werden. Die MAP-Kinasen
ERK, p38 und JNK konnen die aktivierten Smads 1/BI8der Smad-Linker-Region
phosphorylieren und so die Smad-Translokation im Nekleus inhibieren (106). p38 kann
aul3erdem Transkriptionsfaktoren wie Runx2 phosplesen und so deren Aktivitat erhbhen
(102,112). Eine Erh6hung der transkriptionelleniikit wurde auch festgestellt, wenn Smad
1/5/8 und Runx2 gemeinsam, in einem Transkriptiongiex die Transkription der Zielgene
induzierten (256). Diese Beispiele zeigen, dass dsambhéngige und ,Non-Smad®-
Signalwege einander und auch die TranskriptionZikdgene beeinflussen. Demzufolge wird
auch die Differenzierung von Zellen durch Smad-algige und ,Non-Smad“-Wege
reguliert.

Die Mutanten BMP2-L51P und BMP2-L51P/S85R/A86P kimdnicht an BMPRI und
konnten deshalb nicht den p38 MAPK-Signalweg indten (Abb. 6.5). Durch die starkere
Bindung an BMPRII konnte BMP2-L51P/S85R/A86P in Ahbgigkeit von der Liganden-
Konzentration eine im Vergleich zum Wildtyp geringbis zu 20%) Smad-abhéngige
Transkription auslésen (Abb. 6.3). Das reichte gdnicht aus, um die Differenzierung der
C2C12-Zellen zu Myotuben zu inhibieren (Abb. 6.6)@&der, wie die fehlende Induktion der
ALP-Aktivitat zeigt, eine Konversion zu Osteoblastau induzieren (Abb. 6.6, 6.7). Folglich
ist die unveranderte Bindung an BMPRI und die TigRdzeptoren erforderlich, um eine
BMP2-abhangige Differenzierung von C2C12-ZellerOgteoblasten auszuldsen.

Im Vergleich zum Serum-reduziertem Medium steigedie BMP2-L51P-Mutante die
Myogenese von C2C12-Zellen (Abb. 6.6 und 6.7). BMP2-L51P-Mutante bindet dabei
vermutlich an die BMP Typ IlI-Rezeptoren, ohne di@MBabhangigen Signalwege zu
induzieren. Dadurch verhindert BMP2-L51P wahrscliehin dass sekretierte BMPs oder
BMPs aus dem Serum-reduziertem Medium (mit 0,5% )F®Sdie BMP-Rezeptoren binden
und so die myogene Differenzierung von C2C12-Zellgmbieren kdnnen. Des Weiteren
konnte von Keller et al. gezeigt werden, dass diebierung von BMP2 durch Noggin nach

Zugabe von BMP2-L51P konzentrationsabhangig nesigai werden konnte (44).
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Demzufolge ist die BMP2-L51P-Mutante nicht nur gifoggin-Blocker” (44), sondern ein
,Pseudo-BMP2“.

Die Mutanten BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/N102Mdden unverandert an BMPRI
und mit erhohter Affinitdt an die Typ lI-RezeptoréBeide Mutanten aktivierten die Smad-
Kaskade (Abb. 6.9) und p38-MAPK (Abb. 6.13) Ubanesi langeren Zeitraum hinweg als
BMP2 Wildtyp und induzieren in niedrigen Konzeniwaen (bis 5 nM) eine gesteigerte
transkriptionelle Aktivitat (Abb. 6.11). Dadurch vde im Vergleich zu BMP2 eine hdhere
Expression des BMP2-Zielgehdl induziert (Abb. 6.14 B). Durch die Interaktion vdshl
mit dem bHLH Transkriptiponsfaktor MyoD wird die MP-DNA-Interaktion und damit die
Myogenese inhibiert (222,239). Wahrend der Differerung von Myoblasten zu
Muskelfasern wird Myogenin exprimiert, das fur @dédung von multinukledren Myotuben
und Muskelfasern notig ist (257). Da die Stimulatimit BMP2-S85R/A86P oder BMP2-
L100K/N102D die Expression voidl erhoht und so die Myogenese inhibiert, war die
Expression vorMyog nach Inkubation mit BMP2-S85R/A86P und BMP2-L10GK02D
geringer als in den BMP2-stimulierten Zellen. BM825R/A86P und BMP2-L100K/N102D
inhibieren demnach die Myogenese noch starker afsWildtyp und férdern, wie die
Expressionsanalyse vonALP- und Ocn-mRNA zeigte (Abb. 6.14 E, F), die
Transdifferenzierung von C2C12-Zellen zu Osteoblast

