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1. Einleitung

1. Einleitung
1.1 Grundlagen

Bei Proteinen der Transforming Growth FadiofTGF{-) Superfamilie handelt es sich um
sekretierte, multifunktionelle Wachstumsfaktoreie, eine wichtige Rolle in der Entwicklung,
Homoostase und Regeneration von Geweben und Orgamglen (Hogan, 1996; Massague,
1998; Reddi, 1998, Reddi, 2005). Mitglieder dieBamilie sind in allen Vertebraten und
Nicht-Vertebraten zu finden, wobei die Anzahl ustdiedlicher Vertreter mit der
Komplexitat der Organismen steigt. G eleganskonnten vier (Savage-Dunn, 2001),0n
melanogaster(Parker et al.,, 2004) sieben verschiedene P&aktoren nachgewiesen
werden. In Vertebraten sind mehr als 30 Mitgliedieser Familie bekannt (Miyazawa et al.,
2002). Aufgrund von Homologien ihrer Aminosauresamen konnen die einzelnen Vertreter
in Unterfamilien unterteilt werden (Newfeld et dl999; Sebald et al., 2004), wobei die Bone
Morphogenetic Proteins (BMPs) zusammen mit den @roand Differentiation Factors
(GDFs) die grofite Gruppe bilden. Weitere Unterfamilbilden die Transforming Growth
Factors (TGFs), die der Familie ihren Namen gaBetiyine, Inhibine, Nodal, Myostatin, die
Muellerian Inhibiting Substance (MIS) sowie derdbiDerived Neurotrophic Growth Factor
(GDNF). Eine Ubersicht tber die Verwandtschaftsgrattr Aminosauresequenzen zeigt
Abbildung 1.
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Abb. 1: (A) Ubersicht uber die Verwandtschaftsgradeder Aminosauresequenzen der reifen Domanen
verschiedener Mitglieder der TGF$-Superfamilie (Sebald et al. 2004). (B) SchematisetDarstellung von
Préaprotein (oben) und reifem dimeren Liganden (unta).

Alle Proteine der TGB-Superfamilie werden als Vorlauferproteine expriridie aus einem
N-terminalen Signalpeptid, einer Prodomane undreierminalen reifen Doméne bestehen
(Abbildung 1). Nach Abspaltung der Prodoméanen dducmahnliche Proteasen, welche C-
terminal nach einem konservierten RXXR-Motiv erfolgntsteht schliel3lich das reife, dimere
Protein, wobei jedes Monomer jeweils 100-140 Améwsn umfasst (Constam and
Robertson, 1999; Jones et al., 1994). Ein chaisktmhes strukturelles Merkmal aller
Proteine der TGB-Superfamilie ist ein Cystinknoten-Motiv, welcheasadrei Disulfid-
Brucken gebildet wird (Daopin et al., 1992; McDahand Hendrickson, 1993). Diese
Struktur ist aufl3er in den Proteinen der TBBuperfamilie auch in anderen Cytokinen wie
dem Platelet Derived Growth Factor (PDGF) und desnvl Groth Factor (NGF) zu finden,
kommt aber auch in nicht verwandten Proteinen e« Conotoxinen vor (Pallaghy et al.,
1994).

Die Struktur der monomeren Untereinheiten von TgGIFaktoren wird im Allgemeinen mit
dem Modell der ,offenen linken Hand"“ beschriebera@pin et al., 1992). Sie ist am Beispiel
der Struktur von BMP-2 in Abbildung 2 dargesteldabei reprasentiert der N-Terminus den
Daumen und die beidef-Faltblatter die Finger, welche als Finger 1 undezeichnet
werden. Des weiteren wurde in Analogie zum ModeleeHand fir die konvexe Oberflache

der Finger der Begriff "Kndchel" (,knuckle®) und rfiidie Helix-Region "Handballen”
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(,wrist*) definiert. Im dimeren Protein liegt deraddballen eines Monomers in der konkaven

Seite der Finger des anderen Momomers.
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Abb. 2: Ubersicht iiber die Nomenklatur der Bindeepiope der Liganden. (A) Lage der Wrist- und
Knuckle-Epitope in der Kristallstruktur von BMP-2. Ein Monomer des Liganden ist in Gelb, das andere
in Blau dargestellt. (B) Schematische Darstellung et a-Helices und g-Sheets von BMP-2 (Sebald et al.
2004).

Die SignalUbertragung der Vertreter der T&BSuperfamile erfolgt Uber die Bindung und
Oligomerisierung zweier verschiedener Typen von bramstandigen Serin-/Threonin-
Kinaserezeptoren, die aufgrund ihrer funktionellggenschaften in zwei Unterfamilien, die
Typ-I- und Typ-ll-Rezeptoren, unterteilt werden (Gamo et al., 1994; Massague et al., 2000;
ten Dijke et al., 1996). Insgesamt konnten bish2rdieser Rezeptoren im menschlichen
Genom identifiziert werden. Zur Gruppe der Typ-IlzRgtoren werden dabei die Activin Like
Kinase 1 (ALK1), die Activin Typ-I- und Typ-IB-Reptoren (ActR-1 = ALK2, ActR-IB =
ALK4), die BMP Typ-IA- und —IB-Rezeptoren (BMPR-IA ALK3, BMPR-IB = ALK®6), der
TGF{$ Typ-I-Rezeptor (TGHBR-1 = ALK5) sowie die Aktivin Like Kinase 7 (ALK7)
gezahlt. Der BMP Typ-lI-Rezeptor (BMPR-II), der TBFTyp-lI-Rezeptor (TGHBR-II), die
Activin Typ-Il und Typ-lIB-Rezeptoren (ActR-II undActR-11B) sowie der Muellerian
Inhibiting Substance Rezeptor (MISR-II) bilden di&ruppe der Typ-ll-Rezeptoren (de
Caestecker, 2004). Die Rezeptoren beider Unteriamibestehen aus einer extrazellularen
ligandenbindenden Domaéne, einer Single-Spanningsin@mbrandoméane sowie einem
zytosolischen Teil, der die Kinasedomane enthals Bnterscheidungsmerkmal besitzen
Typ-1-Rezeptoren eine zusatzliche, als GS-Box lobwwte, Glycin-Serin-reiche Domane
(Abbildung 3).
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Abb. 3: (A) Ubersicht tiber die Verwandtschaftsgradeder Aminoséauresequenzen der Typ-I- und Typ-II-
Rezeptoren der TGFB-Superfamilie (Sebald et al., 2004). (B) Schemattser Aufbau von Typ-I- und Typ-
[I-Rezeptoren (ECD: Extrazellulare Doméane; TM: Transmembrandomaéne; ICD: Intrazellulare Doméne;
Kinase: Kinasedoméne; GS: Glycin/Serin-reiche Domég).

B
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Die Signalvermittiung wird durch die Bildung einkggand-Rezeptor Komplexes initiiert.
Nach erfolgter Rezeptoroligomerisierung transphosylert die konstitutiv aktive Kinase
des Typ-ll-Rezeptors den Typ-I-Rezeptor im Bereilgr so genannten GS-Box, wodurch
dessen Kinase ebenfalls aktiviert wird (Shi and $dgsie, 2003). Die aktivierte Typ-I-
Rezeptorkinase kann nun ihrerseits intrazellularedisktorproteine der SMAD-Familie
phosphorylieren. (Heldin et al., 1997; Massaguelet 2005). Bei den SMAD-Proteinen
unterscheidet man zwischen den rezeptorregulies@iADs (R-SMADs), den Common-
Mediator-SMADs (Co-SMADs) und den inhibitorischeMA&Ds (I-SMADs) (Moustakas et
al., 2001). Ihr Aufbau ist schematisch in Abbilduhdargestellt. Die R-SMADs 1, 2, 3, 5 und
8 konnen direkt von den Typ-I-Rezeptoren phosplentyund somit aktiviert werden und
werden in zwei Klassen unterteilt (Shi and Massag063). SMAD-1, SMAD-5 und SMAD-
8 konnen durch die Typ-l-Rezeptoren ALK1, ActR-IL{&2), BMPR-IA (ALK3) und
BMPR-IB (ALK®6) aktiviert werden (Hoodless et al.996). SMAD-2 und SMAD-3 werden
dagegen durch die Typ-lI-Rezeptoren ActR-IB (ALKA)GFR-I (ALK5) und ALK7
phosphoryliert (Nakao et al., 1997; Miyazawa ef a002). Die Rezeptorspezifitat der R-
SMADs wird dabei durch den so genannten L45-Loopdém Kinasedomane der Typ-I-
Rezeptoren, welcher mit dem jeweiligen R-SMAD iatgert (Massague et al., 2005),

bestimmt.
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R-Smad Co-Smad I-Smad
Smadi1, Smad2, Smadé
Smad3, Smad5, Smad8 Smad4 Smad7
Kinase sites
‘ PY motif NES SAD PY motif
| SxS R
MH1 MH2| | | MH2
w " -~
Basic Hydrophobic Basic
pocket ycorr‘i:'dor pocket

Abb. 4: Darstellung der Strukturen von R-, Co- undI-SMADs. R- und Co-SMADs bestehen aus den
hochkonservierten MH1- und MH2-Doméanen, die durch ae flexible Linker-Region verbunden sind. Die
MH1-Doméne fehlt bei den I-SMADs. Das PY-Motiv dieh zur Identifizierung der SMADs durch Smurf
Ubiquitin-Ligasen. Die Interaktion von R-SMADs mit den Typ-I-Rezeptoren und von R-SMADs
untereinander bzw. mit dem Co-SMAD SMAD-4 wird tber die basische Tasche vermittelt (Massague et
al., 2005).

Im unphosphorylierten Zustand werden R-SMADs dudik Interaktion mit anderen
Proteinen wie z.B. SARA (SMAD Anchor for Receptoct&ation) fur die Liganden der
TGF$-Untergruppe (Tsukazaki et al., 1998) oder Endéiindie BMPs (Chen et al., 2007;
Murphy, 2007; Shi et al.,, 2007) an der Translokatio den Zellkern gehindert und in
raumlicher Nahe zu den Kinasedomanen der Rezeptmbalten (Tsukazaki et al., 1998).
Die Phosphorylierung durch den Typ-I-Rezeptor bktndre Dissoziation der R-SMADs vom
Rezeptorkomplex und den Ankerproteinen und andghiid die Bildung eines heteromeren
Komplexes mit SMAD-4, dem einzigen Verteter der &/FdADs. SMAD-4 unterliegt im
ungebundenen Zustand in der Zelle einem Kreislavugchen Cytosol und Zellkern. Der
Komplex aus R-SMADs und SMAD-4 wandert in den Zettkk und kann direkt an die DNA
binden (Abbildung 5). Fur die Spezifitit der gendegporischen Funktion ist aber die
Interaktion mit verschiedenen anderen DNA-bindenderekilen wie Koaktivatoren bzw. —

repressoren der Transkription notig (Attisano andive, 2002).
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Abb. 5: Funktionelle und strukturelle Eigenschaftendes TGF$-SMAD-Signalweges. Nach der Bindung
des Liganden durch den Rezeptorkomplex wird die GBox der Typ-I-Rezeptoren durch die konstitutiv
aktive Kinase der Typ-llI-Rezeptoren transphosphoryiert und somit die Kinase der Typ-I-Rezeptoren
aktiviert. Diese kann nun ihrerseits R-SMADs phosphrylieren, die sich mit Co-SMADs zusammenlagern,
in den Zellkern wandern und dort zusammen mit andeen Transkriptionsfaktoren die Transkription
SMAD-abhangiger Gene regulieren (Massague et al.0@5).

Neben der SMAD-vermittelten Signaltransduktion kémndie Liganden der TGP

Superfamilie Signale auch SMAD-unabhangig Gbermmag» konnte neben der Aktivierung
der kleinen GTPase Ras auch die Aktivierung derodfin-aktivierten Proteinkinasen
(MAPK) ERKSs, p38 und c-Jun nachgewiesen werdererésisanterweise gibt es Hinweise
darauf, dass auch diese Signalwege durch Interatianit SMAD-Proteinen moduliert

werden kdonnen (Moustakas and Heldin, 2005).

1.2 Zeitliche und rdumliche Verteilung der Ligandenund Rezeptoren

Betrachtet man die mdglichen Interaktionen der hagn der TGHB-Superfamilie mit den

zugehorigen Rezeptoren, so féallt auf, dass bisehéutVertebraten zwar mehr als 30
Liganden, aber nur sieben Typ-I- und finf Typ-lizZz@ptoren bekannt sind, durch welche
primar zwei Signalwege (Uber SMAD-1/5/8 oder SMAL32aktiviert werden. Diese starke

12
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Konvergenz von einer groBen Anzahl von Liganden himu wenigen
SignalUbertragungsmaglichkeiten fiihrt unweigerimchder Frage, wie durch diese Proteine
eine Fulle von unterschiedlichen zellularen Fumeio und diverse Ablaufe wahrend der

Embryonalentwicklung gesteuert werden kénnen (Ahlig 6).

TGF-p1 Activin BMP-2 TGF-p1 k5
TGF-B2 GDF-8 Nodal BMP-2  BMP-4 BMP-6  TGF-B2 g
TGF-B2 Inhibin GDF-11 GDF-1 BMP-4  GDF-5 BMP-7  TGF-B2 >
T 5
O O 02 O, O O 02 O, :
o
(0]
N
[0]
o
C m m c i
_| I I o <
= u—.: n—.: < < < T S K
v o x o 0 x T Q
& G G 5 x x G 5 2
[= < < e = s < < o
2 o o &
s
>
'_
SMAD-2, SMAD-3 SMAD-1, SMAD-5, SMAD-8

Abb. 6: Signalkonvergenz in der TGFB-Superfamilie. Die Abbildung zeigt eine schematiseh Ubersicht
der Interaktionen zwischen ausgewaéhlten Liganden rhi verschiedenen Rezeptortypen und die
Signalspezifitat der R-SMADs.

Ein spezifischer, von einem einzelnen Liganden anelter Stimulus kann mit einem solch
konvergenten Signalsystem theoretisch nur danrugtzeerden, wenn die einzelnen Ligand-
Rezeptor-Kombinationen entweder zeitlich oder racimboneinander separiert wirken, oder
die Signaltransduktion durch weitere mit den Ligamdind/oder Rezeptoren interagierenden
Molekilen moduliert wird. Es ist ebenfalls denkbadass durch unterschiedliche
Bindeaffinitaten individueller Ligand-Rezeptor-Ira&tionen eine Vielzahl aktivierter
Rezeptorkomplexe entstehen kdnnen, die sich imiBignalaktivitaten sowohl qualitativ als

auch quantitativ voneinander unterscheiden.

Unterschiede in der Geometrie und/oder Stochiometier gebildeten Ligand-Rezeptor

Komplexe kdnnen ebenfalls zur Generierung unteesiticher Signale flhren.

Durch die Herstellung von Mausmodellen, in denenésmutiert wurden, die fur Liganden,
Rezeptoren oder nachgeschaltete Signalmolekllel @&3-Superfamilie kodieren, konnte
gezeigt werden, dass die Expression bestimmter Gehadant erfolgt, andere Gene jedoch
zeitlich und/oder raumlich getrennt voneinanderrgwgert werden. So zeigt zum Beispiel die
Expression von BMP-4 wahrend der frithen Embryorntalieklung der Maus eine hohe

Dynamik und verschiebt sich in den ersten Entwicgkiagen vom Ektoderm (Coucouvanis
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and Martin, 1999; Lawson et al., 1999; Ying et @D00; Ying and Zhao, 2001) hin zum
Mesoderm. Im Gegensatz dazu wird BMP-2, dass zurmah 90 % mit der
Aminosauresequenz von BMP-4 Ubereinstimmt und mm mheisten biologischen Systemen
mit BMP-4 funktionell austauschbar ist, nur in gpéh Entwicklungsphasen im Endoderm
exprimiert. Tatsachlich weisen BMP-2-Knock-out-Méugegenuber BMP-4-Knock-out-
Mausen einen anderen Phanotyp auf, der sich duechnderschiedlichen Expressionsmuster
der beiden Proteine wahrend der Embryonalentwickknklaren I&sst.

Die funktionelle Verwandtschaft der Liganden konatech dadurch bestéatigt werden, dass
der Phanotyp von Rezeptor-Knock-out-Mausen hawdiglichere Missbildungen zeigt als der
Phanotyp von Liganden-Knock-out-Mausen (Ying ana2001). Im letzteren Fall kbnnen
offensichtlich andere Liganden die Funktion desldietien Liganden zumindest teilweise
Ubernehmen, was bei einem fehlenden Rezeptor mégtich ist.

Diese Beispiele zeigen, dass trotz starker Sigmaumenz in einzelnen Fallen durch die
raumliche und zeitliche Verteilung der Expressionestimmter Rezeptor-/

Ligandenkombinationen spezifische Signale erzewytlen konnen.

1.3 Regulation der Signaltibertragung

Im extrazellularen Raum finden sich diverse Pragidie die biologische Aktivitat des
Liganden modulieren, indem sie prinzipiell die B#kdmpetenz des Liganden an
membranstandige Strukturen verandern. Im einfaohB&dl wird durch die Interaktion mit
einem solchen Modulatorprotein die Bindung des hdgn an die Rezeptoren verhindert und
somit die Konzentration des "freien" Liganden ednigt. Beispiele hierfur sind das an
diverse BMPs bindende Modulatorprotein Noggin (et al., 2002) oder Follistatin,
welches z.B. an Activine bindet (Harrington et 2D06). Eine kompliziertere Moglichkeit der
Signalmodulation konnte anhand der Embryonalentwigk von D. melanogasteigezeigt
werden. Hier bewirkt das Zusammenspiel der dretdfak Sog (short gastrulation), das zur
Chordin-Familie gehort (Francois et al., 1994),laidl (Finelli et al., 1994) und Tsg (twisted
gastrulation) (Ross et al., 2001) einerseits emaktivierung des Liganden, und andererseits
einen Transport und eine Reaktivierung des Ligandananderer Stelle (Shimmi and
O'Connor, 2003). Dies wird dadurch erreicht, dasg 8irekt an BMPs binden kann und
dadurch eine Interaktion des Liganden mit den zdggbln Rezeptoren antagonisiert
(Marques et al., 1997). Die Transportfunktion wiah Tsg unterstitzt, das den Komplex aus
Sog und BMP bindet (Marques et al., 1997; Ross.e2@01). Tolloid, eine Metalloprotease,

kann dann an anderer Stelle diesen inhibitorisdkemplex zerstéren und den Liganden
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freisetzen (Marques et al., 1997; Shimmi and O'©on2003). Durch diesen Mechanismus

ist es moglich, einen Konzentrationsgradientenbd@egisch aktiven Liganden zu etablieren.

Extracellular modulators
< (noggin, chordin, ...)

. ¢ ECM
GS-Box \ Co- or Pseudo-receptors
Intracellular Type Typell ( = Inhibitory SMADs

o hosphat

SMAD phosphatases

.<-> 55 4= Ubiguitination
¢ <= nuclear transport

. /\‘ Gene

Nucleus

Abb. 7: Regulation der Signaliibertragung. Die Abbitlung zeigt schematisch einige Mdglichkeiten, um die
ligandeninduzierte Signaltibertragung Uber den SMADSignalweg zu regulieren (Nickel et al., 2009).