Eine hohere Expression der osteogenen MamRenx?2 Sp7 ALP und Ocn war nach
Stimulation der C2C12-Zellen mit BMP2-S85R/A86P uBMIP2-L100K/N102D aufgrund
der langeren Aktivierung der R-Smads 1/5/8 undp88 MAPK auch erwartet worden. Die
Unterschiede auf mRNA-Ebene waren jedoch gering.PBNS85R/A86P induzierte in
C2C12-Zellen eine mit den BMP2-stimulierten Zelkegrgleichbare mRNA-Konzentration
von Runx2 Sp7undALP, aber eine geringflgig héhere (1,6faflgnmRNA-Konzentration.
BMP2-L100K/N102D loste ebenfalls nur eine leichhaie mMRNA-Konzentration voRunx2
(1,8fach),ALP (1,5fach) undOcn (1,5fach) aus. Hohere Expressionslevel wurdendauch
Stimulation mit BMP6 erzieltRunx2(3,8fach),Sp7(6,5fach),ALP (2fach) undOcn (2fach)
(Abb. 6.14). Deutlicher waren die Unterschiede Rudteinebene, bei der Messung der ALP-
Aktivitat als indirekter Nachweis fur die ALP-Exms®on und der osteoblastaren
Differenzierung. In Abhangigkeit von der Konzeniwat induzierte BMP2-S85R/A86P eine
doppelt so hohe und BMP2-L100K/N102D eine viernmalh®he ALP-Aktivitat als BMP2
Wildtyp (Abb. 6.15). Eine bis zu achtmal hohere AARtvitat wurde nach BMPG6-
Stimulation im Vergleich zum BMP2 detektiert. Derfdge nimmt die Fahigkeit, die
Differenzierung der C2C12-Zellen zu Osteoblastenfdmdern, in Abhangigkeit von der
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Ligandenkonzentration von BMP2 Uber BMP2-S85R/A86RI BMP2-L100K/N102D zu
BMP6 zu. Diese konzentrationsabhangigen Untersehlazhnten auf mRNA-Ebene nach
Stimulation mit mehr als 1 nM Ligand nicht detektiaverden. Auch in den MC3T3-E1-
Zellen konnte im Vergleich zu BMP2 nach Stimulatimit BMP2-S85R/A86P und BMP2-
L100K/N102D eine doppelt so holRunx2mRNA-Konzentration detektiert werden (Abb.
6.16). Die Mineralisierung der MC3T3-E1-Zellen nadorch die Inkubation mit den BMP2-
Mutanten BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D im §leich zum BMP2 ebenfalls
zu (Abb. 6.17). Demzufolge fordern die BMP2-Mutaneufgrund der hoheren Affinitat zu
den Typ II-Rezeptoren und der daraus resultiereh@iegeren Aktivierung der Smads sowie
von p38 MAPK die Differenzierung zu Osteoblastewisoderen Mineralisierung. Die ALP-
Aktivitat der mit BMP2 oder den BMP2-Mutanten inketten C2C12-Zellen sowie die
Mineralisierung der stimulierten MC3T3-E1-Zellen isen darauf hin, dass BMP2-
L100K/N102D im Vergleich zu BMP2 und BMP2-S85R/A8&fn hoheres osteogenes
Potential hat. Die Ergebnisse der mit BMP2-L100KBRID oder BMP6 stimulierten Zellen
lassen aulRerdem vermuten, dass fur die Differamzgerzu Osteoblasten die Bindung der
BMPs an den ActRII/ActRIIB von grof3erer Bedeututgyan den BMPRII ist. Konditionelle
.knock outs* von BMPRII, ActRIl oder ActRIIB in deixtremitatenknospen hatten jedoch
keinen Einfluss auf deren Entwicklung, so dassB#deutung eines Typ lI-Rezeptors flr die
Extremitatenentwicklung nicht eindeutig nachgewnesgrden konnte (31,258) . Das Fehlen
eines Typ lI-Rezeptors kann wahrscheinlich analagden Liganden BMP2, BMP4 und
BMP7 durch die anderen BMP Typ II-Rezeptoren kornsph werden (255). Die
konditionelle ,knock out“-Maus von ActRIIB zeigtedoch eine beeintrachtigte Reifung der
Chondrozyten (31). Fraglich ist, ob die erhohteiifdit des BMP2-L100K/N102D zu
ActRIl/B oder des BMP2-S85R/A86P zu BMPRIh vivo die Chondrogenese und
Osteogenese starker fordern als BMP2. Eine abfarde Aussage Uber das osteogene
Potential der BMP2-Mutanten im Vergleich zu BMP2ZWBMP6 ist daher erst nach weiteren
Expressionsanalysen auf Proteinebene sowie dem dBesMutanten inin vivo-Systemen
maoglich.

Ein erhbhtes osteogenes Potential der BMP2-MutaBfiP2-L100K/N102D und BMP2-
S85R/A86P im Vergleich zu BMP6 — ahnlich den publien Daten zu den BMP2/BMP6-
und BMP2/BMP7-Heterodimeren (11-13,259) - konnte Rahmen dieser Arbeit nicht
nachgewiesen werden. Der Vergleich der biologiscAktivitaten von BMP2-S85R/A86P
und BMP2-L100K/N102D mit den BMP-Heterodimeren BMBP6 und BMP2/BMP7

steht noch aus. Einige Heterodimere wie BMP2/7 karsuch mit ActRI interagieren (12), so

138



dass die Signaltransduktion sowohl Uber BMPRI alshaActRI mdglich ist und somit
weitere Signalwege aktiviert werden konnen. Furhder untersuchten BMP2-Mutanten sind
keine veranderten Bindungsaffinitaten zu ActRI bwka AuRerdem wurden im Rahmen
dieser Arbeit C2C12- und MC3T3-E1-Zellen mit rekanamten Proteinen behandelt und
keine mesenchymalen Stammzellen untersucht, diemtigprechenden BMP-Heterodimere
stabil exprimieren. Durch die stabile Uberexprassion BMP-Liganden konnte sich auch die
Expression von BMP-Rezeptoren, Co-Faktoren oderadontisten veréndern, die dann
gleichfalls die BMP-Signaltransduktion beeinflussen

Die zelltypspezifische Expression der an den BMgh&8iwegen beteiligten Komponenten
wurde in myoblastaren C2C12- und den pra-osteGblastMC3T3-E1-Zellen untersucht.
Dabei konnte die Expression von Noggin in BMP2-stierten MC3T3-E1-Zellen (Abb.
6.16 F), nicht jedoch in BMP2-stimulierten C2C12i&e nachgewiesen werden. Anhand von
Stimulationsversuchen in MC3T3-E1-Zellen konnteeigizwerden, dass BMP2-S85R/A86P
eine 1,4fach und BMP2-L100K/N102D eine 2,5fach melte Noggin-Expression im
Vergleich zum BMP2 ausloste. Beide BMP2-Mutanten FBVS85R/A86P und BMP2-
L100K/N102D sind durch Noggin inhibierbar (Abb. 5.1B). Durch die reduzierte
ligandenvermittelte Noggin-Expression ist es mdyglidass BMP2-S85R/A86P und BMP2-
L100K/N102D im Vergleich zu BMP2 Wildtyp wenigerask inhibiert werden und dadurch
eine hohere biologische Aktivitdt als BMP2 Wildtyeigen. Um diese Vermutung zu
untersuchen, missten BMP2-S85R/A86P und BMP2-L1NQB2D auf Micromass-Kulturen
oder in einemn vivo-System getestet werden. BMPG6 rief im VergleictBMIP2 eine 3,6fach
hohere Noggin-Expression hervor. Dadurch entstehEthdruck, dass die MC3T3-E1-Zellen
versuchen, die fehlende Inhibierung des BMP6 diNobgin durch eine verstarkte Noggin-
Expression zu kompensieren. BMP6 ist jedoch nurGegenwart sehr hoher Noggin-
Konzentrationen inhibierbar (Abb. 6.15 B). Ob diekech die endogene Expression von
Noggin erreicht werden, ist fraglich. Stattdessamrk das sekretierte Noggin mit anderen
BMPs extrazellular interagieren und diese inhilmerés wurde auch publiziert, dass wenn
Noggin BMP2 und BMP4 inhibiert, die Expression vBMP6 erhdht wird (260)In vivo
wirde somit die Konzentration des Noggin-resistenBMP6 zuséatzlich erhdoht werden.
Somit ist denkbar, dass analog zur GDF5-Mutante &B84N (vgl. Kapitel 4 und 5) auch
hier eine negative ,feedback“-Hemmung in eine ,feedard“-Situation umgewandelt wird.
Fur die initialen Schritte der Frakturheilung ig¥IB2 unbedingt erforderlich und kann nicht
durch andere BMPs ersetzt werden (156). Es wireitseeinen Tag nach der Fraktur in

erhohtem MalRe exprimiert (157). Nach drei weitéragen steigt auch die BMP6-Expression
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(157). Die BMP2-Mutanten BMP2-S85R/A86P und BMPZ20QK/N102D binden
unverandert die Typ I-Rezeptoren und treiben dutiehverstarkte Bindung an die Typ II-
Rezeptoren die osteoblastare Differenzierung undehdilisierung besser als BMP2 voran.
Die Mutanten scheinen daher optimale Wirkstoffedi@ Frakturheilung zu sein. Da BMP2-
S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D durch Noggin inhib&e Superagonisten sind,
sollten siein vivo die Expression von Noggin und somit die negatifezgback“-Hemmung
induzieren. Eine UbermaRige Verkndcherung wie leeiNbggin-resistenten GDF5-Mutante
GDF5-S94N konnte so verhindert werden. Eine zukéffe Inhibierung durch endogenes
Noggin konnte durch Applikation von BMP2-S85R/A8@er BMP2-L100K/N102D in
Kombination mit dem ,Pseudo-BMP2" und ,Noggin-Bl@k BMP2-L51P (44) vermieden
werden. BMP2-L51P kann aufgrund des Bindungsvestustum BMPRI keine BMP2-
abhangige Signaltransduktion induzieren (Kapitdl).6Es interagiert aber mit Noggin und
kann dadurch die extrazellulare Noggin-Konzentratieduzieren (44). Auf diese Weise ware
der Schutz vor einer tberméaRigen Verkndcherungeimel geringen Wirksamkeit durch eine
zu schnelle Inhibierung durch Noggin gegeben. Jedowlgultig geklart werden kann die
Wirksamkeit der BMP2-Mutanten, auch in Kombinatrmait BMP2-L51P, nur im Tiermodell.

7.3 Schlussfolgerungen

Die Mutation BMP2-L51P verhindert durch den Bindswerlust zu BMPRI die Aktivierung

der Smad- und ,Non-Smad“-Signalwege, die fur dianBdifferenzierung von C2C12-Zellen
zu Osteoblasten erforderlich sind. Stattdessen evirdsegenwart der BMP2-L51P-Mutante
die Differenzierung von C2C12-Zellen zu Myotuberiogeert. Durch die verstarkte Bindung
zu BMPRII konnte BMP2-L51P/S85R/A86P an die PFCsdbn, den Smad-abhéngigen
Signalweg und eine detektierbare, jedoch geringeskriptionelle Aktivitat induzieren. Fur

die Bildung des BISC und die Aktivierung des p38 R&Weges reicht die verstéarkte
BMPRII-Bindung nicht aus. Deshalb wurde in Gegernnwan BMP2-L51P/S85R/A86P die

Myogenese der C2C12-Zellen zwar nicht geférderer atie Differenzierung der C2C12-
Zellen zu Osteoblasten wie nach BMP2-Stimulation aeech nicht méglich.

Die Mutanten BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/N102Ddden unverandert an BMPRI
und verlangerten aufgrund ihrer héheren Affinitdtden Typ llI-Rezeptoren die Aktivierung
des Smad-abhangigen und des p38 MAPK-Weges. Dadidrciern sie in geringeren

Konzentrationen als BMP2 Wildtyp die Differenziegurzu Osteoblasten und deren

140



Mineralisierung. Die osteoblastare Differenzierumgd Mineralisierung wurde durch die
hohere Affinitdt des BMP2-L100K/N102D zu ActRIl/Basker induziert als durch die héhere
Affinitat des BMP2-S85R/A86P zu BMPRII. Im Gegerrsat BMP6, das resistent gegen die
Inhibierung durch Noggin ist, sind BMP2-S85R/A86RduBMP2-L100K/N102D durch
Noggin inhibierbare Superagonisten. Eine ubermaligeochenbildung sollte somit
verhindert werden. Da BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K02D auf der Struktur des fur
die Frakturheilung nétigen BMP2 basieren, sollten gut als Wirkstoffe flr regenerative

Therapien geeignet sein.
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8. Summary-Zusammenfassung