Auf Ebene der Zellmembran kann durch die BindungBastandteile der extrazellularen
Matrix, wie z.B. an Heparin, ebenfalls die bioladis Aktivitat einzelner Liganden moduliert
werden (Rider, 2006). Einerseits wird durch diedBing der Liganden an die ECM die
Interaktion mit den Rezeptoren inhibiert, andenéssgient die ECM aber auch als eine Art
von Speicher, indem die laterale Diffusion einge&okt und dadurch die lokale
Ligandenkonzentration erhdht wird.

AulRer der ECM kommen auf der Zelloberflache auokuBsrezeptoren und Co-Rezeptoren
fur einzelne Liganden vor. Pseudorezeptoren wie Bamspiel BAMBI (BMP and_Activin
receptor_nembrane_bund _nhibitor) bestehen aus einer Transmembrandoméaneeunet
extrazellularen Domane, die Ahnlichkeiten zur ezgtluaren Doméane von Typ-I-Rezeptoren
aufweist (Onichtchouk et al., 1999). BAMBI ist dadu in der Lage, Komplexe mit anderen
Typ-I- und Typ-ll-Rezeptoren zu bilden. Da BAMBIdech keine Kinasedomane enthalt,
wirkt der Pseudorezeptor dominant-negativ auf dign&ubertragung. Interessanterweise
interagiert BAMBI nicht mit allen Typ-I-Rezeptoregleich, so dass eine spezifische
Beeinflussung der Signalibertragung bestimmter ndga angenommen werden kann
(Onichtchouk et al., 1999).

Der erste beschriebene Co-Rezeptor fir die durch-f&5Ginduzierte Signallibertragung war
Betaglycan (TGHBR-III) (Lopez-Casillas et al., 1993). Spater steBich heraus, dass dieser
Co-Rezeptor auch fur die Funktion von Inhibin eamscheidende Rolle spielt (Gray et al.,
2002), da eine Bindung von Inhibin an die Typ-llzZRptoren ActR-II, ActR-1IB und BMPR-
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Il nur in Gegenwart von Betaglycan stattfinden kafaf diese Weise ist Inhibin in der Lage,
nicht nur die Activin-vermittelte Signallibertragyngondern auch die Signaltbertragung
durch BMP-2, BMP-7, GDF-5 und einige andere BMPsirubieren (Wiater and Vale,
2003).

Auch fur BMPs wurden Co-Rezeptoren identifizierieve.B. RGMa, RGMb (Dragon) und
RGMc (Hemojuvelin) (Lin et al., 2007; Samad et &@005; Xia et al., 2007). Bei diesen
sogenannten épulsive _Giidance _Mlecules handelt es sich um GPIl-verankerte Prgteine
welche in allen Fallen die Liganden direkt bindeaher unterschiedliche biologische
Aktivitaten aufweisen (Halbrooks et al., 2007).

Intrazellular stehen fir die Regulation der SMADwételten SignalUbertragung ebenfalls
verschiedene Wege zur Verfiugung. Neben den beeensihnten inhibitorischen SMADs
SMAD-6 und SMAD-7 kann die Signalubertragung duréthosphatasen, die die
Kinaseaktivitat der Rezeptoren beeinflussen (Cheal.e 2006), durch Ubiquitin-abhangige
Proteolyse (Zhu et al., 1999) oder durch Transkmystrepressoren (Wotton and Massague,
2001) beeinflusst werden. AulRerdem besteht die iddigit, den Transport der aktivierten
SMADs in den Zellkern durch Interaktion mit anderéroteinen (MAN1) zu verhindern
(Bengtsson, 2007). Inwieweit diese MechanismenEztibhung der Spezifitat des Liganden

induzierten Signals beitragen ist jedoch weitgehametforscht.

1.4 Mechanismen der Sighalkomplexformierung

Der Gegensatz zwischen einer Vielzahl von Liganai@nder einen und nur wenigen fur die
Signalvermittlung vorhandenen Rezeptoren auf ddemn Seite lasst eine Promiskuitét in
der Liganden-/Rezeptor-Interaktion vermuten (Abllgd 8). Tatséchlich konnte durch
Reportergenanalysen und Quervernetzungsexperirgeategt werden, dass sowohl einzelne
Liganden mit mehreren verschiedenen Rezeptorenaadf ein einzelner Rezeptor mit
verschiedenen Liganden interagieren kann. Die schézdlichen Affinitdten der einzelnen
Rezeptor-/ Liganden-Interaktionen und die Tatsadtess die Signallbertragung einen
heterooligomeren Rezeptorkomplex erfordert, dedtarauf hin, dass auf diese Weise eine
Vielzahl von Liganden-Rezeptor-Komplexen mit untéiedlichen Signaleigenschaften

gebildet werden kénnen.
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ligand

type | receptor type Il receptor
| |
T’E”;{'_'l oW TGFB-1/2/3 high  TBR-II
TBR-l  Iow high  ActR-Il
ActRIB +— CPFETT = aoriB
1 1
low  Activin-A  high ActR-Il
ACR-B <= hibin > ActR-IIB
I I
low high ActR-II
ActRl &Y BMP-6-7 D9 et
1 1
_ ActR-Il
BMPR-IA high BMP-2/-4  low
«— — ActR-IIB
BMPR-1B | GDF-5 | BMPRHI

Abb. 8: Ubersicht Giber die Promiskuitét in der Liganden-Rezeptor-Interaktion. Die Abbildung zeigt die
bevorzugten Rezeptorkombinationen fiir ausgewabhlte iganden sowie Unterschiede in den Affinitaten zu
den einzelnen Rezeptorsubtypen (Nickel et al., 2009

Neben AMHR-II, der nur das Antimuellerian HormonMA) bindet, zeigt der TGB-Typ-
lI-Rezeptor die hochste Bindespezifitat, da er mitr den drei TGH-Isoformen TGH31,
TGF{2 und TGFB3 mit hoher Affinitat interagiert (Wrana et al., 9. Im Gegensatz dazu
interagieren die Typ-llI-Rezeptoren ActR-11 und AdiB mit einer Vielzahl von Liganden
verschiedener Unterfamilien. Bemerkenswert fir loggden Activin Typ 1l Rezeptoren ist
ihre duale Signalspezifitdt. So kann Activin-A vbeiden Rezeptoren mit hoher Affinitat
gebunden werden, was nach Rekrutierung des TyéRers ActR-IB zur Aktivierung des
SMAD-2/3-Signalwegs fihrt. ActR-1IB kann aber auctit BMP-2 interagieren, was eine
Aktivierung des SMAD-1/5/8-Signalwegs zur Folge (Mdagaso et al., 1999). Dieses Beispiel
zeigt deutlich, dass einzelne Rezeptoren in urterdtiche Signalkomplexe eingebunden
werden konnen, wobei der aktivierte Signalweg vawsjls verwendeten Typ-I-Rezeptor
abhangt.

In Endothelzellen konnte zudem gezeigt werden, d@SE{f3s in Abhangigkeit von der
Prasenz der Typ-lI-Rezeptoren Alk-1 oder T@# beide SMAD-2/3 und SMAD-1/5/8
Signalwege aktivieren kénnen. Die Zusammensetzuwrg Liband-Rezeptor-Komplexe ist

allerdings bis heute nicht vollstandig bekannt. Bigivierung beider Signalwege kann durch
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zwei verschiedene Signalkomplexe erfolgen, die jsveais dem Liganden und homodimeren
Typ-I- und Typ-lI-Rezeptoren bestehen. Es ist almnfalls moglich, dass beide Signalwege
durch einen einzigen Ligand-Rezeptor-Komplex aktiviverden, welcher zwei verschiedene
Typ-1-Rezeptorketten beinhaltet.

Neben den beschriebenen qualitativen Unterschiedender Zusamensetzung der
Signalkomplexe sind auch die Affinitaten der indivellen Liganden-Rezeptor-Interaktionen
von grofRer Bedeutung. Dies wird besonders deuthoh Beispiel von GDF-5. GDF-5
interagiert bevorzugt mit dem Typ-I-Rezeptor BMAR{Kp ~ 1nM). Eine Interaktion mit
BMPR-IA ist ebenfalls moglich, erfolgt allerdingsitnetwa 15-fach geringerer Affinitako
15- 20nM). Mutationen in GDF-5, die entweder inegitrhOhung oder einer Verminderung
der Bindeaffinitaten zu mindestens einem der beitigm | Rezeptoren resultieren, simd
vivo mit Stérungen in der Entwicklung einzelner Fingdegke (Symphlangien oder
Brachydactylien) korreliert (Nickel et al., 200%eénann et al., 2005).

Die dimere Struktur des Liganden impliziert einemtednohexameren Ligand-Rezeptor-
Komplex (ein Ligandendimer und jeweils zwei Typ4dnd Typ-llI-Rezeptorketten) als
biologisch funktionelle Einheit. Eine solche Zusaemsetzung konnten vitro durch
Strukturanalysen fur Komplexe aus BMP-2 und demageilularen Domanen von BMPR-IA
und ActR-1l bzw. ActR-1IB sowie fir Komplexe aus FP3 und den extrazellularen
Domanen der Rezeptoren TGR-1 und TGFBR-II nachgewiesen werden (Allendorph et al.,
2006; Groppe et al., 2008; Weber et al.,, 2007). bemauszufinden, wien vivo die
Rezeptoren auf Zelloberflachen angeordnet sindgd&rudie ersten Experimente gegen Ende
der neunziger Jahre des letzten Jahrhunderts defitiry Dabei fand man heraus, dass
sowohl TGFBR-I als auch TGBR-Il in Abwesenheit des Liganden bereits als praferte
Homodimere vorliegen, die schon im endoplasmatisdRetikulum gebildet werden (Gilboa
et al., 1998). Fiur die Dimerisierung sind die Trapmbran- und die zytoplasmatische
Domane essentiell. Lediglich ein geringer Antedr (Rezeptoren liegt als heteromerer
Komplex bestehend aus Rezeptoren beider Subtypem®uoch Zugabe des Liganden nimmt
dieser Anteil jedoch stark zu (Wells et al., 1998). Gegensatz dazu liegen die BMP-
Rezeptoren BMPR-IA, BMPR-IB und BMPR-Il unabhéangigm Vorhandensein des
Liganden als unterschiedlich zusammengesetzte rpni#de Komplexe auf der
Zelloberflache vor (Gilboa et al., 2000). Diese BF(@e-formed _omplexes) lassen
vermuten, dass hier die Signalvermittiung durcheegurch die Bindung des Liganden
ausgeldste Anderung der Konformation der Rezeptstattfindet. AuRerdem konnte gezeigt

werden, dass nach Zugabe des Liganden sowohl diahAimeteromerer Rezeptorkomplexe
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bestehend aus beiden Rezeptorsubtypen, als auch Adehl homomerer Typ-I-
Rezeptorkomplexe deutlich ansteigt. Hieraus lass&h also zwei Wege fur die
Rezeptoroligomerisierung ableiten, die schematischAbbildung 9 wiedergegeben sind:
ligandenunabhéngig in Form von praformierten Komeiteund ligandenabhangig tber so
genannte  BISCs _(BP-induced _mnaling _®©mplexes). Die BISC-vermittelte
Signalubertragung scheint dabei an die Lokalisatien Rezeptoren in Lipid Rafts oder
Cavaeolae gebunden zu sein, wohingegen die Sigerdldgung Uber praformierte

Rezeptorkomplexe unabhangig von diesen zellulanerktaren ist (Hartung et al., 2006).

O O
/— SMAD-1/5/8 mran
<o
SMAD-4 l
l -

p38 5

A\

Nukleus

I_il

Zielgene

Abb. 9: Schematische Darstellung der SMAD- und MAPKSignalwege. Bei der Bindung von BMP an
praformierte Rezeptorkomplexe (PFC, Pre-Formed Comfex) kommt es zur Induktion des SMAD-

abhéngigen Signalweges. Die Bindung an die Typ-I-Reptoren und die anschlieende Rekrutierung der
Typ-lI-Rezeptoren in den Komplex (BISC, BMP-Induced Signaling Complex) fuhrt zur Induktion des

p38-MAPK-Signalweges.

Aus den gewonnenen Daten lassen sich Ruckschlissenzauf die Art und Weise, wie

Rezeptoren auf der Zelloberflache angeordnet simblwie durch unterschiedliche Arten der
Rezeptorkomplexbildung unterschiedliche SignaldienZelle geleitet werden kénnen.

Von besonderer Bedeutung ist dabei die Tatsaclss, di@a Rekrutierung von Rezeptoren zu
einem heterohexameren Komplex, wie er durch Strakalyse einzelner Ligand-Rezeptor
Komplexe beschrieben wurde, auf Zelloberflachen Aliglésung praformierter Komplexe

zumindest eines Rezeptorsuptyps fordert. Diest staltirlich die Frage nach dem Sinn
solcher praformierten Komplexe. Als Losung diesegerDmas wurde kirzlich das

Vorhandensein eines multimeren Rezeptorpatchesesonjagen (Nickel et al., 2009). In

diesem Modell liegen mehrere Rezeptoren in einbehgeordneten Struktur vor. Allerdings
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bringt dies wiederum den Nachteil mit sich, dassludeh die Flexibilitdt, mit welchen
Liganden ein Signal ausgeltst werden kann, eingaskhwird. Dieser Nachteil kann aber
dadurch ausgeglichen werden, dass in Systemengeide hohe Flexibilitdt bendtigen,
verstarkt andere Mdoglichkeiten zur Signalvermitumenutzt werden wie zum Beispiel die
bereits angesprochenen induzierten Rezeptorkompizigs ist in Ubereinstimmung mit der
Beobachtung, dass die Rezeptoren TR und TGFBR-II grofitenteils als praformierte
Komplexe vorliegen, diese allerdings auch nur dign&le von drei TGH-Isoformen
vermitteln midssen. Im Gegensatz dazu liegen die #dReptoren nur in geringer Zahl als
praformierte Komplexe auf der Zelloberflache voufAliese Weise sind sie in der Lage, mit
einer grol3eren Anzahl von Liganden flexibel zuraggeren.

Neben der beschriebenen Kolokalisation der Rezeptst die Bindung des Liganden durch
den Rezeptorkomplex fir die Generierung eines &gmatwendig. Es wird vermutet, dass
dabei Konformationsanderungen des Liganden und/ddeiRezeptoren eine Rolle spielen.
Aul3erdem lasst sich annehmen, dass die Rezepton@ndest zu einem gewissen Teil mobil
in der Membran vorliegen missen. Nach dem Modell Smger und Nicolson kann man sich
die Zellmembran als eine Doppelschicht aus Phogpteh vorstellen, die sowohl fllissige
als auch kristalline Eigenschaften aufweisen karnn. diese Doppelschicht sind
Membranproteine eingelagert, die die Doppelschigahz oder teilweise durchspannen
konnen und &hnlich wie Eisberge im Meer in dieseeidimensionalen Schicht treiben
(Singer and Nicolson, 1972). Wenn die Proteine tninft anderen zellularen Bestandteilen
interagieren, liegt eine freie laterale Diffusioorwnd ihre Bewegung zeigt die Eigenschaften
der Brownschen Molekularbewegung (Einstein, 1906). Gegensatz zu einer lateralen
Diffusion von Teilchen auf einer Wasseroberflaclves sie Robert Brown beschrieben hat,
zeigen Membranproteine aufgrund des héheren Watwiss der Membran allerdings eine
deutlich niedrigere Mobilitéat, die bei einer Intktian der Proteine mit zellularen
Bestandteilen wie dem Zytoskelett nochmals abniii@herry et al., 1998). Dieses Verhalten
wird auch als anormale Diffusion bezeichnet (Saxgf®7, Saxton, 2008).

Die Mobilitat von Membranproteinen kann durch véiedene Interaktionen beeinflusst
werden. Diese Interaktionen kdnnen dabei sowohkawén extrazellularen Domanen mit
Faktoren auf3erhalb der Zelle, als auch zwischen uhrazellularen Domé&nen mit
zytosolischen Zellbestandteilen stattfinden (Zhangl., 1991, Zhang et al., 1992). Es wurde
aullerdem gezeigt, dass weitere Mikrostrukturentierem, die einen Einfluss auf die
Mobilitat der Membranproteine haben (Sheetz et H80; Zhang et al., 1993). Diese
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Restriktionen schranken die Mobilitat haufig sowesit, dass ein Teil einer Proteinpopulation
immobil erscheint (Zhang et al., 1993).

Die signalvermittelnden Rezeptoren fir bestimmtgahiden wurden anfanglich durch die
Analyse der Spezifitat und Affinitat einzelner Ligken und Rezeptoren durch
Quervernetzungsexperimente  bestimmt.  Dabei  wurderwei z unterschiedliche
Bindungsmechanismen postuliert. Fir T@dund die Activine wurde ein sequentieller Weg
vorgeschlagen, bei dem der Ligand zuerst mit hétienitat an den Typ-II-Rezeptor bindet
und dieser Komplex anschlielRend mit niedriger Affinmit dem Typ-I-Rezeptor interagiert
(Attisano et al., 1996). Bei Liganden, die dieseracklanismus unterliegen, ist eine direkte
Quervernetzung nur mit dem hochaffinen Typ-lI-Réaepdglich; eine Quervernetzung mit
dem Typ-I-Rezeptor gelingt nur in Gegenwart des-MyRezeptors. Der zweite, fur BMPs
diskutierte Weg, wird kooperativ genannt und zeathsich dadurch aus, dass hier eine
Quervernetzung sowohl mit dem Typ-l- als auch mémd Typ-lI-Rezeptor auch in
Abwesenheit des jeweils anderen Rezeptorsubtypdichdgt (Liu et al., 1995). Sind beide
Rezeptorsubtypen prasent, ist die Quervernetzuigyselz deutlich erhéht. Die molekularen
Grundlagen dieser Beobachtungen sind allerdingsduige nicht vollstandig aufgeklart. Aus
den Regeln der Thermodynamik lasst sich aber ableidtass die Bindung eines Liganden an
membranstandige Rezeptoren — so diese nicht disrpriarter Komplex oder Rezeptorpatch
vorliegen — schrittweise erfolgen muss, da einéclgieitige Bindung energetisch ungunstig
ist und nur aul3erst selten vorkommt. Daraus esydt, dass der erste Schritt in der Bildung
eines ligandeninduzierten Signalkomplexes die Bigddes Liganden an einen einzelnen
Rezeptor oder ein praformiertes Rezeptorhomodireer siuss. Der zweite Rezeptorsubtyp
muss dann im Anschluss in den Komplex rekrutiertrden. Ein sequentieller
Bindungsmechanismus muss daher fur alle ligandemieden Rezeptorkomplexe
angenommen werden.

Fur BMP-2 konnte mit Hilfe von Oberflachenresonaessungen bestétigt werden, dass eine
Bindung an beide Rezeptorsubtypen mdglich ist. Dalae die Affinitat der Bindung an die
Typ-I-Rezeptoren BMPR-IA und BMPR-IB hoher als kbagr Bindung an die Typ-II-
Rezeptoren (Kirsch et al., 2000). Die hohe Affind@r Typ-I-Rezeptorinteraktion wird dabei
hauptsachlich durch eine niedrige Dissoziation rgarcht, die eine lange Halbwertszeit der
einzelnen Komplexe vermuten lasst. Die Bindung &n Td/p-llI-Rezeptoren zeichnet sich
dagegen durch deutlich schnellere Bindekinetiken &ie Typ-I-Rezeptoren scheinen also
eine Ankerfunktion flir den Liganden auszulben, walirdie Typ-llI-Rezeptoren fir die

Aktivierung des Signalkomplexes zustandig sind. &dBm lasst die Tatsache, dass in BMP-
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2 nur Mutationen im Bindeepitop fur die Typ-ll-R@teren einen antagonistischen Effekt
haben, darauf schlieBen, dass auch BMP-2 einemesgellen Bindungsmechanismus
unterliegt. Interessanterweise zeigen sich antageche Effekte bereits in Mutanten, bei
denen die Bindungsaffinitat nur relativ gering (den Faktor 3-10) verringert wurde (Kirsch
et al., 2000). Auch heterodimere Mutanten mit nimem veranderten Typ-ll-Bindeepitop
blockieren die BMP-2-vermittelte Signaltibertraglkagmplett (Knaus and Sebald, 2001). Im
Gegensatz dazu zeigen heterodimere Typ-I-Epitopakten, bei denen die Bindungsaffinitat
zu BMPR-IA 50-fach niedriger ist als im wildtypisam Protein, nur einen geringen Effekt in
Alkalischen Phosphatase- und Reportergenstudien. @#scheidende Faktor fur die
Formierung eines  funktionalen = BMP-2-Signalkomplexesscheint also  die
Dissoziationskonstante der Ligand:Typ-ll-Rezeptdetaktion zu sein. Biosensoranalysen
haben aul3erdem gezeigt, dass die Affinitat der ABHBMP-2-Interaktion unabhéngig von
der Anwesenheit des Typ-I-Rezeptors BMPR-IA ist.isEsdaher unwahrscheinlich, dass es
energetisch vorteilhafte Kontakte zwischen denazeitularen Rezeptordomanen oder durch
den Typ-I-Rezeptor verursachte Konformationsandggonim Liganden-Bindeepitop des
Typ-lI-Rezeptors gibt. Dies konnte durch Struktaigee von terndren Komplexen bestétigt
werden (Allendorph et al., 2006; Weber et al., 2J0Bis heute konnten rezeptorvermittelte
Konformationsanderungen und Rezeptor:Rezeptor-komtaur im ternaren Komplex aus
TGF$3, TGFBR-I und TGFBR-II nachgewiesen werden (Groppe et al., 2008).Adimitat
der TGFB3: TGFPR-I-Interaktion steigt in Anwesenheit des Typ-llZRetors etwa 60-fach
an.

Diese Unterschiede zwischen dem T@BFActivin- und dem BMP-System kdnnten auch die
Grundlage fur Unterschiede in der biologischen ¥kt sein. Die lange Halbwertzeit des
BMP-2:BMPR-IA-Komplexes legt nahe, dass die releti&n Typ-llI-Rezeptoren lediglich
eine geringe Anzahl an ligandengebundenen Typ-ERtezen aktivieren kdnnen. Betrachtet
man dagegen TGF-und Activin, findet die Verankerung des Ligandeierhdurch die
hochaffine Bindung des Typ-lI-Rezeptors statt. Dgp-1-Rezeptor kann dann im Anschluss
gebunden und aktiviert werden, wobei die geringéniéit der Bindung vermuten lasst, dass
der Typ-I-Rezeptor im Anschluss aus dem Komplexdeteentlassen werden kann. Auf diese
Weise kann selbst bei geringer Anzahl ligandengdener Typ-lI-Rezeptoren eine grolie
Anzahl an Typ-I-Rezeptoren aktiviert werden, wag @h zellbasierten Untersuchungen
beobachteten sehr niedrigen g@erte von TGH und Activin erklaren konnte (Cheifetz et
al., 1990; Ling et al., 1986). Durch die sehr nigein Bindeaffinitaten der extrazellularen
Doméanen der Typ-I-Rezeptoren ActR-1, ActR-IB undF-ER-I zu den jeweiligen Liganden
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stellt sich jedoch die Frage, wie hier die Spedifder Bindung generiert wird. Wie im Fall
der Rekrutierung von ActR-lI durch BMP-7 oder Act®R-tlurch Activin-A gezeigt wurde,
scheint der intrazellulare Teil der Rezeptoren &dRolle zu spielen (Greenwald et al., 2003).
Dass eine ligandenunabhangige Heterooligomerisierauch bei Activin-Rezeptoren
beobachtet wurde (Attisano et al., 1996) lasst weem dass Transmembrandomanen von
Rezeptoren verschiedener Subtypen miteinanderagigren. Es ist aber auch mdglich, dass
weitere, bisher nicht identifizierte Komponentender Zellmembran fur die Erzeugung von

Spezifitat in der Rekrutierung signalaktiver Komydererantwortlich sind.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollten die molekula@rundlagen der Rezeptorkomplexbildung
aufgeklart werden. Insbesondere sollte dabei wntbtswerden, ob die bereits in friheren
Arbeiten postulierte Kooperativitat der BMP-2-vettslten Signalkomplexbildung bestéatigt
werden kann. Am Anfang stand dabei die Fragestglluvie bestimmte Rezeptoren trotz
nicht messbarer oder nur geringer Affinitdt zu deganden trotzdem in einen signalaktiven
Komplex rekrutiert werden kénnen. Der erste Schett Untersuchungen bestand daher darin,
mit Hilfe von Rezeptormutanten herauszufinden, woda Erkennung und Rekrutierung des
.korrekten“ Rezeptors fur den Signalkomplex abhgnigi. Als Grundlage hierfir dienten die
in friheren Untersuchungen ermittelten Rezeptoehdgn-Affinitdten. Da es sich bei diesen
Experimenten unin vitro-Versuche handelte, sollte aul3erdem untersuchtemelidwieweit
diese friheren Messungen mit Messungen von Rezkganden-Aktivitdten auf ganzen
Zellen vergleichbar sind.

Da fur die ligandeninduzierte Komplexformierung andest eine gewisse Mobilitat der
Rezeptoren in der  Zellmembran angenommen  werden s,muswurden
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen durchgefiim diese Mobilitdt quantifizieren
zu konnen und die sie bestimmenden Parameter lzefanden. Im letzten Teil der Arbeit
wurde  schlieRBlich  die eigentliche ligandeninduzert Komplexbildung  durch
fluoreszenzmikroskopische Experimente untersuchbeDbwurde besonderes Augenmerk auf
Unterschiede in der stéchiometrischen Zusammensgtder Rezeptor-Liganden-Komplexe

gelegt.
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2. Material & Methoden

2.1 Abklrzungen

Abb. Abbildung mA Milliampere

ActR-IA Activin Typ IA Rezeptor min Minute

ActR-IB Activin Typ IB Rezeptor mi Milliliter

ActR-l Activin Typ Il Rezeptor mM Millimolar

ActR-IIB Activin Typ IIB Rezeptor ul Mikroliter

ALK Activin receptor-like kinase UM Mikromolar

BMP Bone Morphogenetic Protein ng Nanogramm

BMPR-IA Bone Morphogenetic Protein nM Nanomolar
Rezeptor Typ IA

BMPR-IB Bone Morphogenetic Protein| |nm Nanometer
Rezeptor Typ 1B

BMPR-II Bone Morphogenetic Protein ROI Region of Interest
Rezeptor Typ Il

dest. destilliert sec Sekunde

FRAP Fluorescence Recovery Aftef |TGF Transforming Groth Factgy
Photobleaching

FRET Fluorescence Resonance TGFBR-I Transforming Groth Factgy
Energy Transfer Rezeptor Typ |

GDF Growth and Differentiation TGFBR-II Transforming Groth Factdgy
Factor Rezeptor Typ Il

M Molar (Mol pro Liter) W Watt
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2.2 Ausgangsmaterialien

2.2.1 Chemikalien & Enzyme

Chemikalien und Enzyme werden von folgenden Firmemichster Reinheitsstufe bezogen:
Amersham, Biorad, Cell Signaling, Fermentas, Flukihco-BRL, Merck, New England
Biolabs, Pharmacia, Promega, Roth, Serva, Sigmatagene.

2.2.2 Molekularbiologische Kits

DNA Préaparation: Wizard Plus SV Miniprep DNA Pig#tion System
(Promega)
Plasmid Maxi Kit (Qiagen)

Sequenzierung GenomelLab DTCS Quickstart Kit (Beaak Coulter)

Agarose-Gelextraktion: Wizard SV Gel and PCR ClganSystem (Promega)

Luciferase-Assay: Luciferase Assay System (Pra@neg

B-Galaktosidase-Assay: p-Galaktosidase Enzyme Assay System (Promega)

2.2.3 Bakterienstamme

Escherichia coli

JM109 (ATCC 53323): F' traD36 proA+ proB+ lacldtddacZ)M15
delta(lac-proAB) supE44 hsdR17 recAl gyrA96 thi-
1 endAl relAl el4- lambda-

2.2.4 Vektoren

Zur Herstellung der Fluorophor-konjugierten Rezedgtostrukte wurden die Plasmide/Zs
CFP und G2-YFP benutzt, die freundlicherweise von Dr. MoBinemann vom Institut fur
Pharmakologie zur Verfigung gestellt wurden. Esdelnes sich um pcDNA3-Vektoren
(Invitrogen, Abb. 10), bei denen zwischen die Hirdind Xbal-Schnittstellen der Multiple
Cloning Site die Sequenz fur das kleine G-Proteyi2 @ingeflgt wurde. C-terminal daran
befindet sich zwischen den Xbal- und Xhol-Schreitsh die Sequenz fir das Cyan- oder das

Yellow Fluorescent Protein.
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Zur Herstellung der Rezeptorkonstrukte wurde aigesr G2-CFP mit Hindlll und Xbal
geschnitten und das grof3ere Fragment mit Hilfe \&emard SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega) aufgereinigt. Die gewlinschte Rez&NA wurde per PCR amplifiziert
und mit korrespondierenden Schnittstellen versehaschliel3end verdaut und aufgereinigt
und in den geschnittenen Vektor ligiert.

Byl

Il Apal Ahd
PspOMI

> / Z Nhel
CMV Promoter \s\ Kpnl EcoRV
X Jf,BamHI Notl
%4 Ecorl __|Xhol
| \ & Xbal
\ T7 Promoter J Eco01091
5000 MCS Apal
PspOMI

- Bbsl
pcDNA3.1+™

5428 bps

- Bbsl

pcDNA3
5446 bps

2000 Dralll Dralll
AN

SV40 Promoter
Pcil // SexAl Pcil SexAl

Bst11071

o Bin! Bst11071
smi

Smal Bsml

BssHIl
BssHIl

Abb. 10: Vektorkarten der Vektoren pcDNA3 und pcDNA3.1+ (Invitrogen). Diese Vektoren wurden als
Ausgangsvektoren der Klonierungen verwendet.

Zur Herstellung der YFP-konjugierten Konstrukte deirG/2-YFP mit Xbal und Xhol
verdaut und das kleinere Fragment aufgereinigticGteitig wurde das CFP-konjugierte

Rezeptorkonstrukt mit den gleichen Enzymen verdadtdas grof3ere Fragment aufgereinigt.
Anschliel3end wurden beide Fragmente ligiert.

2.2.5 Oligonukleotide

Zur Herstellung der Inserts fur die Fluorophor-kanerten Rezeptorkonstrukte wurden
folgende PCR-Primer verwendet:

hBRIA-HindllI-s: 5’-aga gaa aag ctt gaa atg gaj cta tac att tac atc-3’
hBRIA-TM-Xbal-a: 5’-aga gaa tct aga tct gct tgd get ctt gca ata atg-3’
hBRIA-FL-Xbal-a: 5’-aga gaa tct aga gat ttt tac ) gga ttc aac-3’
MARIIB-HindllI-s: 5’-aga gaa aag ctt gaa atg gog @cc tgg gcg gc-3’
MARIIB-TM-Xbal-a: 5’-aga gaa tct aga gaa cac atg gta ggg agg ttt ccg-3’
MARIIB-FL-Xbal-a: 5’-aga gaa tct aga gat gct g¢attt agg g-3’
hBRII-Hindlll-s: 5’-aga gaa aag ctt gaa atg gcttiog ctg cag cgg c-3
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hBRII-TM-Avrll-a: 5’-aga gaa cct agg ttg ttt agtcdcec tgt caa c-3’
hBRII-FL-Avrll-a: 5’-aga gaa cct agg cag aca @it tce tat atc-3’
hALK4-HindllI-s: 5’-aga gaa aag ctt gaa atg gcg ¢eg gcc gga g-3’
hALK4-FL-Xbal-a: 5’-aga gaa tct aga gat ctt cac it ctg c-3’

Fur die Konstruktion der Konstrukte mit PECAM1-Tsamembrandomane wurden die
Bestandteile mit folgenden Primern hergestellt ansichlie3end rekombiniert:
(1)-BRIAecd-PECAM1-a: 5’-gat aac cac tgc aat aag¢g aat gct gcc atc aaa aaa cg-3’
(2)-BRIAicd-PECAM1-s:  5’-gct ctc ttg atc att gcgagaaa cat tat tgc aag agc atc tc-3’
(3)-BRIAecd-PECAM1-a: 5'-gca atg atc act ccg al@gatc act gca ata agt cc-3’
(4)-BRIAIcd-PECAM1-s:  5’-cat cgg agt gat cat tget ¢tt gat cat tgc g-3’

2.2.6 Wachstumsfaktoren

coreBMP-2 wi: E. coli; rekombinant Dr. Joachiickel
coreBMP-2 wt/L51P Hetero: E. coli; rekombinant r. Doachim Nickel
coreBMP-2 wt/A34D Hetero: E. coli; rekombinant .Doachim Nickel
coreBMP-2 L100P Homo: E. coli; rekombinant Dyadhim Nickel
coreBMP-2 wt/L100P Hetero: E. coli; rekombinant Dr. Joachim Nickel
hTGF{2: E. coli; rekombinant Kai Heinecke
hGDF-5 wt: E. coli; rekombinant Dr. Joachinchl
hGDF-5R57A Homo: E. coli; rekombinant Dr. JoaciNickel
hGDF-5Y106KQ108D: E. coli; recombinant Dr. JoatNickel
hGDF-5R57AY106KQ108D: E. coli; recombinant Dragbim Nickel

Bei den coreBMP-2-Varianten wurden die N-terminaléteparinbindungsstellen des
wildtypischen BMP-2 entfernt, um unspezifische takgionen der Wachstumsfaktoren mit
der extrazellularen Matrix auf Zelloberflachen zernngern (Ruppert et al., 1996; Rider,
2006). Die core-Varianten zeigten in vorhergehend&osensoranalysen die gleichen
Bindungskonstanten zu den einzelnen Rezeptorsubtyyie wildtypisches BMP-2 bzw.

hetero- oder homodimere Bindeepitopmutanten, dee Eleparinbindungsstellen verfiigen.

27



2. Material & Methoden

2.2.7 Zelllinien

HEK-tsA201
C2C12
ATDC5
COS7

Human, Embryonic Kidney (Margolskdeak, 1993)
Mouse, Myoblast, ATCC CRL-1772

Mouse, Embryo, Riken RCB0565

African green monkey, Kidney, ATCC CRL-165
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Pfu-Puffer (10x): 200 mM Tris-HCI pH 8,8
100 mM KCI
100 mM (NH).SOy
1 % Triton X-100
1 mg/ml BSA

Standardmalfig wurde fur die PCR folgender Probextanerwendet:

10-20 ng Template-DNA

5 ul Pfu-Puffer (10x)

5 ul dNTPs (2,5 mM / Nukleotid)
2 ul Primer 1 (5 uM)

2 ul Primer 2 (5 uM)

1 pl Pfu-Polymerase

ad 50 pl ddHO

Die Spezifitat der Reaktion konnte in einigen Rélteirch die Zugabe von 5 pl Formamid, 5
pI DMSO oder 10 pl Betain (5 M) erh6ht werden.

Die Proben wurden im Thermocycler (Eppendorf Masteler Personal) mit folgendem

Programm amplifiziert:

1)95°C 5 min
2)95° C 30 sec
3)55°C 30 sec

4)72° C 3 min Die Schritte 2-4 wurden 30x wieasth
5)72°C 7 min
6) 4° C oo min

Die Annealing-Temperatur wurde entsprechend deegelgenen Primer-Schmelztemperatur

angepasst.
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2.3.2 Rekombinante PCR

Pfu-Puffer (10x): 200 mM Tris-HCI pH 8,8
100 mM KCI
100 mM (NH).SO,
1 % Triton X-100
1 mg/ml BSA

Fur die Rekombination von zwei PCR-Produkten wurdésse mit einer Standard-PCR
hergestellt, wobei die Primer so gewahlt wurderssdaeide Produkte zueinander kompatible
Uberlappende Enden aufwiesen. AnschlielRend wutderfder Ansatz verwendet:

1 pl PCR-Produkt 1

1 pl PCR-Produkt 2

5 ul Pfu-Puffer (10x)

5 4l DNTPs (2,5 mM / Nukleotid)
1 pl Pfu-Polymerase

ad 45 pl ddHO

Dieser Ansatz wurde dann fur 5 min auf 95° C ethitad langsam durch Ausschalten des
Thermocyclers auf Raumtemperatur abgekuihlt. Im Alss wurden je 2 pl der endstandigen
Primer sowie 1 pl Pfu-Polymerase zugegeben und &iaredard-PCR zur Amplifikation des
rekombinierten Produktes durchgefuhrt.

2.3.3 Zyklische Mutagenese

Pfu-Puffer (10x): 200 mM Tris-HCI pH 8,8
100 mM KCI
100 mM (NH).SOy
1 % Triton X-100
1 mg/ml BSA
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Fur die zyklische Mutagenese wurde folgender Angatwendet:

10-20 ng Template-DNA

5 ul Pfu-Puffer (10x)

5 ul dNTPs (2,5 mM / Nukleotid)
2 ul Primer 1 (5 uM)

2 ul Primer 2 (5 uM)

1 pl Pfu-Polymerase

ad 50 pl ddHO

Dazu wurden komplementare Primer konstruiert, ireddJitte die zu mutierende(n) Base(n)

plaziert wurden. Mit diesen wurde folgende PCR Hgetihrt:

1)95°C 5 min
2)95°C 30 sec
3)55°C 30 sec

4)72° C 10 min Die Schritte 2-4 wurden 20x widutet.
5)72° C 10 min
6) 4° C o0 min

Die Annealing-Temperatur wurde entsprechend deegelgenen Primer-Schmelztemperatur
angepasst. Im Anschluss an die Mutagenese-PCR vyutldes Restriktionsenzyms Dpnl zu
jedem Ansatz gegeben und dieser fur 30 min bei@GTikubiert. Dpnl erkennt und spaltet
nur methylierte DNA an der Sequenz GATC. Da nur @i Template eingesetzte Plasmid
DNA methyliert ist, fihrt diese Spaltung zur Reduwmng wildtypischer Klone. Vor der
Transfektion von Bakterien wurde das Enzym fur 16 bei 65° C inaktiviert.

2.3.4 Restriktionsverdau

Fur den Restriktionsverdau von DNA wurde folgenfliesatz benutzt:

DNA (Menge nach Bedarf)

Restriktionspuffer (Konzentration nach Bedarf)
20 u pro Restriktionsenzym

ad 40 ul HO

31



2. Material & Methoden

Der Verdau wurde fur 2 h bei 37° C durchgefuhrt.Amschluss wurde der komplette Ansatz
im Agarosegel aufgetrennt und das gewunschte Fratggmié dem Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega) nach den Angaben desehiers isoliert.