8.1. Summary

Bone morphogenetic proteins (BMPs) and the Growtl differentiation factors (GDFs) form a
subfamily within the TGE superfamily. BMPs and GDFs regulate a plethoraliierent cellular
processes such as proliferation, differentiatiod emgration of several cell types during embryonic
development and in the adult organism. This reguiree-tuning of the expression of the ligands, the
BMP receptors, the co-receptors and the antagonfdterrant BMP signalling results in the
development of vascular disorders, cancer or maktion of bone and cartilage. The latter was
observed in patients with the mutation GDF5-S94khutant characterised in the presented work.
Both BMP2 and GDFS5 interact either with the prefechtomplex (PFC) of BMP receptors type | and
Il or bind first to their high affinity receptor BRRI and then recruit the low affinity receptor tylbe
into the BMP-induced signalling complex (BISC) whicauses activation of receptor-associated
proteins such as the XIAP/TAB/TAK1l-complex inducitite Smad-independent pathway (e.g. p38
MAPK pathway).
This thesis describes the molecular mechanisms BDF5=S94N mutant causing the Multiple
Synostoses Syndrome (SYNS). Patients suffer frompsalangism, carpal/tarsal fusions, deafness
and mild facial dysmorphism. GDF5-S94 is locatethini the BMPRII interaction site, the so-called
knuckle epitope. S94 is identified as an amino adiith is crucial for the interaction with the BMP
receptor type Il and the BMP antagonist noggin.réfege, GDF5-S94N exhibits impaired binding to
the type Il receptors causing alleviated Smad- ama-Smad signalling and reduced chondrogenic
differentiation of ATDCS5 cells. Furthermore, the taion GDF5-S94N results in a reduced affinity of
the ligand to the BMP/GDF antagonist noggin and tbesequential lack of noggin inhibition.
Analysing chondrogenesis of mouse micromass cudtuesealed that despite reduced signalling
capacity GDF5-S94N is still able to induce chonérggis and the expression of noggin. In contrast
to GDF5 wildtype, GDF5-S94N is not inhibited by i@asing concentrations of endogenous noggin in
a negative feedback inhibition. It exceeds the GfiBtype action and signals over prolonged time
which results in enhanced endochondral ossificagod the phenotypic outcome of SYNS. In
addition, it was shown that reduced chondrogenifferdintiation in patients suffering from
brachydactyly A2 due to mutation GDF5-L60P is caulg lack of Smad signalling and p38 MAPK
activation.
Furthermore, in this thesis BMP2 mutants were usednalyse the impact of modified receptor
binding affinities on BMP signalling and osteogedifferentiation. As it is shown by incubation with
BMP2-L51P, failed interaction with BMPRI preventstigation of Smad-dependent and Non-Smad
signalling. Stimulation with BMP2-L51P/S85R/A86P,hieh additionally exhibits an enhanced
affinity to BMPRII, phosphorylates Smad 1/5/8 thgbuPFCs and induces a markedly reduced, but
detectable transcriptional activity. However, p38RK is not activated. Therefore, the residual
Smad-dependent target gene transcription is ndicuft to induce transdifferentiation of C2C12
cells to osteoblasts. BMP2-S85R/A86P und BMP2-L10OK2D mutants bind BMPRI with the
same affinity, but the type Il receptors with acreased affinity compared to BMP2. The mutants
improve the activation of Smad-dependent and Smadegiendent signalling and enhance osteogenic
differentiation and mineralisation. In contrastBbIP6, signalling induced by BMP2-S85R/A86P and
BMP2-L100K/N102D muteins is inhibited by noggin.n& BMP?2 is indispensable for fracture
healing and the superagonists BMP2-S85R/A86P an®BMLOOK/N102D have a similar structure
to BMP2, they are attractive candidates for thewtipeapplications in the field of regenerative
medicine. Malformations caused by enhanced ostemjershould be prevented by interaction of
BMP2-S85R/A86P and BMP2-L100K/N102D with noggin.

142



8.2. Zusammenfassung

Die Bone morphogenetic proteins (BMPs) und Growtl differentiation factors (GDFs), die eine
funktionelle Gruppe innerhalb der T@Superfamilie bilden, regulieren wéhrend der Emgermese
und im adulten Organismus die Proliferation, Diiezierung und Migration verschiedener Zelltypen.
Die Vielfalt der Prozesse, an denen BMPs/GDFs ligttedind, kann nur durch eine sehr genaue
Regulation der Expression der Liganden, der Rereptaler Co-Rezeptoren sowie der Antagonisten
bewaltigt werden. Bereits geringe Abweichungen éidhzu Stérungen des vaskularen Systems, rufen
Krebs hervor oder haben, wie der Phanotyp deresati Arbeit untersuchten Mutation GDF5-S94N
zeigt, Fehlbildungen des Skeletts zur Folge.

BMP2 und GDF5 binden entweder einen aus Typ | uy [FRezeptoren bestehenden praformierten
Komplex (PFC) und aktivieren den Smad-abhangiggméiveg, oder induzieren die Bildung des
BISC, durch den Rezeptor-assoziierte Proteine wiB.zder XIAP/TAB/TAK1-Komplex und die
.,Non-Smad“Signalwege (z. B. der p38 MAPK-Weg) aktiviert wande

Die Mutation GDF5-S94N wurde in Patienten mit denulfiplen Synostoses Syndrom (SYNS)
identifiziert. Die Betroffenen leiden unter Sympdnadismus, karpale/tarsale Fusionen, Gehdrlosigkeit
und Fehlbildungen des Gesichts. Im Rahmen der egefiden Arbeit wurden die molekularen
Mechanismen dieser Erkrankung aufgeklart und GD®%-8ls essentielle Aminosaure fir die
Interaktion mit den BMP Typ lI-Rezeptoren und Nogglentifiziert. Die Mutation GDF5-S94N liegt
in der Typ lI-Bindungsstelle des GDF5 und verringdie Affinitat zu den BMP Typ |I-Rezeptoren.
Dies fuhrt zu einer geringeren Aktivierung des Srabbangigen und des p38-MAPK Signalweges
und beeintrachtigt die Chondrogenese der ATDCb5efellusétzlich schwéacht die Mutation GDF5-
S94N auch die Bindung zum BMP/GDF-Antagonisten NiogGDF5-S94N kann nicht optimal von
Noggin gebunden werden und ist somit gegen diebieahing durch Noggin resistent. Die Inkubation
von murinen Micromass-Kulturen mit GDF5-S94N zejgiass die geringe biologische Aktivitdt des
GDF5-S94N trotzdem ausreicht, um die ChondrogenrdeExpression von Noggin zu induzieren. In
Gegenwart von Noggin hingegen wird die durch GDB8¥sinduzierte Chondrogenese nicht wie im
Fall des GDF5 durch eine negative ,feedback“-Hemgnimhibiert, sondern kann ungehindert voran-
schreiten. Der tUbermafRigen Chondrogenese folgemo@mshese und Mineralisierung, die sich in der
Verkndcherung knorpeliger Elemente und der Gelealksp und somit im Phénotyp SYNS aul3ert.
Des Weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit ggaserden, dass die stark reduzierte chondrogene
Differenzierung, die durch die BDA2-auslésende MteaGDF5-L60P induziert wird, durch fehlende
Aktivierung des Smad-abhéngigen und des p38 MARK&weges verursacht wird.