2.3.5 Ligation

Fur die Ligation von DNA-Fragmenten wurde folgendesatz verwendet:

DNA-Fragment 1

DNA-Fragment 2

2 ul T4 DNA Ligase Puffer (10x, NEB)
1 pl T4 DNA Ligase (NEB)

ad 20 pl HO

Die DNA-Fragmente wurden dabei in einem molarenhdknis von ca. 1:1 eingesetzt. Die

Ligation fand Uber Nacht bei Raumtemperatur statt.

2.3.6 Transformation

Fur die Transformation von DNA in Bakterien wurdgansformationskompetente E. coli
JM109 (hergestellt von Birgit Midloch) verwendetieBakterien wurden auf Eis aufgetaut,
die gewtinschte Menge DNA hinzugegeben und der &nmt30 min auf Eis inkubiert.

Anschliel3end wurde der Ansatz fur 90 sec auf 428rl@tzt und erneut fur 5 min auf Eis
inkubiert. Danach wurden zu dem Ansatz 800 pl LBdMe gegeben und die Bakterien fir
30 min auf 37° C gestellt. Im Anschlul3 wurden 10@-2| des Ansatzes auf LB-Agar-Platten

mit dem jeweils bendtigten Antibiotikum ausplattiend Gber Nacht bei 37° C inkubiert.

2.3.7 Plasmid-DNA-Aufreinigung

Zur Gewinnung reiner Plasmid-DNA wurden Ubernachitken in LB-Medium einzelner
Kolonien bei 37° C angesetzt. Am nachsten Tag wdaden die Plasmid-DNA mit Hilfe des
Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification System @frega) nach den Anweisungen des
Herstellers aufgereinigt. Zur Gewinnung gréReremlyen wurden 100 ml LB-Medium mit
50-100 pl der Ubernachtkultur angeimpft und ernigoer Nacht kultiviert. AnschlieRend
wurde die Plasmid-DNA mit dem Plasmid Maxi Kit na8hleitung des Herstellers Qiagen

aufgereinigt.
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2.3.8 Sequenzierung

Zur Uberprifung der Richtigkeit der klonierten Ktm&te wurde deren Basenabfolge auf
einem automatischen DNA-Sequenziergerat vom TypkiBeaa-Coulter CEQ8000 oder
CEQ8800 uberprift. Dazu wurde zuerst 1 pl PlasmiAD(Miniprep) mit 6 pl HO
vermischt und 2 min auf 95° C erhitzt. AnschlieR@ndde die Probe auf Eis gestellt. Zu der
Probe wurden dann 1 pl des jeweiligen Sequenziegrs (5 uM) und 2 pl der DTCS
QuicksStart-Sequenzierlésung gegeben und folgen@&s Programm ausgefuhrt:

1) 98°C 40 sec

2) 96° C 20 sec

3) 55°C 20 sec

4) 65°C 4 min Die Schritte 2-4 wurden 30x wiettst.
5) 4°C 0

Nach der Reaktion wurden die Proben geféllt, indenjeder Probe 2 pl 100 mM EDTA, 2 pl
3 M Natriumacetat pH 5,2 sowie 1 pl Glycogen (imig@6tart-Kit enthalten) gegeben

wurden. Nach dem vermischen wurde die DNA durchabagvon 60 ul eiskaltem Ethanol
gefallt und 5 min bei 14000 rpm abzentrifugiertr Dderstand wurde entfernt, das Pellet mit
80 ul eiskaltem Ethanol (70 %) gewaschen und errféut5 min bei 14000 rpm

abzentrifugiert. Nach Entfernen des UberstandsTrodknen des Pellets fiir 3-5 min wurde
das Pellet in 35 pl Sample Loading Solution (im é6Gitart-Kit enthalten) gelést und die

Sequenzierung gestartet.
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2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Zellkultur

HEK-tsA201-Zellen wurden im Brutschrank bei 37° Qidu5% CQ in folgendem

Wachstumsmedium kultiviert:

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM)
+ 10% Fetales Kélberserum (FCS)

+ 2 mM L-Glutamin

+ 1 mM Natriumpyruvat

+ 1/100 Penicillin/Streptamycin

Die Zellen wurden bei 80-100% Konfluenz im Verh&tnl:5 oder 1:10 in neue
Zellkulturflaschen gesplittet.

2.4.2 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 50 pl Zellsusgpen mit 50 pl Trypanblaulésung zur
Anfarbung toter Zellen gemischt und in einer Neud@ammer ausgezahlt. Hierbei wurden
mindestens drei groRe Quadrate des Rasters ausgewsarschlieRend konnte die Zellzahl

nach folgender Formel berechnet werden:

D (Zellen / Ny ypgen® 2 = Z %10 Zellen/ m

2.4.3 Transfektion

Fur die Transfektion von HEK-tsA201-Zellen wurdesdearansfektionsreagenz Polyfect von
der Firma Qiagen benutzt. Die Anwendung entspraah Empfehlungen des Herstellers fur
die entsprechenden Kulturgrof3en.

2.4.4 Stimulation von Zellen mit Wachstumsfaktorerzum Nachweis der
SMAD- und MAPK-Phosphorylierung

Die Zellen wurden am ersten Tag in der gewinscii@mte in ZellkulturgefaRe (7x£0
Zellen/100 mm-Schale) ausgesat und Uber Nacht bai dem Zelltyp entsprechenden

Bedingungen inkubiert. Am nachsten Tag wurde dash&tamsmedium entfernt und durch

Hungermedium mit reduziertem FCS-Gehalt (2 %) ets@&ie Zellen wurden erneut Uber
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Nacht inkubiert. Am dritten Tag wurden die Wachssfaktoren in einer Verdinnung von

1:1000 zu den Zellen gegeben und die Zellen effitiewatie gewiinschten Zeiten inkubiert.

2.4.5 Herstellung von Zellextrakten

TNE-Puffer: 20 mM Tris/HCI pH 7,4
150 mM NacCl
1 % (v/v) TRITON X-100
1 mM EDTA
50 mM NaF
10 mM NaP,Oy
1 mM NaVO,
1 Tablette Complete Protease Inhibitors (RocH®) il Puffer

PBS: 137 mM NacCl
2,7 mM KCI
4,3 mM NaHPO,
1,4 mM KHPO,
pH 7,4

Alle Arbeiten wurden bei 4° C durchgefiihrt. Zur Btetlung von Zellextrakten fur Western-
Blot-Experimente wurde zuerst das Wachstumsmediuon den Zellen entfernt.
Anschliel3end wurden die Zellen einmal mit PBS gelas. Danach wurden die Zellen mit
maoglichst wenig kaltem PBS bedeckt, mit einem ZLblédber vom Kulturgefal? abgeschabt
und in ein gekuhltes Eppendorf-Gefald tberfuhrt. betlen wurden flr eine Minute bel
16000x g zentrifugiert und der Uberstand entfeBds entstandene Pellet wurde in einer
geeigneten Menge gekihltem TNE-Puffer resuspendiettbei -80° C eingefroren, um eine
maoglichst vollstandige Lyse zu erhalten. Nach deme@ten Auftauen wurden die Proben drei

Minuten zentrifugiert und der Uberstand in ein reeBppendorf-Gefal tberfihrt.

2.4.6 Proteinmengenbestimmung nach Redinbaugh (BCAssay)
Losung A: 1,35 % (w/v) NaHC®O

0,58 % (w/v) NaOH

1,00 % (w/v) Bicinchinonsaure (BCA)

0,57 % (w/v) KNa-Tartrat
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Losung B: 2,30 % (w/v) CuSO

Um die Proteinmenge in den gewonnenen Zelllysatebestimmen, wurde in einer 96-well-
Platte pro well 1 pl jedes Lysats mit 19 pwQHverdiinnt und mit 200 pl einer Mischung von
Losung A und Losung B (49:1) versetzt. Zusatzlichurden 20 pl verschiedener
Standardlésungen mit bekannter Proteinkonzentratnin jeweils 200 pl Reagenzlésung
versetzt. Die Proben wurden dann 45-60 min bei GShkubiert, bis eine Violettfarbung

auftrat. AnschlielBend wurde die Absorption bei B0 mit einem ELISA-Reader bestimmt

und aus dem Verhéltnis zu den ermittelten Standemdw die Proteinkonzentration errechnet.

2.4.7 Luciferase-Assay

Fur die Analyse der SMAD-abhé&ngigen Induktion deciferaseexpression wurden als erstes
5x10" HEK-tsA201-Zellen pro well in 24-well-Zellkulturatten ausgesat. Am nachsten Tag
wurden die Zellen mit Polyfect (Qiagen) nach Anlag des Herstellers transfiziert. Pro well
wurden dabei 0,15 pg DNA des jeweiligen Rezeptoskuikts, 0,2 pg eines Vektors, welcher
das Gen fir B-Galaktosidase exprimiert sowie 0,1 pg des jewailiglLuciferase-
exprimierenden Reporterplasmids benutzt. Da innedexperiment 0,6 pg Gesamt-DNA
transfiziert werden sollten, wurde die fehlende DM&nge mit leerem Vektor erganzt. Als
Luciferase-Konstrukte wurden die Vektoren BRE-Luadiferase unter der Kontrolle eines
SMAD-1/5/8-spezifischen Promotors Logeart-Avramaglet al., 2006) und CAGA-Luc
(Luciferase unter der Kontrolle eines SMAD-2/3-sfiszhen Promotors Dennler et al., 1998)
verwendet. Die Expression dg¢x-Galaktosidase diente zur Normierung der Daten bei
unterschiedlichen Zelldichten in den einzelnen svell

Am Tag nach der Transfektion wurden die Zellen 50h mit Hungermedium (2 % FCS)
inkubiert und anschlie3end mit Ligandenlosung ingewinschten Konzentration stimuliert.
Nach Inkubation fur 12 h bei 37° C/5% g@urden die Zellen mit PBS gewaschen und
anschlieBend mit 100 pl Reporter Lysis Buffer (Pega) bedeckt, fir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert und bei -80° C eingefroMor der Messung wurden die Zellen
bei 37° C aufgetaut. AnschlieRend wurden 20 plldests in eine schwarze 96-well-Platte
gegeben. Weitere 50 pl wurden in eine normale 96MNatte pipettiert, mit der gleichen
Menge 2xp-Galaktosidase-Reagenz (Promega) versetzt und BelC3inkubiert, bis eine
Gelbfarbung zu sehen war. Die Absorption bei 420 wiarde mit einem ELISA-Reader

bestimmt.
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Zur Auswertung der Luciferase-Induktion wurden miitem Berthold MicroLumat LB 96 P
Luminometer in jedes well der schwarzen Platte bQugiferase Assay Reagent (Promega)
injiziert und die entstehende Lichtreaktion nach sEr Inkubation erfasst. Diese Werte

wurden anschlieRend mit den Werten aus fieBalaktosidase-Assay normiert.

2.4.8 Radioligandenassays

Waschpuffer: DMEM (- Carbonat)
25 mM HEPES, pH 7,4
0,1 % BSA

Bindepuffer: DMEM (- Carbonat)
25 mM HEPES, pH 7,4

Lysispuffer: 20 mM HEPES, pH 7,4
1 % Triton-X100
10 % Glycerol
0,01 % BSA

Zur Untersuchung der Ligandenbindung an ganzereZellurden COS-7-Zellen in 145 mm-
Zellkulturplatten ausgeséat (38 ®ellen/Schale) und iiber Nacht bei 37° C/10%,CO
inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen naemdStandardprotokoll transfiziert und
erneut Uber Nacht inkubiert. Anschlielend wurdea tansfizierten Zellen in 24-well-

Zellkulturplatten ausgesat (8x'1@ellen/well). Am néchsten Tag wurden die Zellemaehst

einmal mit Bindepuffer und einmal mit Waschpuffeewgschen. Danach wurden im
Kdhlraum in jedes well 300 pl vorgekuhlter Bindefeufvorgelegt und die vorbereiteten
radioaktiven Ligandenldsungen hinzugegeben. Didedelvurden dann 3 h unter leichtem
Schutteln bei 4° C inkubiert und 3 x 2 min mit Wageffer gewaschen. Im Anschluss
wurden die Zellen in 1 ml Lysispuffer tlber Nachdigrt. Aliquots von jeweils 500 pl wurden

mit einemy-Zahler vermessen.

2.4.9 Alkalische-Phosphatase-Assays

ALP1-L6sung: 0,1 M Glycine pH 9,6
1% NP40
1 mM MgCh
1 mM ZnC}
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ALP2-L6sung: 0,1 M Glycine pH 9,6
1 mM MgCh
1 mM ZnC}
20 mg/ml p-Nitrophenylphosphat (pNPP)

Fiir die quantitative Bestimmung der Alkalischen §fitmtase (ALP) wurden 1,5X102C12-
Zellen pro Well in einer 96-well-Zellkulturplatteisgesat und tber Nacht bei 37° C/10%,CO
inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen in Med mit 0,5% FCS fir 5 Stunden
gehungert und anschlie3end mit 250 nM BMP-2 stienulizu jeweils zwei wells wurde nach
0, 1, 3, 6, 24 und 48 Stunden Dorsomorphin (algbltdr der SMAD-Phosphorylierung Yu et
al., 2008) oder SB203580 (CalBioChem, als Inhibder MAPK-Phosphorylierung Cuenda
et al., 1995) hinzugegeben. Die Zellen wurden nézltstunden mit PBS gewaschen und 1
Stunde unter leichtem Schiitteln in 100 pl ALP1-laipulysiert. Die enzymatische
Nachweisreaktion wurde durch Zugabe von 100 pl ALB2ung gestartet und in einem
ELISA-Reader bei 405 nm gemessen.
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2.5 Mikroskopische Methoden

2.5.1 Beschichtung von Deckglaschen

Bendtigte Losungen:
- 70% Ethanol
- Steriles HO dest.
- 50% (v/v) Poly-L-Lysine (Sigma P2636) in sterilerCHdest.
- PBS (steril) (s. 2.4.5)

Fur die FRET- und FRAP-Mikroskopie mussen die ztersuchenden Zellen auf runden
Mikroskopdeckglaschen mit 24 mm Durchmesser wach&ém die Adhasion an die
Plattchen zu erhéhen, wurden die Deckglaschen aty-RLysin (Sigma) beschichtet. Dazu
wurden die Plattchen unter sterilen BedingungenclduEintauchen in Ethanol und
anschliel3end in steriles Wasser sterilisiert undagehen und mindestens 1 Stunde in einer 6-
well-Zellkulturplatte in eine 50% (v/v) Poly-L-Lyse-Losung eingelegt. Im Anschlufd wurden
die Plattchen in eine neue 6-well-Platte Uberfllmtd Gber Nacht bei Raumtemperatur
getrocknet. Am nachsten Tag wurden die Plattchenm®x jeweils 2 ml sterilem PBS

gewaschen. Die Deckglaschen wurden entweder dudaritzt oder bei 4° C gelagert.

2.5.2 Zellkulturverfahren fir die Mikroskopie

Zur Durchfiihrung der fluoreszenzmikroskopischendtipente wurden HEK-tsA201-Zellen
zunachst nach den Angaben der Firma Qiagen fuPdagect-Transfektionsreagenz in 60
mm-Zellkulturschalen ausgesdt und am nachsten Tag den gewlnschten
Rezeptorkonstrukten transfiziert. Nach einer emrreuinkubation Uber Nacht wurden die
transfizierten Zellen mit 2 ml Zellkulturmedium valer Schale gelost und 150-200 pl der
entstandenen Suspension in ein well einer 6-wdlkidliturplatte mit beschichtetem
Deckglaschen uberfuhrt. Am nachsten Tag konnteradfeden Deckglaschen gewachsenen

Zellen fur Experimente verwendet werden.

2.5.3.1 Grundlagen: Fluorescence Resonance Energyansfer (FRET)

Im Jahr 1948 beschrieb der deutsche Physiker ThmeBdoster erstmals den nach ihm
benannten Forster Resonance Energy Transfer, pmeikalischen Prozess, bei dem Energie
von einem angeregten Farbstoff strahlungsfrei pol-Dipol-Wechselwirkungen auf ein

benachbartes Akzeptormolekil Ubertragen wird (lEdrst948). Handelt es sich bei Donor
und Akzeptor um Fluoreszenzfarbstoffe, spricht man Fluorescence Resonance Energy
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Transfer, wobei haufig beide Begriffe synonym untir Abkirzung FRET verwendet
werden (Wang et al., 2008). Eine weitere Anwendiogsgteht darin, als Donor eine
Biolumineszenzquelle zu benutzen. Diese Techni&lsBioluminescence Resonance Energy
Transfer (BRET) bekannt (Xu et al.,, 2002; Xu et 4999). Eine Voraussetzung fur die
genannten Techniken war die Entdeckung und Charsikieing des Green Fluorescent
Protein (GFP), woflr die Forscher Osamu ShimomMiaitin Chalfie und Roger Tsien im
Jahr 2008 mit dem Nobelpreis fir Chemie ausgezetctmurden (Shimomura et al., 1962;
Chalfie et al., 1994; Tsien, 1998).

a) kein FRET

;=
E

480 nm

b) FRET-Signal

5nm
e
§436 nm

" FRET 1.
k‘i —
zif&so nm ézlsas nm

Abb. 11: Das Prinzip der Energietibertragung bei FRH. (a) Bei groRerem Abstand der Fluorophore
zueinander wird bei Anregung des Donor-FluorophoresCFP keine Energie auf das Akzeptor-Fluorophor
YFP ubertragen; CFP emittiert daher Licht der Wellenlange 480 nm. (b) Bei geringerem Abstand wird
bei Anregung von CFP Energie quantenmechanisch au¥FP Ubertragen; die Emission von CFP
verringert sich zugunsten der Emission von YFP.

Die Effizienz der Energielbertragung bei FRET hamgh Abstand von Donor und Akzeptor
ab, wobei der mdgliche Distanzbereich auch von wemendeten Fluorophoren bestimmt
wird und in den meisten Fallen bei 5-10 nm liege Bffizienz des Energietransfers lasst sich
dabei nach folgender Formel berechnen:

__R

R +1°

Dabei beschreili®, den Forster-Radius der Fluorophore, bei dem derdteibertragung mit
50 % Effizienz erfolgt, und den Abstand der Fluorophore zueinander. Aus demé&logeht
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auch hervor, dass der Abstand der Fluorophore atitéd Potenz in die Rechnung eingeht.
Aus diesem Grund kénnen bereits kleine AnderungenAbstands eine deutliche Anderung
des FRET-Signals bewirken. FRET hat sich daher @itisches Nanometermald in

biologischen Experimenten etabliert (Miyawaki, 203

Damit eine Energielbertragung zwischen den Fluagh stattfinden kann, missen
Molekile verwendet werden, bei denen das Emissi@hksésim des Donors mit dem

Absorptionsspektrum des Akzeptors Uberlappt. Badigbuorophor-Paare sind zum Beispiel
Cyan Fluorescent Protein — Yellow Fluorescent Pmo(€FP — YFP) oder FIAsSH — CFP.

Ebenso ist es mdglich, in Proteinen vorkommende ndsiauren mit schwacher

Eigenfluoreszenz wie Tyrosin und Tryptophan als FHIorophore benutzen. Je grol3er die
Uberlappende Flache der Spektren ist, desto bissske maximale FRET-Effizienz.