Mit Hilfe von BMP2-Mutanten wurden aul3erdem diefitigse der Ligand-Rezeptor-Affinitat auf die
Signaltransduktion und das osteogene Potential Bi@if*2 untersucht. Die Mutation BMP2-L51P
zeigt, dass ohne die Bindung an BMPRI die Aktivieyder Smads sowie die Bildung des BISC und
die Aktivierung der ,Non-Smad“-Signalwege nicht niég sind. Die verstarkte Bindung der BMP2-
L51P/S85R/A86P-Mutante an BMPRII erméglicht die @ing an den PFC und induziert eine stark
reduzierte, aber detektierbare transkriptionelleivii@t. Die verringerte Transkription reichte jedto
fur die Transdifferenzierung von C2C12-Zellen zutgdblasten nicht aus. BMP2-S85R/A86P und
BMP2-L100K/N102D hingegen sind BMP2-Mutanten, didgaund der hoheren Affinitat zu den Typ
II-Rezeptoren die Aktivierung des Smad-abhangigahder ,Non-Smad“-Signalwege verbessern und
so die Differenzierung zu Osteoblasten und ihredvihsierung férdern. Anders als BMP6 kdnnen
die Superagonisten BMP2-S85R/A86P und BMP2-L100K/21 durch Noggin inhibiert werden. Da
die Mutanten auf der Struktur des fur die Fraktildmg nétigen BMP2 basieren, scheinen BMP2-
S85R/A86P und BMP2-L100K/N102D gut als Wirkstofte fegenerative Therapien geeignet zu sein.
Eine GbermaRige Knochenbildung sollte durch dierlaktion mit Noggin verhindert werden.
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9. Andere Projekte

9.1. Feinregulierung des Smad-abhéangigen Signalwegydurch die
,Non-Smad“-Signalwege

Kretschmar et al. sowie Pera et al zeigten, das&egenwart vom ,Epidermal Growth
Factor* (EGF), ,Hepatocyte Growth Factor* (HGF),ihFoblast Growth Factor* (FGF) oder
»Insulin-like-Growth Factor* (IGF) die Rezeptortysimkinasen die MAP-Kinasen aktivieren.
Diese phosphorylieren die Serin-Reste S187, S1262 $ind S214 im ,Smad-Linker”, der
sich zwischen der MH1- und der MH2-Doméne des Sinbdfindet (106,108,109). Anhand
dieses Phosphorylierungs-Musters erkennt GSK3 &amag-Linker* und phosphoryliert ihn
an den vier Aminosauren entfernten Serin/Threorestéh S191, S198 und S/T202 und S210
(105). Daraufhin bindet Smurf 1 an das ,PPAY“-Moitr ,Smad-Linker“ und verhindert die
Interaktion von Smad 1 mit Nup124 und somit dienBtakation von Smad 1 in den Nukleus
(106). AuRerdem induziert Smurfl die Ubiquitinieguand den proteasomalen Abbau von
Smad 1 (66,105).

Zu Beginn dieser Arbeit war wenig uber die Reguimgy der Smad-Aktivitat durch die ,Non-
Smad“-Signalwege bekannt. Deshalb wurde vermutass BMP2 den Smad-abhangigen
Signalweg und die MAP-Kinasen aktiviert. Die ak#iten MAP-Kinasen kdnnten dann
unabhangig von EGF, HGF, FGF oder IGF Smad 1 in B8emnad-Linker-Region
phosphorylieren. Dadurch wird Smad 1 im Zytoplasmaickgehalten und proteasomal
abgebaut. Auf diese Weise wirde BMP2 einerseits Siead-abhangigen Signalweg und
andererseits dessen Feinregulierung durch die ikkting der ,Non-Smad“-Signalwege
induzieren.

Um den Einfluss der durch BMP2-induzierten MAP-K8aa auf den ,Smad-Linker®
aufzuklaren, wurde zuerst die zeitabhangige Phagpéaung und Aktivierung der MAP-
Kinasen sowie die sequentielle Phosphorylierung ¥mnad 1 nach BMP2-Stimulation
untersucht (Abb. 9.1).
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Abb. 9.1 Zeitabhéngige Phosphorylierung der Kinasemnd sequentielle Phosphorylierung von Smad 1

A)-F) Die C2C12-Zellen wurden drei Stunden gehunhgemd fir 0-90 Minuten mit BMP2 stimuliert.
AnschlieRend wurden die Zellen lysiert und die Phasylierung der MAP-Kinasen A) ERK, B) p38 und C)
JNK sowie D) die C-terminale Phosphorylierung vona8l 1/5/8, E) die Phosphorylierung von Smad 1 ($214
durch die MAP-Kinasen und F) die Phosphorylierummg Vomad 1 (S210) durch die GSK3 mit spezifischen
Antikérpern (105) auf vier verschiedenen Westermt8lnachgewiesen. GAPDH urfdActin dienten als
Ladekontrolle.

ERK war schon in Abwesenheit von BMP2 phosphorliso dass eine BMP2-abhangige
Aktivierung nicht beobachtet werden konnte (Abbl 94). Auch p38 war in den
unstimulierten C2C12-Zellen schon phosphorylierotZdem konnte eine Zunahme der p-
p38-Konzentration nach 30minutiger BMP2-Stimulatiobeobachtet werden. Nach
90mindtiger Stimulation mit BMP2 nahm der Gehaltpnosphorylierter p38 MAPK wieder
ab (Abb. 9.1 B). Die Phosphorylierung von JNK kenauf dem Western Blot nach BMP2-
Stimulation nicht nachgewiesen werden (Abb. 9.100¢. ersten C-terminal phosphorylierten
Smads waren in geringer Konzentration nach funftigedé und in hoherer Konzentration
nach 30mindtiger Stimulation mit BMP2 detektierfabb. 9.1 D). Die im ,Smad-Linker* an
S214 und S210 phosphorylierten Smads waren nad0@0Autiger Stimulation mit BMP2
nachweisbar (Abb. 9.1 E, F). Demzufolge sind na@t®@minutiger BMP2-Stimulation der
C2C12-Zellen die MAP-Kinasen ERK und p38 aktiviédte kbnnen im gleichen Zeitraum
den Serin-Rest S214 im ,Smad-Linker* phosphoryherso dass anschlieRend GSK3 den
Serin-Rest S210 phosphoryliert. Die Inhibierung Bi&P-Kinasen und der GSK3 sollte die
Phosporylierung des Smad-Linkers verhindern undSsfiread-Translokation in den Nukleus
fordern. Bestatigt wurde das mit Hilfe der Immuwileszenz-Analyse (Abb. 9.2).
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Abb. 9.2 MAP-Kinase- und GSK3-Inhibitoren férdern die nukleare Akkumulation von Smad 1

Die C2C12-Zellen wurden nach dreistindigem Hungmih BMP2 in Gegenwart verschiedener Kinase-
Inhibitoren stimuliert. Die Translokation von Smadvar mit Hilfe der Immunfluoreszenz sichtbar (opebie
Nuklei wurden mit DAPI gefarbt (unten). Die eingeten Konzentrationen der Inhibitoren waren: 10 uM
SB203580 (p38 inh), 10 uM U0126 (ERK inh), 25 uM688125 (JNK inh), MAPK inh (10 uM SB203580 +
10 UM U0126 + 25 puM SP600125), 10 pM SB415286 (G3IHI®), 30 mM LiCl (GSK3 inh). Die
Referenzmarkierung entspricht 40 pm.

Die Immunfluoreszenz-Analyse der mit BMP2 und dehibditoren fur p38, ERK, JNK und
GSKa3 inkubierten C2C12-Zellen zeigte, dass durehMAP-Kinase- oder GSK3-Inhibitoren
die Smad 1-Translokation in den Nukleus geférdend WAbb. 9.2).

In Gegenwart von Wnt wird GSK3 zu dem Rezeptork@mphus LRP5/6 und Frizzled
rekrutiert und inhibiert (183). Infolgedessen w8thad 1 im Smad-Linker nicht mehr von der
GSK3 phosphoryliert und fur den proteasomalen Abbatkiert (105). GSK3 kann aber auch
durch ERK, p38 und Akt phosphoryliert und inaktitiererden (77,261,262). Sowohl Erk als
auch p38 wurden nach 30-90minutiger BMP2-Stimuratiaktiviert und kénnen zur
Inhibierung der GSK3 beitragen (Abb. 9.1). AuRRerdektiviert BMP2 auch den PI3K/Akt-
Signalweg (89-91). Deshalb wurde die zeitabhandgiggvierung von Akt durch BMP2

untersucht (Abb. 9.3).
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Abb. 9.3 Phosphorylierung von Akt und GSK$

A)-B) C2C12-Zellen wurden nach dreistindigem Hungéir 0-90 Minuten mit BMP2 stimuliert. Danach
wurden die Zellen lysiert und die Phosphorylieruigvon Akt und B) von GSKB analysiert.p-Actin und
GAPDH dienten als Ladekontrolle.

Nach dreistindigem Hungern war die Phosphorylienog Akt schon in den unstimulierten
Zellen nachweisbar. Das war zu erwarten, da Akthaao der Regulation anderer
Signalkaskaden, die u. a. zum Uberleben der Zdigagen, beteiligt ist (92,96). Trotzdem
konnte eine geringe Zunahme der p-Akt (S473)-Kotration nach 30-90minutiger BMP2-
Stimulation beobachtet werden (Abb. 9.3 A). Akt utneth ERK kdnnen GSK3am Serin 9
phosphorylieren und inaktivieren (77,111). In C2&ZElen konnte dementsprechend eine
geringe Zunahme der p-GSK3S9)-Konzentration nach 30-60mindtiger BMP2-Stiatian
nachgewiesen werden (Abb. 9.3 B). In den letztémeJaestatigen Han et al. und de Jesus et
al., dass BMP2 die Aktivierung von Akt und ERK izart, die daraufhin GSKBinhibieren
(77,111). Durch die Phosphorylierung sollte G8KBhibiert und die Phosphorylierung des
Smad-Linkers am S210 verhindert werden. Das kom@&2C12-Zellen nicht nachgewiesen
werden. Stattdessen wurde die Phosphorylierungsdes-Restes S210 im Smad-Linker im
gleichen Zeitraum wie die GSK3&hosphorylierung, nach 30-90minutiger Stimulation
beobachtet (Abb. 9.1 F). Aufgrund der durchgefithrt¥ersuche konnte nur die
Phosphorylierung der GSKB3am Serin 9, nicht jedoch der Grad der GBHidhibierung
nachgewiesen werden. aul3erdem war unklar, ob diasén die Smad-Linker-Region im
Zytoplasma oder im Nukleus phosphorylieren. Umzdigliche und raumliche Verteilung der
aktivierten Kinasen und der phosphorylierten Smadsintersuchen, wurden C2C12-Zellen
nach Stimulation mit BMP2 in den zytoplamatischew ulen nuklearen Anteil fraktioniert

und die Phosphorylierung der R-Smads und der Kmasalysiert (Abb. 9.4).
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Abb. 9.4 Smad 1 ist trotz Phosphorylierung des ,SnwLinkers" im Nukleus nachweisbar

A)-C) Die C2C12-Zellen wurden nach dreistiindigemmgiern fir 0-90 Minuten mit BMP2 stimuliert, bevaoe s
lysiert und fraktioniert wurden. A) Die C-terminaRhosphorylierung von Smad 1/5/8, B) die Phosplenyhg
von S214 durch MAP-Kinasen sowie C) die Phospherytig von S210 durch GSK3 wurden nach Western
Blotting mit Hilfe von Antikdrpern untersucht. LamiA/C und GAPDH dienten als Ladekontrolle und Koti&r

fur die Qualitéat der Zellfraktionierung.