100 :
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Abb. 12: Darstellung der Absorptions- und Emissionspektren der Fluorophore CFP und YFP. Grau:
Uberlappender Bereich der Emissions- und Absorptiosspektren.

Eine weitere Voraussetzung fur FRET ist, dass Damat Akzeptor parallele elektronische
Schwingungsebenen aufweisen. In Losungen ist dignalerweise gegeben und spielt keine
weitere Rolle. Sind die Fluorophore jedoch fixiedm Beispiel innerhalb desselben Proteins,
kann eine Anderung des FRET-Signals intramolekul@taikturveranderungen sichtbar
machen, wenn sich die Lage der Fluorophore zuegraimtlert.

FRET-Signale werden gemessen, indem mit einem &$zenzmikroskop die
Fluoreszenzintensitaten der Fluorophore gemessetleweFRET zeichnet sich dadurch aus,
dass bei einer erfolgreichen EnergietbertragungAmeegung des Donor-Fluorophors die
Emissionsintensitat des Donorgyfor zuriickgeht und sich gleichzeitig die Emissionsisiit
des Akzeptorfluorophors akzeptor €rhht. Die grafische Darstellung erfolgt als \édthis

I:Akzept0|/ I:Donor-
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2.5.3.2 FRET-Mikroskopie

FRET-Puffer: 140 mM NaCl
5,4 mM KCI
10 mM HEPES
1 mM MgCh
2 mM CaCj
pH 7,3

Fur FRET-Experimente wurden transfizierte Zellenf ddeckglaschen ausgesat. Die
Messungen wurden am Institut fur Pharmakologie deiversitat Wirzburg an einem
inversen Fluoreszenzmikroskop vom Typ Zeiss Axiov&200 mit einem 63x-
Olimmersionsobjektiv und einem Dual-emission Phabio System von TILL Photonics
durchgefuhrt. Die Anregung der Proben erfolgte enier Fluoreszenzlampe Polychrome IV
(TILL Photonics). Um das Ausbleichen der Fluoroghso gering wie maoglich zu halten,
wurde die Anregungszeit auf 50 ms mit einer Frequem 1 Hz gesetzt. FRET-Verhaltnisse
wurden als Quotient der YFP- und CFP-EmissiorplFcrp, gemessen, wobeif und Feep
die korrigierten Emissionsintensitaten bei 535 +rith und 480 = 20 nm (Beam Splitter
DCLP 505 nm) bei einer Anregung von 436 + 10 nmafBeSplitter DCLP 460 nm) sind. Die
YFP-Emission bei einer Anregung von 480 nm wurde Beginn jedes Experiments
aufgezeichnet, um die Direktanregung des YFP abmietu kdnnen. Technisch bedingtes
Durchstrahlen von CFP in den 535 nm-Kanal wurdenfetle abgezogen, um ein korrektes
FRET-Ratio kep/Fcrp zu erhalten. Das Durchstrahlen von YFP in den@@0Kanal war so
gering, dass es ignoriert werden konnte.

Fur die Perfusion der Zellen mit Ligandenl6sung deuein ALA-VM4 Perfusionssystem
(ALA Scientific) bei einer Flussrate von ca. 100/mih verwendet. Die Spitze des
Perfusionssystems war dabei auf die Zelle im Fakisgerichtet. Die Datenerfassung erfolgte

mit der Software Clampex (Axon).

2.5.3.3 Analyse von FRET-Daten

Die aufgezeichneten Rohdaten wurden in die Kallartasoftware Microcal Origin importiert
und weitere Berechnungen durchgefuhrt. Als erstesievdas Durchbluten des CFP-Kanals

in den YFP-Kanal korrigiert.
YI:Fl)mrrl = YFFlzeoh - Pl X CI:F)Roh
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Der dafur notwendige Parametey Bt abhangig vom verwendeten Filter und wurde in
friheren Messungen ermittelt. Danach wurde die eidem Experiment ermittelte YFP-
Direktanregung bei 490 nm mit einem weiteren Patam& multipliziert, welcher das
Verhaltnis von unspezifisch zu spezifisch angemagtd-P angibt (kz¢/Fa90), und vom vorher
korrigierten YFP-Wert abgezogen.

YFR,.» =YFR, .. — P XYFR, ..,

Diese Korrektur ist notig, um die unspezifische égung des YFP durch Licht der
Wellenlange 436 nm zu eliminieren. Im letzten Sthwurde der Quotient aus dem
korrigierten YFP- und dem CFP-Wert gebildet, wetathes FRET-Ratio darstellt.

YFFI)<orr2

RatioFRET = CFP
Roh

Die erhaltenen Werte wurden in einem Koordinatel@sgsgegen die Zeit aufgetragen. Zur
Ermittlung der Geschwindigkeit der Komplexbildungunde der Teil des linearen
Kurvenanstiegs auf Grundlage einer Geradengleiclyefittet. Die ermittelte Steigung dient

als Mal} fur die Geschwindigkeit der Komplexbildung.

2.5.4.1 Grundlagen: Fluorescence Recovery After Ptableaching (FRAP)

Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRA®Xe zuerst im Jahr 1976 beschrieben
und ist die Bezeichnung einer Methode, mit deraeidimensionale laterale Diffusion von
Fluorophor-markierten Molektlen in einer Membramgssen werden kann (Axelrod et al.,
1976; Edidin et al., 1976). Dazu werden Zellen, dlee markierten Proteine exprimieren, mit
einem Konfokalmikroskop bei geringer Anregungseigehgtrachtet. Anschlie3end wird das
Anregungslicht auf eine kleine Stelle der Zelle us&iert und die Fluorophore in dieser
Region mit hoher Anregungsenergie irreversibel giebht. Im Rahmen der Brownschen
Molekularbewegung diffundieren nicht gebleichte Balle lateral in diese Region ein und
ersetzen die nicht-fluoreszierenden Molekiile in gkdbleichten Region. Die dafiir benétigte
Zeit ist ein Mal3 fur die Mobilitat der untersuchtéroteine. Dabei ist haufig zu beobachten,
dass keine vollstandige Wiederherstellung der trggichen Fluoreszenz eintritt. In solchen
Fallen ist ein bestimmter Teil der markierten Praéemmobil und somit nicht austauschbar
(Lippincott-Schwartz et al., 2003).

Da die verwendete Lichtquelle auch bei geringer rgieeim Laufe der Zeit fur ein
Ausbleichen der Fluorophore sorgt, missen die awigenenen Kurven normiert werden, um

dieses so genannte Aquisition Bleaching auszugleicBeim Bleichen sollte aul3erdem die
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Fluoreszenz in der geblichenen Region um mindediér® abnehmen, um aussagekraftige
Ergebnisse zu erhalten.

Die Auswertung der Kurven erfolgt mit Hilfe einesigtunde gelegten mathematischen
Modells. In der Literatur sind diverse Modelle beseben, die sich vor allem in der
Gewichtung der angenommenen Interaktion der Fluwomarkierten Proteine mit anderen
Zellbestandteilen unterscheiden (Yguerabide etl8B2; Reits and Neefjes, 2001; Sprague et
al., 2004; Sprague and McNally, 2005). Die einfagh8nnahme ist dabei, dass keine
Interaktionen stattfinden und die Bewegung der Miale ausschliel3lich auf lateraler
Diffusion beruht. Dies ist jedoch bei der Betractgwon Zellen so gut wie nie der Fall. Hier
ist haufig zu beobachten, dass die untersuchteteiReoeine deutlich langsamere Bewegung
zeigen als fur eine freie Diffusion anzunehmen w@hberry et al., 1998). Eine Erklarung
dafur ist, dass die untersuchten Proteine in delte Zmit anderen Zellbestandteilen
interagieren und ihre Mobilitat auf diese Weisegeschrankt wird (Saxton, 2001; Sprague
and McNally, 2005). Vergleiche der theoretischendele mit praktischen Experimenten
haben allerdings gezeigt, dass die Interaktion Wdetrachteten Proteine mit anderen
Zellkomponenten nur eine untergeordnete Rolle spietl in den meisten Fallen bei der
Berechnung der Mobilitat vernachlassigt werden ké®axton, 2001). Bei der Auswertung
der Daten sollte auch bedacht werden, dass duelkeidgesetzte Lichtquelle nicht nur der
Bereich im Fokus geblichen wird, sondern auch deeei®he der Zelle Uber und unter der
Fokusebene. Messungen, bei denen Bereiche auf Hder- @der Unterseite der Zelle
geblichen wurden, kénnen sich deshalb von Messyrggindenen die Zellmembran an der
Seite der Zelle geblichen wurde, unterscheiden.

Frihere Experimente haben gezeigt, dass sich dagkMargewicht der untersuchten
Proteine nur in relativ geringem Mal3 auf die MdBtliauswirkt. Der Grund dafur ist, dass bei
Transmembranproteinen die Membran selbst den groBeerstand fir die Diffusion
darstellt und der Einfluss des Molekulargewichts aigtersuchten Proteine vernachlassigbar
gering ausfallt (Reits and Neefjes, 2001). Einel3gré Auswirkung hat daher auch die
Umgebungstemperatur, da sich niedrige Temperaturegativ auf die Fluiditat der
Zellmembran auswirken und somit die Mobilitat deegrierten Proteine beeintrachtigen.

Die aufgenommenen Werte der Experimente zeigers da&sFluoreszenzwiederherstellung
und damit die Einwanderung der untersuchten Reemptbiphasisch ablauft, mit einem
schnellen Anteil zu Beginn und einem langsamen iAnit®@ weiteren Verlauf des
Experiments. Ein solcher Verlauf ist in der Litewmahaufig beschrieben, kann jedoch bis

heute nicht eindeutig erklart werden (Saxton, 208prague and McNally, 2005). Eine
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Theorie besagt, dass unterschiedlich zusammenges&ezeptorpopulationen auf der
Zelloberflache fur die unterschiedlichen Mobilitéteerantwortlich sind (Lippincott-Schwartz
et al., 2003). Da der Verlauf der Fluoreszenzwiedestellung in den vorliegenden
Experimenten biphasisch ablauft, wurde fur die Aeidung der Kurven eine doppelt
exponentielle Funktion gewahlt, um die unterschobdin Phasen des Verlaufs erfassen zu
kénnen. Dieses Vorgehen wurde aufgrund der bebeisshriebenen Erkenntnisse aus dem
Vergleich von theoretischen und praktischen Expenit®an bereits erfolgreich in anderen
Studien angewandt (Dorsch et al., 2009). Die in Bi#s erhaltenen Parameter geben den
Anteil mobiler Fluorophore am Gesamtbestand (mobBiaktion, y) sowie die Anteile (A
und A) und die Zeiten zum Erreichen der halbmaximalerd&therstellung {tund §) der
schnellen und langsamen Bestandteile der Kurveexied

Der schnelle Anteil der Kurven in den ersten Sekwndach dem Bleichen wurde dabei als
unspezifisch betrachtet, da dieser wie bereitshrgdmen nicht eindeutig erklart werden kann.
Es handelt sich hierbei nicht um eine spontane Reatung von geblichenen Fluorophoren,
da dieser schnelle Anstieg bei fixierten Zellenhhizu sehen ist (Dr. Moritz Binemann,
personliche Kommunikation). Eventuell handelt e diierbei um ein technisches Artefakt,
der durch die Art des Bleichens zustande kommt.irDden hier gezeigten Experimenten
Bereiche an der Seite der Zelle gebleicht wurdamnkman nicht von einer punktférmigen
Bleichregion ausgehen, sondern muss eine elligisEbrm annehmen. Madglicherweise
kommt es durch die damit ungleichmal3ig um die Bieigion verteilten Fluorophore

(oberhalb und unterhalb weniger, rechts und linkkimzu den beobachteten Effekten.

2.5.4.2 FRAP-Mikroskopie

FRAP-Experimente (Fluorescence Recovery After Rtleaxhing) wurden am Institut fir
Pharmakologie der Universitat Wirzburg an einem fikamikroskop vom Typ Leica SP2
durchgefuhrt. Fur die Bleaching-Experimente wurdéfP-konjugierte Rezeptorkonstrukte
verwendet, da hiermit das Ausbleichen der Fluoropheffektiver ist als bei CFP. Zur
Anregung und zum Bleichen wurde ein Argon-Laser &eer Wellenlange von 514 nm
verwendet. Die Zellen waren wahrend der Experimenie FRET-Puffer bedeckt. Zuerst
wurden bei niedriger Laserintensitat geeignete efeljesucht und ein Bereich aus der
Zellmitte fokussiert. AnschlieRend wurde mit dere@rungssoftware eine ,Region of
Interest” (ROI) im Bereich der Zellmembran festggledie dann mit hoher Laserintensitat
gebleicht wurde. Vor und nach dem Bleichen wurde @luoreszenz der Zelle in

unterschiedlichen Zeitintervallen erfasst. Diedervalle sind in Abb. 13 wiedergegeben. Die
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erhaltenen Bilderserien wurden anschlieend mit 8eftware Imaged (Girish and

Vijayalakshmi, 2004) ausgewertet (siehe 2.7.3).

Serie Anzahl frames| Dauer pro frame [s]
Pre-Bleach 5 5

Bleach 4 0,5
Post-Bleach 1 5 2
Post-Bleach 2 5 6
Post-Bleach 3 5 10

Abb. 13: Ubersicht iiber die Anzahl und Dauer der A@nahmen wahrend der Bleichexperimente.

2.5.4.3 Analyse von FRAP-Daten

Die in den FRAP-Experimenten aufgenommenen Bildeden ausgewertet, indem zunachst
die durchschnittliche Fluoreszenzintensitat in Beichregion und die der ganzen Zelle mit
der ImageJ-Funktion ,Multi Measure* bestimmt wurdilen das durch die Anregung bei den
Aufnahmen verursachte Bleichen zu kompensierendevuialle Werte aus der geblichenen
Region mit den Werten der ganzen Zelle normiertsohielend wurden die Kurven auf
Werte zwischen 100 % (Fluoreszenzintensitat vor deichen) und 0 % (Intensitat der
gebleichten Region direkt nach dem Bleichen) noisieat.

Fur die weitere Auswertung der Kurven wurde diet8afe Microcal Origin benutzt. Hier
wurden die Datenpunkte aller Messungen als Kurvemgesktellt, wobei diejenigen
Messpunkte, die um mehr als 20 % vom Mittelwert desigen und nachfolgenden
Messpunktes abwichen, nicht bericksichtigt wurdeadurch wurde sichergestellt, dass
Messreihen mit starken Schwankungen das Gesamiesgeizht verfalschen. Die Kurven
wurden als Grundlage fir einen Fit auf Basis eideppelt exponentiellen Funktion
verwendet. Die erhaltenen Fit-Parameter wurdendi@r Interpretation der Mobilitdt der
Rezeptoren benutzt.

Fur die Darstellung der Ergebnisse wurden die Mvitete der Messpunkte + Standardfehler

aufgetragen und der Fit der Kurven in das Diagrasmygeflgt.
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2.6 Proteinchemische Methoden

2.6.1 Herstellung von rekombinantem TGH32

Zur Herstellung von rekombinantem humanem TR2Fwurde ein vorliegendes Konstrukt
benutzt, dass die Sequenz des reifen Proteins nm \dektor pN25RBSII enthalt. Dieses
Konstrukt wurde in den E. coli-Stamm JM109 transfi@rt. Acht Kulturflaschen mit jeweils
800 ml TB-Medium wurden angesetzt und bei eineisopen Dichte von Oy~ 0,5 mit 1
mM IPTG bei 37° C induziert. Nach 3 h konnten 33ak®rien (Feuchtgewicht) geerntet
werden.
Da das Protein in unldslicher Form in den BakterienEinschlusskdrperchen (Inclusion
bodies) abgelagert wird, mussten diese im néacltanitt isoliert werden. Dazu wurden die
Bakterien in Puffer resuspendiert und fur 5 min2@0 W ultrabeschallt. Nach Zentrifugation
und erneuter Resuspension des Pellets wurde diasest fur 3 min bei 300 W beschallt. Im
Anschluss konnten 6,4 g Einschlusskorperchen ddeatitrifugation isoliert werden. Das
Protein wurde dann Uber Nacht durch Zugabe vonGudnidiniumhydrochlorid extrahiert.
Am nachsten Tag wurden die extrahierten Proteine eimer Sephacryl S-300 HR-Saule
(Pharmacia) per Gelfiltration aufgereinigt. Von dgesammelten Fraktionen enthielten die
Fraktionen 5-15 die gewiinschten Proteine. Diesdtibreen wurden vereinigt und durch
Druckfiltration auf ca. 40 ml mit einer optischeicBte von ODRg=20/ml konzentriert.
Zur Renaturierung der ungefalteten Proteine wur2igh OD der Losung langsam in 11 der
folgenden, auf 4° C vorgekuhlten Renaturierungsigsyegeben:

2 M LiCl

25 mM CHAPS

50 mM TRIS-HCI, pH 8,0

5 mM EDTA

2 mM Glutathion red.

0,2 mM Glutathion ox.
Der Ansatz wurde fur mindestens zehn Tage bei #fi Ounkeln inkubiert.
Zur Aufreinigung per FPLC wurde der Ansatz auf p}@ 8ingestellt, durch Druckfiltration
aufkonzentriert und zentrifugiert. Der Uberstandrdeudann auf eine lonenaustauscherséule
vom Typ Fractogel EMD S 650S geladen und mit einem Gradienten von 0-2 NCINa
eluiert. Die Dimer-enthaltenden Fraktionen wurdesreint, auf 2 OBsy/ml konzentriert,

aliquotiert unf Iyophilisiert. Die Ausbeute betreg. 5 mg Protein pro Liter Kulturmedium.
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Die korrekte Masse des Proteins wurde im Anschimss Herrn Dr. Werner Schmitz

massenspektrometrisch Gberpruft.

2.6.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE

AA/BAA-L6sung:  30% Acrylamid
1% N,N’-Methylenbisacrylamid

4x Lower Tris: 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
0,4% SDS

4x Upper Tris: 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
0,4% SDS

SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris/HCI, pH 8,6
0,19 M Glycin
0,15% SDS

SDS-Probenpuffer: 62,5 mM Tris/HCI, pH 6,8
2% SDS
20% Glycerin (86%)
2% Bromphenolblau in O

(fur reduzierende Bedingungen: 2% 2-Mercaptoethanol

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGH#) mit dem ,Perfect Blug’

Vertical Electrophoresis System*” der Firma PEQLABdahgeflhrt. Zuerst wird das Trenngel
bis 2 cm unter den oberen Rand eingeflllt und miO Hlest. Uberschichtet. Nach der
Polymerisation wird das Wasser entfernt, das Sageheugegeben und der Kamm fir die
Probentaschen luftblasenfrei eingesteckt. Bis zushr@ich wird das Gel feucht bei 4° C

aufbewabhrt.
Nachdem die Proben mit SDS-Probenpuffer vermisbhtMinuten gekocht und in die

Geltaschen eingebracht wurden, erfolgt die elekiogtische Auftrennung bei einer

Stromstarke von 35 mA pro Gel.