Sapkota et al. zeigten, dass das im Smad-Linkesgstwylierte Smad 1 im Zytoplasma
zurtckgehalten und abgebaut wird (106). Im Gegendazu wurde hier das im Linker

phosphorylierte Smad 1 im Zytoplasma und im Nukleashgewiesen (Abb. 9.4; p-Smad
(S214) und p-Smad (S210)). Es wurde daher vermdiéss MAP-Kinasen und GSK3 auch
im Nukleus den Linker von Smad 1 phosphoryliered 8o den proteasomalen Abbau der
Smads regulieren kdnnen. Die Phosphorylierung daeasen wurde ebenfalls im Nukleus
untersucht. Die nukleare Konzentration der phosgiesten Kinasen war jedoch so gering,
dass anhand der Western Blots keine eindeutigesalyes getroffen werden konnten (Daten
nicht gezeigt). Alarcon et al. konnten jedoch nagisen, dass CDK8 und CDK9 Smad 1 im
Linker an den Serin-Resten S206 und S214 phospemgl konnen. Dadurch wird im

Nukleus die Interaktion von Smad 1 mit dem Co-FakAP und somit die Smad-abhéngige
Transkription erleichtert (107). Unabhéngig davoh, MAP-Kinasen oder CDK8/9 Smad 1

an den Serin-Resten S206 und S214 phosphorylikdamte GSK3 im Nukleus wie im Zyto-

plasma die Phosphorylierung in der Smad-Linker-Begrkennen und Smad 1 zusatzlich an
den Serin/Threonin-Resten S191, S198 und S/T202 $2#0 phosphorylieren. Diese

Hypothese wurde in diesem Jahr durch Aragon diestatigt (263). Es wurde gezeigt, dass
YAP Smad 1 bindet, solange GSK3 im Nukleus nicl@Z'@nd S210 phosphoryliert und eine

Konformationsanderung von Smad 1 induziert (263).
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9.2. Sclerostin

Sclerostin ist ein sekretiertes Glykoprotein, da®steozyten exprimiert wird. Mutationen im
GenSOSTverursachen Sclerostosis oder das van Buchem-@yndtie durch eine deutlich
hohere Knochenmasse und z. T. durch Knochenfusigatennzeichnet sind (130-132).
Ahnliche Phanotypen wurden auch durch Mutationes HRP5 verursacht (134,135).
Sclerostin bindet an die LRP-Rezeptoren 5 und 6 wertindert deren Interaktion mit Wnt
und somit die Aktivierung des WitCatenin-Signalweges (128,129). Infolgedessen werde
die Differenzierung der Osteoblasten und die Milgexung inhibiert (264,265). Wird die
Expression von Sclerostin durch Mutationen beethtiigt, so kann Wnt den WitCatenin-
Signalweg dauerhaft aktivieren und eine héhere Kanbildung verursachen. Winkler et al.
zeigten, dass Sclerostin mit den BMP-Rezeptoren BMihd BMPRII um die Bindung an
die BMPs konkurriert und die von BMP induzierte $hkihosphorylierung und ALP-
Aktivitat beeintrachtigt (127). Sclerostin wurde hea lange als BMP- und/oder Wnt-
Antagonist diskutiert und den BMP-Antagonisten 8&N-Familie zugeordnet (122). Van
Bezooijen et al. publizierten hingegen, dass BM® HExpression von Sclerostin induziert,
aber Sclerostin keinen Einfluss auf die Aktivierushgy Smads sowie die ALP-Aktivitat hat
(266). Um herauszufinden, welche Rezeptoren undR€xptoren von Sclerostin gebunden
werden, wurde Sclerostin mitflod] radioaktiv markiert (217). AnschlieBend wuld&lod]-
Sclerostin mit MC3T3-E1- oder 293T-Zellen, die eetisr die BMP-Rezeptoren oder LRP5/6
Uberexprimierten, inkubiert und durch die Zugabe 2asucchinimidylsuberat (DSS) mit den
Proteinen der Plasmamembran und wahrscheinlich amithsich selbst vernetzt. Die
interagierenden Proteine wurden nach ImmunpratzipitgIP) mit spezifischen Antikdrpern
identifiziert (Abb.9.5).
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Abb. 9.5 Nachweis der mit {*1od]-BMP2 und [**lod]-Sclerostin interagierenden Proteine

A) C2C12- und MC3T3-El-Zellen wurden mit*Jod]-markiertem BMP2 inkubiert und mit DSS kovalent
vernetzt. Durch die anschlieende Immunprazipmafi®) mit dem BMPRII-spezifischen Antikérper undrd
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese konnten BMPRY BBMPRII kovalent gebunden af®Jod]-BMP2
(BMP2-Monomer: 12,5 kDa) nachgewiesen werden. B)3W&E1-Zellen wurden mit'flod]-Sclerostin
(Sclerostin-Monomer: 22,5 kDa) inkubiert und dulBS kovalent mit den Proteinen der Plasmamembran
verbunden. Die Zellysate wurden fir die IP mit LRB@er Sclerostin-spezifischen Antikbrper eingas@abei
konnte der LRP6 identifiziert werden.

Der Vergleich der verschiedenen Quervernetzungefixgnte mit anschlie3ender
Immunprazipitation (IP) zeigte, dass Sclerostin den LRP6 bindet. Um den Einfluss von
Sclerostin auf die Aktivitdt von BMP2 und Wnt3a matersuchen, wurden C2C12- und
MC3T3-E1-Zellen mit der Plasmid-DNA BRE-Luc oder p@guTOPFLASH und der
konstitutiv aktiven Renilla-Luciferase transfiziert und mit BMP2 oder Wnt3amstliert
(Abb.9.6).
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Abb. 9.6 Sclerostin inhibiert nicht die durch BMP2oder Wnt3a induzierte Reportergen-Aktivitat

A) C2C12-Zellen wurden mit den Reportergen-KongenkBRE-Luc und RL-TK transfiziert. Anschlie3end
wurden die Zellen fir 16 Stunden mit rekombinant&wP2 und /oder Sclerostin stimuliert. Aus den
gemessenen Aktivitadten der Firefly- und Renilladfeigse wurden die relativen Luciferase-Aktivitaten
errechnet. Sie wurden auf die relative Aktivitdt deit 1 nM BMP2 stimulierten Zellen (100%) normieB)
C2C12-Zellen wurden mit den Reportergen-Konstrul®aperTOPFLASH und RL-TK transfiziert, bevor sie
mit rekombinantem Wnt3a und/oder Sclerostin fur StGnden stimuliert wurden. Die relativen Luciferase
Aktivitaten wurden auf die Aktivitdt der mit 0,5 nM/nt3a stimulierten Zellen normiert. C) MC3T3-E1HEa
wurden mit den Reportergen-Konstrukten BRE-Luc 8id'K transfiziert. Danach wurden die Zellen fur 16
Stunden mit rekombinantem BMP2 und /oder Scleragtimuliert. Auch hier wurden die relativen Luc#se-
Aktivitaten auf die relative Aktivitdt der mit 1 nMBMP2 stimulierten Zellen normiert. Die in A)-C)
dargestellten Luciferase-Aktitivitaten zeigen dieitthlwerte + Standardabweichung von Triplikaten und
reprasentieren einen von zwei vergleichbaren Véesuc