48



2. Material & Methoden

Sammelgel (5%) Trenngel (12%)

Upper Tris: 1,25 ml -
Lower Tris: - 2,5 ml
AA/BAA: 0,5 ml 4 ml
H,O dest.: 3,2ml 1,5ml
Glycerin: - 2 ml
APS 40% (w/v): 12 pl 14 ul
TEMED: 12 pl 14 ul
2.6.3 Western Blot
Blotpuffer: 25 mM Tris/HCI

192 mM Glycin

20 % (v/v) Methanol

TBS: 20 mM Tris/HCI pH 7,6
150 mM NacCl
Blockpuffer 1: 1x TBS

0,1 % Tween-20
5 % (w/v) Bovine Serum Albumin (BSA)

Blockpuffer 2: 1x TBS
0,2 % Tween-20

5 % (w/v) Magermilchpulver

Um die im Polyacrylamid-Gel aufgetrennten Protemg eine Nitrocellulosemembran zu
Ubertragen, wurde eine Semi-Dry-Blotapparatur desstdllers PEQLAB verwendet. Die
Proben wurden 38 min bei 250 mA/tie Blot auf die Membran ibertragen, 4x 10 min bei
Raumtemperatur in Blockpuffer inkubiert und anselRénd tGber Nacht mit dem jeweiligen
Erstantikorper bei 4° C inkubiert. Am nachsten Tagrden die Blots 4x 10 min mit
Blockpuffer gewaschen, fir 1 h bei Raumtemperatiirdem Zweitantikorper inkubiert und

erneut 4x 10 min mit Blockpuffer gewaschen. Ansefdéind wurden die Blots entwickelt.
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2.6.4 Entwicklung von Western Blots (Chemolumineszz)

L6sung 1: 0,1 M Tris/HCI pH 8,5
+ 3 ul 30 % (w/v) HO;

Losung 2: 2,5 mM Luminol
1 % (v/iv) DMSO
0,1 M Tris/HCI pH 8,5
+ 12 pl Enhancer

Enhancer: 11 mg para-Hydroxycoumarinsaure (Signz08p
10 ml DMSO

Zum Entwickeln der Blots wurden pro Blot 5 ml Légub mit 5 ml Lésung 2 vermischt und
in der Dunkelkammer auf die Blots gegeben. Die 8lurden unter leichtem Schuitteln 1
min inkubiert. Anschlieend wurden die Blots mit ew lbereinander liegenden
Rontgenfilmen in eine Filmkassette gelegt. Nach ib Belichtungszeit wurden die Filme

entwickelt.

2.6.5 Analyse von Western Blots

Um die entwickelten Western Blots quantitativ audem zu konnen, wurden die Filme mit
einem Flachbettscanner eingescannt und mit dew8adtimageJ (Girish and Vijayalakshmi,
2004) analysiert. Dazu wurde eine zusammengeh@igeReihe ausgewahlt und mit der
Funktion Plot Lanes die Intensitat der Banden aefitUm verschiedene Blots miteinander
vergleichen zu kdnnen, wurden die ermittelten Warteden auf gleiche Weise ermittelten
Werten der Kontrollblotso-Actin) normiert und anschlieRend auf Werte zwiscBeund 100

% normalisiert, wobei die starkste Bande jedessBidd 100 % gewertet wurde.

2.6.6 lodierung von Liganden

Fur Bindungsassays an ganzen Zellen wurden dientia mit *?3 radioaktiv markiert.
Hierfir stellte sich die von Frolikt al. beschriebene Methode (Frolik et al., 1984) als am
besten geeignet heraus. 100 pMol des jeweiligearidgn in 20 pl einer 1 mM HCI-L6sung
wurden mit 20 pul 1 M Na&PO, (pH 7,5) gemischt. AnschlieBend wurden 4 pl (4@, p
2Ci/mmol) N&*1 zugegeben. Die lodierung erfolgte durch Zugabe 3o 2 pl Chloramin T
(250 pg/ml) far 2 min, 1,5 min und 1 min. Im Ansaé$ wurde die Reaktion durch Zugabe
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von 10 pl 10 mM Acetyltyrosin und 20 pul 100mM Katitodid gestoppt. Fir den nachsten
Schritt wurde der Ansatz mit dem gleichen Volumanee Harnstoff-/Eisessig-Losung

versetzt (1,2 g Harnstoff in 1 ml 1 M Eisessig).

Die Aufreinigung erfolgte per Gelfiltration mit en Sephadex G50-Saule mit 2 ml
Bettvolumen. Als Laufpuffer wurde 4 mM HCI/75 mM @QHO0,1% BSA benutzt, die

Fraktionen mit dem markierten Protein wurden duvidssung der Radioaktivitat bestimmt.
Mit dieser Methode wurden ca. 50% dé&1 inkorporiert. Die lodierung erfolgte

dementsprechend in einem 1:1 molaren Verhaltn&is8sch wird demnach die Majoritét der

Proteinmolekile an einem Tyrosinrest jodiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Austausch von Rezeptordoméanen und Anderung d&gnalweges

3.1.1 Herstellung von chimaren Rezeptoren

Wie einleitend beschrieben, kann die Signalveromtl in der TGH3-Superfamilie Uber
praformierte oder ligandeninduzierte Rezeptorkomwpleerfolgen. Daraus ergeben sich
mehrere Fragen: Im Fall der praformierten Komplestebisher nicht bekannt, durch welche
Mechanismen die ligandenunabhangige Rezeptor-RazEptennung gesteuert wird. Fur die
Bildung eines praformierten Komplexes aus BMPR-IAduBMPR-II beziehungsweise
BMPR-IB und BMPR-II konnte gezeigt werden, dass dsildte Teil der intrazellularen
Domane des Typ-lI-Rezeptors bendtigt wird, da skaste Komplexbildung in Abwesenheit
des Liganden beobachtet wird (Nohe et al., 2002)Gegensatz dazu werden fur die BMP-7-
oder Activin-A-induzierte Rekrutierung der Typ-I-Reptorketten ActR-I bzw. ActR-IB die
intrazellularen Domanen beider Rezeptorsubtypehnt fiendtigt (Greenwald et al., 2003). Da
in BlAcore-Experimenten keine oder nur sehr schwa&indungen von Activin-A oder
BMP-7 an die extrazellularen Domanen der Typ-I-RRézen gemessen werden konnten
(Heinecke et al., 2009), stellt sich die Frage, wmiadiesen Féllen Spezifitdt in der Typ-I-
Rezeptor Erkennung erzeugt wird.

Im ersten Schritt der Arbeit sollte daher untersusierden, welche Domanen in Typ-I-
Rezeptorketten fir deren spezifische Rekrutierumgignalaktive Komplexe essentiell sind.
Dazu wurden einzelne Domé&nen verschiedener Rekeftiem ausgetauscht ("Domain-
swapping"”) und die Auswirkung auf die ligandeninéuz Signalvermittlung untersucht . In
diesen einfuhrenden Experimenten wurde nur eineinkleAuswahl an mdglichen
Rezeptorchimaren analysiert. Bei allen Chimarendeutie extrazellulare Domane von TGF-
B-RI (ALK5) verwendet und mit den Transmembran- wadét Kinasedoménen von ActR-IA
(ALK2) oder ActR-1B (ALK4) fusioniert. Die Wahl dses experimentellen Designs wird u. a.
dadurch begrindet, dass von allen dieser Familgelririgen Rezeptoren die TGF-R3-
Rezeptoren die hichste Ligandenspezifitdt aufweisetem nur die drei TGF-R-Isoformen
TGF-R1, -B2 und -B3 durch diese Rezeptoren zetluiignale erzeugen kodnnen. Die
Fusionierung der TGBR-1 Ektodomane mit den Transmembran- und/oder Zethalaren
Domanen von ActR-I bzw. ActR-IB sollte Antwortenfdalgende Fragen liefern: 1. Kénnen
beide SMAD Signalwege mit solchen chimaren Kondauk aktiviert werden? Die
Signalvermittlung durch ActR-I erfolgt Gber die Rpborylierung von SMAD-1, SMAD-5
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3. Ergebnisse

und SMAD-8, wahrend ActR-IB in Analogie zum wildigphen TGH-RI (ALK5) SMAD-2
und SMAD-3 aktiviert. 2. Welche Rolle spielt die aiismembrandoméane? Ist fir die
spezifische Rekrutierung des Typ-I-Rezeptors dibsenédne entscheidend, sollte dies in
qualitativ. oder quantitativ  unterscheidbaren Signal resultieren, die durch
Reportergenanalysen auf einfache Weise erfasstewekdnnen. Neben dem als Referenz
dienenden wildtypischen TGF-RBR-I wurden vier versdbne Rezeptorchimare analysiert.
Die Transmembrandoméne entsprach entweder dem Udgspter extrazellularen oder der
intrazellularen Domane. Eine Ubersicht tber die eépéarkonstrukte und die verwendete

Nomenklatur zeigt Abbildung 14.

Bezeichnung Extrazellular Transmembran Intrazelluldr
5e2ti ALK5S ALK2 ALK2
5et2i ALK5 ALK5 ALK2
5e4ti ALK5 ALK4 ALK4
5et4i ALK5S ALK5S ALK4

Abb. 14: Nomenklatur und Bestandteile der verwendein Rezeptorkonstrukte.
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3.1.2 Untersuchung der SMAD-abhangigen Luciferasedivitat

Die Signalaktivitat der Rezeptorchimare wurde ieklir durch die SMAD-abhangige
Induktion eines Reporterkonstruktes bestimmt. Esrdem in zwei verschiedenen
Versuchsansatzen Reportergenkonstrukte verwendetddnen das Luciferase kodierende
Gen entweder unter der Kontrolle eines SMAD-1/508ler eines SMAD-2/3-sensitiven
Promoters steht. Die Aktivitat der Luciferase katabei quantitativ bestimmt werden und
dient als Mal3 fur die ligandeninduziere Rezeptavakiung.

I unstim.
[ 1+ 250 pM TGF-R2

4,0 1
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Abb. 15: Luciferase-Induktion in HEK-Zellen durch SMAD-1/5/8. HEK-tsA201-Zellen wurden mit den

angegebenen Rezeptorkonstrukten sowie mit einem SMDAL/5/8-sensitiven Luciferase-Reporterplasmid
transfiziert und entweder nicht oder mit 250 pM TGFB2 fiir 1 h stimuliert. AnschlieBend wurden die
Zellen lysiert und die Induktion der Luciferase besimmt. Die Luciferaseinduktion wurde auf den Wert

der unstimulierten, mock-transfizierten Zellen normiert.

Abbildung 15 zeigt die Luciferaseaktivitat unterr déontrolle des SMAD-1/5/8-sensitiven

Promoters in HEK-tsA201-Zellen. Die Zellen wurderusatzlich transient mit den

angegebenen Rezeptorkonstrukten oder als Kontroiteeinem leeren Expressionsvektor
(pcDNAS3.1+) transfiziert. Die Messung der Lucifezaktivitat erfolgte entweder unstimuliert
oder nach einstindiger Stimulation mit 250 pM T@*- Die Balken zeigen die

Luciferaseaktivitat relativ zur Aktivitat in mockansfizierten unstimulierten Zellen.

Die Chiméaren, welche die Transmembran- und/oderid@zellulare Doméne von ALK2

enthalten, zeigen bei gleichzeitiger Transfektian Vi GF$R-1IB sowohl basal als auch

stimuliert eine deutlich hohere Aktivitdt als in transfizierten Zellen. Bei alleiniger
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3. Ergebnisse

Transfektion ohne zuséatzlichen Typ-II-Rezeptor girelChimare allerdings nicht oder nur in
sehr geringem Mal3e in der Lage, ein Signal Uber BMA/8 zu generieren. Die
Cotransfektion des Typ-lI-Rezeptors T@HRII ist also notig, da dieser offenbar endogen
nicht, oder zu geringen Mengen vorliegt, um einéziehte Transphosphorylierung zu
gewahrleisten. Dies wird auch dadurch bestétigts deereits in Zellen, welche nur mit dem
Typ-1I-Rezeptor transfiziert wurden, durch Ligandemulation eine Erhdhung des
Luciferasesignals sichtbar ist. Die Herkunft deafdmembrandomane des Typ-I-Rezeptors
spielt bei der Signalvermittiung keine Rolle, dawsbl das Chimar mit der
Transmembrandoméane von ALK2 als auch das ChimadaritTransmembrandoméne von
ALKS5 das gleiche Verhalten zeigen. Ebenfalls wird 8ignalweiterleitung nicht durch den
Austausch der Kinasedomane behindert, da ALK2 niledrt TGFB Ublichen SMAD-2/-3,
sondern den SMAD-1/-5/-8 Signalweg aktiviert. Furie d TGF{32 vermittelte
Signaltransduktion scheint daher nur die PraseezHiitodoméane des TGFR-lI (ALK5)

erforderlich zu sein.
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Abb. 16: Luciferase-Induktion in HEK-Zellen durch SMAD-2/3. HEK-tsA201-Zellen wurden mit den
angegebenen Rezeptorkonstrukten sowie mit einem SMDA2/3-sensitiven Luciferase-Reporterplasmid
transfiziert und entweder nicht oder mit 250 pM TGFp2 fir 1 h stimuliert. AnschlieBend wurden die
Zellen lysiert und die Induktion der Luciferase besimmt. Die Luciferaseinduktion wurde auf den Wert
der unstimulierten, mock-transfizierten Zellen normiert.

Zur Kontrolle wurden ahnliche Experimente mit Rameghimaren durchgefuhrt, bei denen

die Transmembran- und/oder Kinasedomane des ActRALEK4) an die Ektodoméne des
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TGF{3R-I Rezeptors (ALKS5) fusioniert wurde. Beide Rezeph aktivieren den SMAD-2/-3
Signalweg. In Abbildung 16 ist die Induktion derdiferase unter der Kontrolle des SMAD-
2/3-sensitiven Promoters in HEK-tsA201-Zellen, dmusétzlich transient mit den
angegebenen Rezeptorkonstrukten transfiziert wymlame oder mit einstiindiger Stimulation
durch 250 pM TGH2. Auch hier zeigt sich deutlich, dass T@GR-IIB in den Zellen der
limitierende Faktor ist, da durch die Transfektoieses Rezeptors nach der Stimulation mit
TGF{2 ein sehr hohes Signal erhalten wird. Die Trartgfakder chimaren Konstrukte zeigt
auch in diesem Versuch nur dann einen Effekt, wé@F$R-IIB cotransfiziert wird.
Allerdings ist kein hoéheres Signal als bei der Ffaktion von TGHR-IIB alleine zu
erzielen. Dieser Effekt kann durch die endogenerésgion des TGBR-I Rezeptors erklart
werden, wenn dessen Prasenz eine maximale Akthgeder zur Verflgung stehenden
SMAD-Molekile bedingt. Die Menge mindestens eines &h der Signalkaskade beteiligten
Molekule scheint daher die Signalaktivitéat zu liemén. Andererseits, waren die transfizierten
chimaren Konstrukte nicht funktional, wirde maneainnhibitorischen, wenn nicht sogar
dominant-negativen Effekt erwarten, da die extlai@ien Domanen der Chimaren mit denen
des endogen exprimierten Rezeptors um die Binduhgdem Liganden konkurrieren wirden.
In diesem Fall wirde eine Abnahme des Luciferasadsgerwartet, was aber nicht der Fall
ist. Ein weiteres Indiz fur die Funktionalitat déhimaren ist, dass bereits in unstimulierten
Zellen durch die Transfektion dieser Konstrukte/erbindung mit dem Typ-lI-Rezeptor ein
hoheres basales Luciferasesignal zu sehen ist. Mwed vermutlich durch eine
ligandenunabh&ngige Interaktion der Rezeptorenimaiteler verursacht.

Die gezeigten Experimente belegen, dass die Rezektotierung in den Signalkomplex
durch den Austausch von der Transmembran- und/dderintrazellularen Doméane nicht
beeinflusst wird. Aulerdem ist es maoglich, durch nfbanation verschiedener
Rezeptorelemente die verwendeten Signalwege zufhessen. Der bendtigte Ligand sowie
der zu rekrutierende Typ-lI-Rezeptor werden dalechl die extrazellulare Doméane definiert,
wohingegen die Art des verwendeten Signalwegesdeonntrazellularen Kinasedomane des
Typ-1-Rezeptorkonstrukts abhangt. Die Herkunft deansmembrandoméane scheint dabei
wiederum keine Rolle zu spielen, da es keinen &sflhatte, ob die zum extra- oder
intrazellularen Rezeptorteil gehdrende Transmendmardine verwendet wurde. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen sind fir die Mggsuder Rezeptorrekrutierung mit Hilfe
der FRET-Technologie von gro3er Bedeutung, da uneer Rezeptorkonstukte, bei denen die
Kinasedoméne durch verschiedene Fluorophore (CEPYWHP) substituiert ist, verwendet

wurden.
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3.2 Untersuchung der Ligandenbindung an Rezeptoreauf der
Zelloberflache

Die Tatsache, dass in den dimeren Liganden der [-Shkperfamilie vier Rezeptor-
Bindeepitope vorhanden sind, fuhrt dazu, dass auf Zklloberflache eine Vielzahl von
maoglichen individuellen Rezeptor-Liganden-Interaken vorstellbar ist. Au3erdem kdnnen
die Liganden noch mit anderen zellularen Komporemtee zum Beispiel Corezeptoren oder
der extrazellularen Matrix interagieren. Daher tsolintersucht werden, ob sich die in
Oberflachen-Plasmonresonanz Messungen (SPR, BlIAeonaittelten Bindeaffinitaten von
Liganden und Rezeptoren von denen unterscheiderduich radioaktiv markierte Liganden
an ganzen Zellen bestimmt werden. In BlAcore-Expernten konnte gezeigt werden, dass
sich die Bindeaffinitat durch die gleichzeitigedraktion des Liganden sowohl mit zwei Typ-
I- als auch mit zwei Typ-ll-Rezeptoren (1:2-Inteiak) durch Aviditatseffekte deutlich
erhoht. Uber die Zusammensetzung von Rezeptorkompl@uf Zellen ist bisher wenig
bekannt. Praformierte Komplexe wurden zwar nachgeen, nicht aber deren exakte
Stéchiometrie. Ebenso wenig exisitieren Daten Udier Verteilung von monomeren und
praassemblierten dimeren Rezeptoren eines Suliigmollte daher durch Bindung radioaktiv
markierter Liganden an ganzen Zellen untersuchtl@rerob Interaktionen mit monomeren
und dimeren Rezeptoren differenziert erfasst werd@nnen, da sich aufgrund der
BlAcoredaten deren Bindeaffinititen deutlich unteesden. Um den Einfluss der
extrazellularen Matrix auf die Bindung des Ligandemminimieren, wurden in den folgenden
Experimenten BMP-2-Varianten benutzt, bei denenNdterminalen Heparinbindungsstellen

entfernt wurden.

3.2.1 Verwendete Rezeptorkonstrukte

Zur Untersuchung der Ligandenbindung an ganzeredellurden COS7-Zellen mit BMPR-
IA transfiziert. Anschlie3end wurden die Zellen matlioaktiv markiertem BMP-2 inkubiert

und die nach mehrmaligem Waschen zurlckbleibendiifit gemessen.

Zusatzlich zur Transfektion mit wildtypischem BMRR-wurde ein System des Herstellers
ARIAD verwendet, bei dem die intrazellulare Domées BMPR-IA durch eine FKBP-

Domane substituiert wird (ARIAD Homodimerization tKi Durch Inkubation mit einem

synthetischen Dimerizer-Molekil kann dann die Bilguvon homodimeren Rezeptoren
induziert werden, da der Dimerizer gleichzeitig zweKBP-Domanen bindet. Diese
Technologie sollte genutzt werden, um die Bilduogibdimerer Typ-I-Rezeptorkomplexe zu

erzwingen, was in einer Erh6hung der Anzahl hodhaff Ligandenbindungsstellen
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Kontrolle wurde ein zusatmts BMPR-IA-FKBP-Konstrukt

dem die Transmembrandomane durigh anes nicht verwandten

resultieren sollte. Zur
bei

membranstandigen Proteins ersetzt wurde. DieseaMarisollte Aufschluld auf mdgliche

hergestellt,

Einflisse der Transmembrandoméanen auf die Rezepterdierung liefern. Bei der

verwendeten Transmembrandomane handelt es sichiended Platelet Endothelial Cell
Adhesion Molecule 1 (PECAM-1). Diese wurde gewath, in der Literatur Experimente
beschrieben sind, in denen mit dem ARIAD-SystemVarbindung mit PECAM-1 eine

nahezu einhundertprozentige Dimerisierung nach Heigdes Dimerizers erreicht werden
konnte (Zhao and Newman, 2001).

BRIA,, ecd tm icd
BRIA-ARIAD ecd tm FKBP
BRIA-PECAM-ARIAD ecd  |tMccan FKBP

Abb. 17: Ubersicht der in den Radioligandenassaysswendeten Rezeptorkonstrukte.

3.2.2 Ligandenbindung an wildtypische Rezeptoren

Abbildung 18 zeigt die Bindekurven von N-terminalrtkiertem BMP-2 (coreBMP-2(wt)) an

COS7-Zellen, die mit

wildtypischem  BMPR-IA  transé#  wurden. Die

Transfektionsbedingungen waren dabei in allen Brperten identisch.

2000 —

= coreBMP2(wt) an BRIA

1500 —
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spezifische Bindung [cpm]
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Abb. 18: Bindungskurve von wildtypischem BMP-2 an BIPR-IA-transfizierte COS7-Zellen. Die
ermittelte Affinitat (k1 = 1,4 nM) entspricht der Affinitat der 1:2-Interaktion von Ligand und Rezeptor.
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Fittet man die sich ergebenden Bindungskurven r@&wdm One-Site-Binding-Model, erhalt
man Werte fir die maximal gebundene Aktivitat (Bmapm]) sowie die Affinitdt des
Liganden zu der jeweiligen Bindestelle (k1 [pM])urFeinen Konzentrationsbereich des
Liganden von 0-500 pM, welcher in Analogie zu besréitiher durchgefiihrten Experimenten
gewdahlt wurde (Paralkar et al., 1991), erhalt mah dreser Methode eine Affinitat des
Liganden zum Rezeptor von 1,4 nM, was der in Biseeiitxperimenten ermittelten Affinitat
der 1:2-Interaktion von BMP-2 zu BMPR-IA entspricht

Um die 1:1-Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor messen, wurde das gleiche
Experiment mit einer radioaktiv markierten Mutar{tereBMP-2_wt/L51P) durchgefuhrt
(Abbildung 19). Die Aminosaure Leucin an Positidngellt einen Hot-Spot fur die Bindung
an die Typ-l Rezeptoren BMPR-IA und BMPR-IB dar.rDeustausch gegen Prolin fihrt
dazu, dass die Wasserstoffbriicke zwischen LeuBMR-2 und GIn86 in BMPR-IA nicht
mehr ausgebildet wird (Keller et al., 2004). Dien@ing des Typ-I-Rezeptors wird durch die
Mutation nahezu vollstandig inhibiert. Bei der hethmeren Mutante ist nur ein Bindeepitop
fur BMPR-IA zerstort, so dass nur 1:1-Interaktiomeih dem Typ-I-Rezeptor erfasst werden.

7000 —
= coreBMP-2_wt/L51P (Heterodimer) |

6000 4
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4000 Bmax 54024
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Abb. 19: Bindungskurven von coreBMP-2_ wt/L51P an BMPR-IA-transfizierte COS7-Zellen. Die
ermittelte Affinitat (k1 = 30 nM) entspricht der 1: 1-Interaktion von Ligand und Rezeptor.

Da die Bindungskurve im Konzentrationsbereich veB00 pM die Plateauphase nicht
erreicht und somit nicht ausgewertet werden kanmyden diese Experimente mit
Ligandenkonzentrationen bis 4000 pM durchgefuher Bit der Bindungskurve ergibt eine
Kp von etwa 30 nM, was der ermittelten Affinitat drteraktion von BMP-2:BMPR-IAN

vitro entspricht. Interessanterweise ergibt der Fit irargieich mit Experimenten mit
coreBMP-2(wt) eine etwa 10-fach hohere Anzahl andBngsstellen (Bmax). Mdgliche
unspezifische Bindungen bei hoheren Ligandenkonagomen konnten durch den direkten
Nachweis von BMPR-IA mit einem radioaktiv markierteFab-Fragment allerdings
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ausgeschlossen werden (Heinecke et al., 2009).EDjebnisse lielRen vermuten, dass bei
Messungen mit hoheren Konzentrationen von coreBi#R}2eine ahnlich hohe Bmax
bestimmt wirde. Daraufhin wurden die Bindungsstudimit hoheren coreBMP-2(wt)
Konzentrationen wiederholt (Abbildung 20).
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Abb. 20: Bindung von wildtypischem BMP-2 an BMPR-IAtransfizierte COS7-Zellen. Die untere Kurve
zeigt den Fit der erhaltenen Werte im Bereich der I[gandenkonzentration von 0-500 pM, die obere Kurve
stellt den Fit im Bereich von 1000-4000 pM dar. Diermittelten Affinitdten (k1) entsprechen den Werta
der 1:2- bzw. 1:1-Interaktion von Ligand und Rezepbr. Etwa 90% der Bindungsstellen (Bmax)
interagieren in einer 1:1-Interaktion mit dem Liganden, die restlichen 10% zeigen eine hochaffine 1:2-
Interaktion.

Bei den entsprechenden Experimenten fiel allerdiags dass die Bindungskurve einen
biphasischen Verlauf aufweist. Die Kurve wurde dahezwei unterschiedlichen Bereichen
(von 0-500 pM und von 1000-4000 pM) nach einem ,@ite binding“-Modell gefittet. Die
Verwendung von Ligandenkonzentrationen bis 500 pifbé dabei wie bereits gesehen eine
Affinitat von 1,4 nM, die der in Biosensor-Experimien ermittelten Affinitat der 1:2-
Interaktion von BMP-2:BMPR-IA entspricht. In denh@ien Konzentrationsbereichen erhalt
man eine Affinitat von 25 nM, die der in Biosengperimenten und in Bindeversuchen mit
der heterodimeren Mutante BMP-2L51P ermitteltenirAtidit der 1:1-Interaktion zwischen
Ligand und Rezeptor entspricht. Aufallig ist die riddung in hoch- und niedrig-affine
Bindungstellen, wobei 90% der Stellen niederaffimds10 % der Bindestellen sind hochaffin
und stellen mit grol3er Wahrscheinlichkeit prafom@eRezeptordimere oder mdglicherweise
auch hoher geordnete Strukturen dar, die eine tameill:2-Interaktion mit dem Liganden
ermdglichen. Erwdhnenswert ist die erfasste AndahlBindestellen (Bmax), deren Summe
mit den durch die heterodimere coreBMP-2_ wt/L51Pridfde ermittelten Bindestellen

Ubereinstimmt.
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3. Ergebnisse

Um sicherzustellen, dass es sich bei den Messunighh um Artefakte handelt, die durch
eine Uberexpression der transfizierten Rezeptotkakte hervorgerufen werden, wurden die
gleichen Versuche mit untransfizierten C2C12-Zellerederholt. Die oben gezeigten

Ergebnisse konnten mit diesem Ansatz bestatigteve(deinecke et al., 2009).

3.2.3 Induktion hochaffiner Bindestellen durch Rezptordimerisierung

Um der Frage nachzugehen, ob es sich bei den HoarafBindungsstellen wirklich um
Rezeptordimere handelt, wurde das oben beschriedREAD-System benutzt, um
Rezeptoren artifiziell durch Zugabe eines kins#icibimerizers zu dimerisieren und somit
die Anzahl hochaffiner Bindungsstellen zu erh6h@hwohl die Einwirkzeit des Dimerizers
deutlich langer als vom Hersteller angegeben gdwégbide, konnte keine Erhdhung der
hochaffinen Bindestellen festgestellt werden, soma@isschliel3lich eine Interaktion, die im
Bereich der niederaffinen 1:1-Interaktion liegt @Ndung 21). Die Anzahl der
Bindungsstellen liegt ebenfalls im Bereich der det heterodimeren coreBMP-2_wt/L51P-

Mutante ermittelten Werte.
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Abb. 21: Bindungskurven von wildtypischem BMP-2 anBMPR-IA-ARIAD-transfizierte COS7-Zellen
ohne (- Dim) und mit (+ Dim) Einwirkung des synthetschen Dimerizers. Durch Einsatz des Dimerizers ist
es nicht méglich, hochaffine Bindungsstellen zu @uzieren.

Uberraschenderweise wurde bei diesen Experimentin hkiphasischer Kurvenverlauf
beobachtet. Die deutet darauf hin, dass fur dieludig praformierter Rezeptordimere die
intrazellulare Doméane essentiell ist. Auch nach ahgy des Dimerizers wurden keine
hochaffinen Bindestellen etabliert. Es werden niederaffine Bindestellen detektiert, wobei
die Anzahl der Bindestellen den Erwartungen entbpriAuch mit der Rezeptorvariante, bei

der die Transmembrandomé&ne des BMPR-IA gegen desals mobil bekannten Proteins
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3. Ergebnisse

(PECAM-1) ausgetauscht wurde, konnten keine hortaaffBindestellen durch Zugabe des
Dimerizers erzeugt werden (Daten nicht gezeigt).

Zur Erklarung dieser Beobachtung gibt es mehrergliddkeiten. Eine moégliche Erklarung
besteht darin, dass die mangelnde Dimerisierbagkgisterische Grinde zurtckzufihren ist.
So koénnte eventuell die Ausrichtung der Rezeptaneder Membran verhindern, dass der
Dimerizer zwei Rezeptoren gleichzeitig erreichenrkeEine andere Erklarung besteht darin,
dass der Dimerizer zwar zwei Rezeptormoleklle dsme¥en kann, die Geometrie dieses
artifiziell induzierten Komplexes aber lediglichedBindung des Liganden an einen Rezeptor
erlaubt. Aul3erdem besteht die Mdoglichkeit, dass Miebilitat der Rezeptoren in der
Membran in einem Mal3e eingeschrénkt ist, so dass@imerisierung einer grof3en Zahl von
Rezeptoren nicht mdglich ist. Sollte diese letztedrie zutreffen, hatte dies zur Folge, dass
das bisher angenommene Gesamtbild der ligandenertiiz Rezeptoraktivierung zumindest
fraglich erscheint, da fur eine Rekrutierung vorz&soren in den Signalkomplex zumindest
eine gewisse Mobilitat angenommen werden muss. ddesem Grund sollte im né&chsten

Schritt untersucht werden, ob die Rezeptoren molaer Membran vorliegen.
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3. Ergebnisse

3.3 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen

3.3.1 Herstellung von Rezeptorkonstrukten

Die ligandeninduzierte Signalvermittiung der Repeph der TGH-Superfamilie erfordert
entweder die Bindung des Liganden an einen pratten Rezeptorkomplex oder die
Bildung eines neuen Komplexes aus mehreren Remgptddm die Rekrutierung der
Rezeptoren in den Signalkomplex gewahrleisten zon&b, muss mindestens einer der
membransténdigen Rezeptorsubtypen ein gewisses aMaB®lobilitat aufweisen. In den
nachfolgenden Experimenten sollte daher unterswebtden, ob sich die Mobilitaten
verschiedener Rezeptoren voneinander unterscheigieth ob die unterschiedlichen
Rezeptordomanen diese Mobilitdt beeinflussen. DestafAén sollte die ligandeninduzierte
Komplexbildung verschiedener Rezeptorpaare beeagrgrden, wobei hier ein Schwerpunkt
auf dem Einfluss der intrazellularen Kinasedomané diesen Vorgang lag. Fur diese
Experimente wurden fluoreszenzmikroskopische Veeahgewahlt. Zur Untersuchung der
Rezeptormobilitdt mittels Fluorescence RecoveryeAfPhotobleaching (FRAP) und der
ligandeninduzierten Komplexbildung mittels Fluoresce Resonance Energy Transfer
(FRET) wurden wildtypische Typ I- und Typ lI-Rezemn c-terminal mit Cyan Fluorescent
Protein (CFP; hellblau) oder Yellow FluorescenttBiro (YFP; gelb) fusioniert. In Analogie
wurden auch Rezeptorvarianten verwendet, bei ddireeKinasedoméne entfernt und durch
CFP oder YFP ersetzt wurde. Die trunkierten Rezeptenden dabei nach den ersten zehn
Aminosduren der intrazellularen Doméne, so dass digr extrazellulare und die
Transmembrandoméne vollstdndig vorhanden sind. \Rilypische Signalpeptid ist bei
allen Konstrukten vorhanden, um die richtige Lodation in der Zellmembran zu
gewabhrleisten. Eine Ubersicht liber die erzeugtemskKakte zeigt Abb. 22.

Die Konstrukte wurden in den eukaryotischen Expoesyektor pcDNA3 (Invitrogen)
kloniert und durch Sequenzierung Uberprift. Dien8lgktivitat der "full-length" Konstrukte
wurde aulRerdem in SMAD-Phosphorylierungsassaysgetddabei wurde festgestellt, dass
sich die Fluorophor-fusionierten Rezeptoren in rhAktivitat nicht von wildtypischen
Rezeptoren unterscheiden (Daten nicht gezeigt).

Zusatzlich zu den wildtypischen und trunkierten ibosrezeptoren wurden aul3erdem
trunkierte BMPR-IA-Konstrukte hergestellt, bei dane die  wildtypische
Transmembrandomé&ne durch eine fremde, nicht mit #édPeptoren verwandte
Transmembrandomane ersetzt wurde. Diese Transmeddmgine stammt auch hier vom
Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule 1 (PEXTA). Auf diese Weise sollte untersucht
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3. Ergebnisse

werden, ob hierdurch eine hohere Mobilitat der Reamonstrukte in der Membran erzielt
wird. Ebenfalls kann so in FRET-Experimenten Ubétprwerden, ob die native
Transmembrandoméne fur die Komplexierung von Rezept verschiedener Subtypen

zwingend erforderlich ist.

BRIA-FL-CFP ecd | tm icd 0

BRIA-FL-YFP ecd tm icd YFP
BRIA-TM-CFP ccd | tm 0
BRIA-TM-YFP ecd | tm | YEP

BRIA-TMqzc-CFP ecd thECAM@

BRIA-TM...,-YFP ecd  [tMecuf YFP

ARIIB-FL-CFP ecd tm icd 0
ARIIB-FL-YFP ecd tm icd R
ARIIB-TM-CFP ecd tm o

ARIIB-TM-YFP ecd tm YFP

BRII-FL-CFP ecd | tm icd 0
BRII-TM-CFP ecd | tm 0

BRII-TM-YFP ecd tm YFP

ALKA-FL-CFP ecd | tm icd 0

Abb. 22: Ubersicht der hergestellten CFP- und YFP+fsionierten Rezeptorkonstrukte.

3.3.2 Rezeptorexpression in HEK-tsA201-Zellen

Um Unterschiede in der Expression von endogenemrf@e=zn in nicht-transfizierten Zellen

und von Rezeptor-Fluorophor-Fusionsproteinen indfiaierten Zellen zu untersuchen, wurde
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MmRNA von wildtypischen und transfizierten Zellenwgmnen und die Expression von
BMPR-IA und ActR-1IB mittels RT-PCR analysiert. Akontrolle wurde die mRNA des
HPRT-Gens amplifiziert. Die Ergebnisse sind in Abbng 23 gezeigt.

Abb. 23: Agarosegel der RT-PCR von wildtypischen ud transfizierten HEK-tsA201-Zellen. Fir die
Transfektionen wurde in allen Zellen die gleiche DR-Menge (1 pg des Rezeptor-kodierenden Plasmids)
verwendet. (M) NEB 100 bp Marker; (-): untransfizierte Zellen; (+): transfizierte Zellen. HPRT wurde as
Kontrolle aus untransfizierten und BMPR-IA-transfiz ierten Zellen amplifiziert.

Es ist klar zu erkennen, dass in wildtypischen edekine geringe Menge an BMPR-IA und
ActR-1IB endogen exprimiert wird. Dies wurde vonabrDr. Susanne Gebhardt in ihrer
Dissertation auch fir andere Rezeptoren (PBH; TGF{R-1l, BMPR-IB, BMPR-II) durch
Real-Time-PCR-Experimente bestétigt und konnteTfaF§R-1 und TGFBR-II auch in den

in dieser Arbeit durchgefihrten Reportergenanalygereigt werden. In transfizierten Zellen
ist die Expression der Rezeptoren auf RNA-Ebeneeimen Faktor von 100-1000 erhéht.
Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass dikesen Zellen gewonnenen Ergebnisse
durch die endogen vorhandenen Rezeptoren nur imggen Mal3e beeinflusst werden,
solange nur die fluoreszenzmarkierten Konstruktengncht werden, wie es z.B. in FRET-
und FRAP-Experimenten der Fall ist. Bei der Unteisung der Signaltransduktion in die
Zelle konnen endogen vorhandene Rezeptoren altgrdire Ergebnisse beeinflussen. Dies
bestéatigen auch die in den Luciferase-Experimeg&nachten Beobachtungen, wo offenbar
der endogen vorhandene Typ-I-Rezeptor TRR-F mit den transfizierten Rezeptorchiméren
um die Bindung des Liganden und die Aktivierung 888AD-2/3-Signalwegs konkurriert.

Bei der Transfektion mit den Fluorophor-fusioniertRezeptoren fiel aul3erdem auf, dass die
Expressionsraten der einzelnen Rezeptortypendgteizhen Ausgangsvektors unterschiedlich
ausfallen. Als Mal3stab hierfir wurde die von derotBtioden des FRET-Mikroskops
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detektierte Leuchtintensitat fur die beiden Flydrore CFP und YFP herangezogen. Generell
konnte festgestellt werden, dass die trunkiertezeR@mrkonstrukte weniger transfizierte
DNA erfordern, um die gewtnschte Helligkeit zu eren, als die Konstrukte in voller
Lange. AulRerdem ist die Expression von ActR-IIB ttieln starker als bei allen anderen
Rezeptoren, so dass hier eine filinffach geringereA-D¢nge als bei den anderen
Rezeptortypen zur Transfektion ausreicht, um dredfé Experimente bendtigte Expression

Zu erreichen.

3.3.3 Lokalisation der fusionierten Rezeptoren

Um sicherzustellen, dass die Fluorophor-fusionreriRezeptorkonstrukte richtig in die
Zellmembran integrieren, wurde die Lokalisationofleszenzmikroskopisch Uberprift. Dazu
wurden HEK-tsA201-Zellen mit BRIA-FL-CFP transfiie und mit einem
Konfokalmikroskop analysiert. Zur Markierung der llFeembran wurden die Zellen
zusatzlich mit mYFP, einem YFP-Protein mit fusiotee Palmitylierungssequenz,
transfiziert. Die Zellkerne wurden durch eine Fampumit Hoechst 33342 sichtbar gemacht
(Abbildung 24).