In keiner Zelllinie konnte eine Reduktion der BMR&der Wnt3a-induzierten Reportergen-
Aktivitdt durch ansteigende Sclerostin-Konzentma¢io nachgewiesen werden (Abb.9.6).
C2C12- und MC3T3-E1-Zellen wurden zusatzlich mit BRMund Wnt3a in Gegenwart von
Sclerostin fur drei Tage inkubiert. Die darauffaige Analyse der ALP-Aktivitat zeigte, dass
nur BMP2, nicht aber Wnt3a die Expression von Ah&uzieren kann. Die BMP2-abhangige
ALP-Aktivitat wurde von ansteigenden Sclerostin-Kentrationen nicht beeinflusst (Abb.
9.7).
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Abb. 9.7 Sclerostin inhibiert nicht die durch BMP2oder Wnt3a induzierte ALP-Aktivitét

A) C2C12- und B) MC3T3-El-Zellen wurden fir 72 Stan mit rekombinantem BMP2 oder Wnt3a und
zunehmender Sclerostin-Konzentration stimulierte Riemessenen ALP-Aktivititen wurden auf die ALP-
Aktivitat der mit 10 nM BMP2 stimulierten Zellen @@%) normiert. Die dargestellten ALP-Aktivitatenigen
die Mittelwerte + Standardabweichung von Triplikatend spiegeln einen von zwei vergleichbaren Vérenc
wider.

In allen hier vorgestellten Versuchen wurde rekarabtes Sclerostin der Firmen Pfizer und
R&D getestet. Da Sclerostin zwar mit LRP6 verneterden konnte (Abb. 9.5), die von
rekombinantem Wnt3a induzierte Reportergen-Akthatder nicht inhibiert wurde (Abb. 9.6),
war es fraglich, ob das rekombinante Protein bisldyg aktiv ist. Die endogene Expression
von Sclerostin konnte nach BMP2-Stimulation weaeCRC12- noch in MC3T3-E1-Zellen
nachgewiesen werden.

Durch den konditionellen ,knock out* des BMPRIA kuen die Ergebnisse von van
Bezooijen et alin vivo bestétigt werden (133,266): Die Expression vorei®stin wird nach
Interaktion der BMPs mit den BMP-Rezeptoren induzi8clerostin verhindert daraufhin die
Bindung von Wnt an LRP5/6 und somit die Aktivierudgs Wnt-Catenin-Signalweges.
Infolgedessen wird die Osteoklastogenese durctEgm@ession von RANKL geférdert und

eine zu hohe Knochenmasse verhindert (133).
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9.3. ,The pro-form of BMP2 interferes with BMP2 sighaling by
competing with BMP2 for |A receptor binding*®

Hauhuber A, von Einem S, Schwaerzer GK, Buttstedt A Zebisch M, Schraml M,
Hortschansky P, Knaus P, Schwarz E. (25)

Abstract

Pro-forms of growth factors have received increggittention since it was shown that they
can affect both the maturation and functions ofureagrowth factors. Here, we assessed the
biological function of the pro-form of bone morpleogtic protein-2 (BMP-2), a member of
the transforming growth factg (TGH3) /BMP superfamily. The role of the 263 amino acids
of the pro-peptide is currently unclear. In orderobtain an insight into the function of the
pro-form (proBMP-2), the ability of proBMP-2 to inde alkaline phosphatase (AP), a marker
enzyme for cells differentiating into osteoblast&gs tested. Interestingly, in contrast to
mature BMP-2, proBMP-2 did not lead to inductionAd?. Instead, proBMP-2 inhibited the
induction of AP by BMP-2. This result raised theegtion of whether proBMP-2 may
compete with mature BMP-2 for receptor binding. BM#®-2 was found to bind to the
purified extracellular ligand binding domain (ECBY) BMPRIA, a high-affinity receptor for
mature BMP-2, with a similar affinity as mature BAPBinding of proBMP-2 to BMPR-IA
was confirmed in cell culture by cross-linking pMB-2 to BMPR-IA presented on the cell
surface. In contrast to this finding, proBMP-2 didt bind to the ECD of BMPR-II.
ProBMP-2 also differed from BMP-2 in its capacityihduce p38 and Smad phosphorylation.
The data presented here suggest that the pro-doafiaBMP-2 can alter the signalling
properties of the growth factor by modulating thdity of the mature part to interact with the

receptors.
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9.4. ,Surface immobilization of bone morphogenetigrotein 2 via
a self-assembled monolayer formation induces cellfterentiation”

Pohl TLM, Boergermann JH, Schwaerzer GK, Knaus P, @valcanti-Adam, EA. (267)

Abstract

Bone extracellular matrix consists of a networlpadteins in which growth factors, like bone
morphogenetic protein 2 (BMP-2), are embedded abelased upon matrix turnover and
degradation. Recombinant human (rh)BMP-2 shows @®nn enhancing bone fracture
repair, although issues regarding finding a sugtatelivery system still limit its extensive
clinical use. The aim of this study is to determwleich cell activities are triggered by the
presentation of immobilized rhBMP-2. For this puspogold surfaces were first decorated
with a self-assembled monolayer consisting of ardeebifunctional linker. rhBMP-2 was
covalently bound to the surfaces via this linked aised to investigate the cellular responses
of C2C12 myoblasts. We show that covalently immiabd rhBMP-2 (iBMP-2) initiates
short-term signaling events. Using a BMP-respongeporter gene assay and western
blotting to monitor phosphorylation of Smad 1/5/& wrove that iBMP-2 activates BMP-
dependent signal transduction. Furthermore, we dstrette that iBMP-2 suppresses myotube
formation and promotes the osteoblast phenotyg@2i@12 cells. The bioactivity of surface-
bound rhBMP-2 presented in this study is not duisteelease into the medium. As such, our
simple approach paves the way for the controlledll@resentation of immobilized growth

factors, limiting degradation while still maintamg biological activity.
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