Abb. 24: Konfokalmikroskopische Aufnahmen transfizierter HEK-tsA201-Zellen. (A) BRIA-FL-CFP; (B)
mYFP; (C) Uberlagerung von (A) + (B) und Farbung de Zellkerne (violett)

Auf den Bildern ist klar zu erkennen, dass die Remi&onstrukte wie erwartet in die
Zellmembran eingebaut werden. Im endoplasmatisétetikulum ist auf3erdem eine leichte
Farbung zu erkennen, die auf die Uberexpression filereszenzmarkierten Proteine
zurlickzufiihren ist.

Die korrekte Lokalisation der Ubrigen Rezeptorkange wurde wahrend der FRET- und
FRAP-Experimente tberpruft (Daten nicht gezeigt).
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3.3.4 Mobilitat der Rezeptoren in der Zellmembran

Um die Mobilitat der Rezeptoren in der Zellmembeanuntersuchen, wurden HEK-tsA201-
Zellen mit verschiedenen YFP-fusionierten Rezemoskrukten einzeln oder in Kombination
transfiziert. Anschlieend wurden Fluorescence Remo After Photobleaching- (FRAP-)
Experimente durchgefuhrt. Hierbei werden die Zells#i geringer Anregungsenergie im
Konfokalmikroskop betrachtet. Nachdem eine EbendeinMitte der Zelle fokussiert wurde,
wurden die Fluorophore in einem kleinen Teil dedldembran mit hoher Laserenergie
gebleicht. In bestimmten Zeitabstanden wurden Bilder Zelle aufgenommen und das

Einwandern leuchtender Fluorophore aus der Umgelblengyeblichenen Region gemessen.

Ein Beispielexperiment ist in Abbildung 25 dargéste

Abb. 25: Einzelaufnahmen aus dem Verlauf eines FRAExperiments. Gezeigt ist die Wiederherstellung
der Fluoreszenz im geblichenen Bereich (Pfeil) in #hangigkeit von der Zeit.

Aus diesen Daten lieRen sich dann der Anteil debil@o und immobilen Fraktionen am
Gesamtrezeptorbestand der Zelle, sowie die Zeiiemie halbmaximale Wiederherstellung
der Fluoreszenz bestimmen, was einen direkten Heewaf die Mobilitéat der untersuchten
Konstrukte liefert. Bei diesen Experimenten wurdawisschlie3lich YFP-fusionierte
Rezeptoren betrachtet, da diese eine hohere Leatthtts die CFP-Konstrukte zeigten und
sich auch effektiver bleichen liel3en.
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3. Ergebnisse

3.3.4.1 Mobilitat der Einzelrezeptoren

Durch die unter 3.2 beschriebenen Experimentetestslth die Frage, ob die Rezeptoren
Uberhaupt ausreichend mobil sind, da es mit Hifle ARIAD-Systems nicht méglich war,

eine Dimerisierung von Rezeptoren eines Subtypsduzieren. Darum wurde als erstes die

Mobilitat einzelner, nativer bzw. c-terminal truekier Rezeptoren untersucht.
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Abb. 26: Ergebnisse der Bleichexperimente des TypRezeptors BMPR-IA in full-length- (A) und

trunkierter (B) Form

Die in den Abbildungen 26, 27 und 28 dargestelkernven zeigen die Ergebnisse der FRAP-
Experimente fur die Rezeptoren BMPR-IA, ActR-IIReils in trunkierter (TM) und full-
length- (FL) Form) und BMPR-II (in trunkierter Foym
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Abb. 27: Ergebnisse der Bleichexperimente des
trunkierter (B) Form

Tyd-Rezeptors ActR-IIB in full-length- (A) und

Auffallig bei allen Messungen ist ein mehr oder igen ausgepragter biphasischer Verlauf.
Wie im Methodenteil beschrieben, wird ein solcherkenverlauf oft beobachtet, konnte aber
bisher nicht nicht eindeutig erklart werden. Einéghiche Ursache kdnnten Interaktionen der
Rezeptortypen mit anderen Komponenten der ZellGidré darstellen. Ebenso sind

verschiedene Rezeptorpopulationen mit unterscloieelli Mobilitdt denkbar. Interessant ist,
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dass im Vergleich der full-length- mit der trunkesx Form sich der Typ-I-Rezeptor BMPR-
IA kontrar zum Typ-II-Rezeptor ActR-1IB verhalt. BRR-IA zeigt in trunkierter Form eine
deutlichere Biphasizitat, wahrend der steile Kuargnil bei der Untersuchung des nativen
Rezeptors kaum ausgepragt ist. Bei ActR-1IB trét biphasische Kurvenverlauf dagegen mit
dem full-length-Rezeptorkonstrukt auf, wahrend YYerwendung des trunkierten Rezeptors
der steile Kurvenanteil deutlich geringer ausfdllie trunkierte Form des Typ-lI-Rezeptors
BMPR-II zeigt einen ahnlichen Kurvenverlauf wie drenkierte Form von ActR-1I1B. Der
jeweilige Kurvenverlauf scheint also fiir die Rezeptibtypen spezifisch zu sein.

Fur die quantitative Auswertung wurde nur der flExehAnteil der Kurven verwendet. Die
Fit-Parameter dieses Kurvenbereichs unterscheigdnnsir wenig, womit die Mobilitat der
Einzelrezeptoren insgesamt &hnlich ist. Lediglioh fall des Typ-lI-Rezeptors BMPR-IA
scheint die intrazellulare Doméane einen Einflust die Mobilitdt zu haben, da hier eine

deutliche Reduktion des Anteils an mobilen Rezegrt@u sehen ist.
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Abb. 28: Ergebnisse der Bleichexperimente des Tyd-Rezeptors BMPR-II in trunkierter Form.

Rezeptor Mobile Fraktion [%] t1/2 [s]
BRIA-FL-YFP 451 +2,3 22,154
BRIA-TM-YFP 72,5140 43,1+8,6
ARIIB-FL-YFP 76,4 £ 8,3 442 + 15,2
ARIIB-TM-YFP 75,6 £2,9 29,6 +4.4
BRII-TM-YFP 75,5%+2,8 33,4+5,3

Abb. 29: Zusammenfassung der ermittelten Fit-Paramier des langsamen Kurvenanteils. Die mobile
Fraktion beschreibt den Anteil geblichener Fluoroplore, der durch Einwanderung ungeblichener
Fluorophore ersetzt werden kann. t1/2 gibt die Zeitbis zur halbmaximalen Wiederherstellung der
urspringlichen Fluoreszenz an.

Die geringere Mobilitat des nativen BMPR-IA konmeen Hinweis darauf sein, dass die

intrazellulare Doméne durch Interaktion mit andererpllularen Bestandteilen eine
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Immobilisierung des Liganden auf der Zelloberflaah@erstitzt, indem die Mobilitéat des
Rezeptors insgesamt herabgesetzt wird. Eine anflddérung ware, dass BMPR-IA in

nativer Form als Homodimer auf der Zelle vorliegidudurch den grél3eren Komplex eine
geringere Mobilitéat zeigt. Gegen diese Theorie dpriallerdings, dass BMPR-IA eine

Tendenz zu einer héheren Geschwindigkeit, ausgktddicch eine niedrigere halbmaximale
Wiederherstellungszeit, als die anderen Konstrakfeeigt. Aulierdem wurde bereits gezeigt,
dass das Molekulargewicht der untersuchten Protanen Einfluss auf deren Mobilitat hat
(Reits and Neefjes, 2001). Die hohere Geschwindidmnte dazu dienen, den geringeren

Anteil an mobilen Rezeptoren bei diesem Rezeptatykompensieren.

3.3.4.2 Veranderung der Mobilitat durch Austausch er
Transmembrandoméane

Um festzustellen, welchen Einfluss die Transmemtwarmine auf die Mobilitdt der
Rezeptoren hat, wurden FRAP-Experimente mit einemmkterten BMPR-IA-Konstrukt
durchgefuhrt, bei dem die native Transmembrandordaneh die Transmembrandoméane des
Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecules (PECAMersetzt wurde (Abbildung 30). Da
die quantitative Dimerisierbarkeit dieses Proteditee hohe Mobilitat vermuten lait (Zhao
and Newman, 2001), wurde erwartet, dass durch destafisch auch eine erh6hte Mobilitat

des Typ-I-Rezeptors erreicht werden kann.

100
i ®  BRIA-PECAM-TM-YFP
90 | A BRIA-TM-YFP
80
_ 704
| | e .
E ;i i
ﬁ ',::iir:i
4 50 iié
: - S
g - 33
: - s
3 %07 !’g
20
104 :
0 * | | | | ' I I
0 20 40 60 T .
Zeit [s]

Abb. 30: Vergleich der Ergebnisse der Bleichexperiente von BMPR-IA und BMPR-IA-PECAM, jeweils

in trunkierter Form.

Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass die Mobilitétldden Ersatz der Transmembrandoméane

nicht verandert wird.
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Rezeptor Mobile Fraktion [%] t1/2 [s]
BRIA-TM-YFP 72,5140 43,1+8,6
BRIA-PECAM-TM-YFP 71,6 £ 3,7 43,0 £ 8,2

Abb. 31: Zusammenfassung der ermittelten MobilitatsParameter.

Dies lasst vermuten, dass der Grund fir die eifgés&te Mobilitat von BMPR-IA im
Zusammenhang mit der extrazellularen Domane stehess. So kdnnte es hier Interaktionen
mit anderen Strukturen auf der Zelloberflache ad#rder extrazellularen Matrix geben, die

die Mobilitat des Rezeptors herabsetzen.

3.3.4.3 Veranderung der Mobilitat durch Anwesenheibeider
Rezeptortypen

Im n&chsten Schritt sollte untersucht werden, @b Ahwesenheit beider Rezeptortypen die
Mobilitat der individuellen Rezeptorsubtypen veréridDies konnte zum Beispiel durch eine
Komplexbildung der beiden Rezeptortypen auch ohas dorhandensein des Liganden
verursacht werden (praformierte Komplexe). Fur Higperimente wurden deshalb HEK-
tsA201-Zellen mit BMPR-IA und ActR-1IB cotransfiztge wobei sich das zu bleichende YFP-
Molekul jeweils nur an einem der beiden Rezeptatymefand. Der jeweils andere
Rezeptortyp war zur Kontrolle der Expression an @&gfoniert, wobei fir die Messungen
Zellen ausgesucht wurden, die beide Rezeptortypeetwa gleich stark exprimieren. FUr
diese Experimente wurden trunkierte Rezeptorvaerariienutzt, da diese von den Zellen

besser exprimiert werden und damit eine hohere hi&reft aufweisen.
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Abb. 32: Vergleich der Ergebnisse von Messungen miinzelrezeptoren und Messungen in Anwesenheit
des Partnerrezeptors. (A) Analyse von BMPR-IA, (BAnalyse von ActR-IIB.

Wie in Abbildung 32A gezeigt, andert sich die Ml von BMPR-IA durch die

Anwesenheit von ActR-1IB nur unwesentlich. Auffgllist hier lediglich die Abnahme des
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biphasischen Charakters der Kurve. Uber die Urshediir 1aRt sich, wie bereits erwahnt,
lediglich spekulieren. Sehr wahrscheinlich wirdadudie Interaktion von ActR-IIB mit einer
Subpopulation von BMPR-IA Rezeptoren, z.B. mit mmeoen oder praformierten BMPR-1A
Rezeptordimeren, aufgrund der Zunahme der Mole&Glgrderen Mobilitat herabgesetzt.
Analysiert man jedoch die Mobilitdt des fluoreszeaskierten Typ-lI-Rezeptors ActR-IIB,
stellt man fest, dass diese durch die Prasenz WARHBIA signifikant beeinflusst wird
(Abbildung 32B).

Rezeptor Mobile Fraktion [%] t1/2 [s]
BRIA-TM-YFP 725140 43,1+ 8,6
BRIA-TM-YFP + ARIIB-TM-CFP 728 x7,7 55,4 +16,0
ARIIB-TM-YFP 75,6 +2,9 296+44
BRIA-TM-CFP + ARIIB-TM-YFP 60,4 £5,8 64,3 £ 14,2

Abb. 33: Anderung der Fit-Parameter durch Anwesenhi beider Rezeptortypen.

Der Anteil der mobilen Fraktion von ActR-IIB ist igeringem Mal3e, jedoch signifikant
reduziert. Wesentlich deutlicher ist die Abnahme Negrationsgeschwindigkeit, die sich
durch die Prasenz von BMPR-IA mehr als halbierti{si Werte flir t¥2). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass sich auch in AbwesenhsitLdganden beide Rezeptorsubtypen zu
Komplexen formieren. Die Mobilitdt des BMPR-IA samehier limitierend zu sein, so dass
die Mobilitdt des gebildeten Komplexes vorrangigratiuden Typ-I-Rezeptor BMPR-IA

bestimmt wird.
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3. Ergebnisse

3.3.4.4 Veranderung der Mobilitat durch Anwesenheides Liganden

Um den Einfluss der Liganden auf die Mobilitat deezeptoren zu untersuchen, wurden
Zellen zuerst mit einem einzelnen, YFP-fusionierRezeptortyp transfiziert und vor dem
Bleichexperiment fur finf Minuten mit 30 nM coreBMPinkubiert (Abbildung 34).
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Abb. 34: Mobilitat der Einzelrezeptoren BMPR-IA (A) und ActR-IIB (B) in Abwesenheit und Gegenwart
von 30 nM coreBMP-2.

Die Zugabe von BMP-2 bewirkt eine signifikante \Aajsamung beider Rezeptortypen. In
beiden Fallen ist eine Abnahme der mobilen Fraktiomd somit eine zunehmende
Immobilisierung zu beobachten, die allerdings fén dyp-I-Rezeptor deutlich ausgepréagter
ausfallt. Dafur andert sich bei diesem RezeptoiZeéié bis zum Erreichen der halbmaximalen
Fluoreszenzintensitat nicht, wohingegen beim TyRekeptor eine deutliche Verlangsamung
der Fluoreszenzwiederherstellung zu sehen istHer@absetzung der Rezeptormobilitat zeigt,
dass beide Rezeptortypen mit dem Liganden auf dbokgrflache interagieren kbnnen. Der
Typ-I-Rezeptor Ubernimmt als hochaffiner Rezepftterdar eine Verankerungsfunktion, die
durch die starke Reduktion der mobilen Fraktiolimwesenheit des Liganden sichtbar wird.
Die Abnahme der mobilen Fraktion kommt wahrschembtladurch zustande, dass sich durch
Bindung des Liganden die Gro3e der entstehendeepRekomplexe erhoht. Es ist aber auch
nicht auszuschlieRen, dass der Ligand zusatzlich amderen Strukturen auf der
Zelloberflache interagiert und dadurch die Mobilitdes Ligand-Rezeptorkomplexes
herabgesetzt wird. Fir die Interaktion von BMP-2 Tyip-II-Rezeptoren wurden in BlAcore-
Experimenten wesentlich schnellere Bindekinetikés fér die mit BMPR-IA oder —IB
bestimmt. Insbesondere die kinetischen Dissoziskionstanten kix) sind fur die BMP-
2:Typ-ll-Rezeptorinteraktion ca. 100-fach grof3es die fir die Typ-I-Rezeptor Interaktion.

Die daraus resultierenden Halbwertszeitep=(tin2k.«) liegen fur den individuellen BMP-

73



3. Ergebnisse

2:BMPR-IA-Komplex im Bereich von 30 Minuten, BMP-2:Typ-II-
Rezeptorkomplex jedoch im Sekundenbereich. Die ethiBindekinetik, insbesondere die

kurze Halbwertszeit der BMP-2:ActR-IIB-Interaktioarklart hinreichend, warum eine

fir nan

Verlangsamung dieses Rezeptors nach Ligandenbinduoicht aber eine Abnahme der

mobilen Fraktion beobachtet wird.

Rezeptor Mobile Fraktion [%] t1/2 [s]
BRIA-TM-YFP 725+4,0 43,1+8,6
BRIA-TM-YFP + 30 nM coreBMP-2 40,2 + 3,5 48,8 + 92,
ARIIB-TM-YFP 75,6 £2,9 29644
ARIIB-TM-YFP + 30 nM coreBMP-2 63,8+5,4 71,4 +43

Abb. 35: Anderung der Fit-Parameter durch Anwesenhi des Liganden.

Um zu untersuchen, wie sich die zusatzliche Anwesierdes jeweils anderen Rezeptortyps
auf die Mobilitat auswirkt, wurden wie in 3.3.4.2ellen mit beiden Rezeptortypen
cotransfiziert und vor dem Experiment fur finf Mian mit 30 nM coreBMP-2 inkubiert.
Auch hier war der zu bleichende Rezeptortyp mit Y&&$oniert, der Partnerrezeptor dagegen
mit CFP (Abbildung 36).
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Abb. 36: Einfluss von 30 nM coreBMP-2 auf die Mobitat der Rezeptoren in Anwesenheit des
Partnerrezeptors. (A) Auswirkungen auf BMPR-IA, (B) Auswirkungen auf ActR-IIB.

Die Daten zeigen, dass sich fir BMPR-IA auch hiee estarke Immobilisierung zeigt, die
sich durch eine deutliche Verringerung der mob#feaktion ausdriickt. Die Mobilitat des
Typ-1I-Rezeptors ActR-11B wird durch die Anwesenhdes Liganden dagegen nicht weiter
beeinflusst. Die ermittelten Parameter fur die AOB Mobilitdt entsprechen in etwa
denjenigen, die fur diesen Rezeptor in PrAsenzZBMRR-IA (Abbildung 33) erfasst wurden.
Es kann daher vermutet werden, dass durch die kehrigindekinetiken der BMP-2:ActR-
lIB-Interaktion kein weiterer Beitrag fur die Kongxstabilitat erbracht werden kann.
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Rezeptor Mobile Fraktion [%] t1/2 [s]
BRIA-TM-YFP + ARIIB-TM-CFP 72,8+ 7,7 55,4 + 16,0
BRIA-TM-YFP + ARIIB-TM-CFP 41,6 +£3,1 29,2 +8,9
+ 30 nM coreBMP-2
BRIA-TM-CFP + ARIIB-TM-YFP 60,4 +5,8 64,3+ 14,2
BRIA-TM-CFP + ARIIB-TM-YFP 65,4+ 3,9 59,7 £8,2
+ 30 nM coreBMP-2

Abb. 37: Ermittelte Fit-Parameter in Anwesenheit des Partnerrezeptors und des Liganden.

Diese Daten sind ein deutlicher Hinweis dafur, dB88PR-1A durch die Bindung des
Liganden auf der Zelloberflache verankert wird. Itsb zeigt dieser Rezeptor eine starke
Reduktion der Mobilitdt in Anwesenheit des LiganddBasierend auf den gezeigten
Ergebnissen scheint zumindest ein Teil des niefileeaf Typ-11-Rezeptors ActR-IIB bereits
in Abwesenheit des Liganden in Assoziation mit ddmp | Rezeptor vorzuliegen
(praformierte Komplexe). Eine durch den Ligandeduirierte Rekrutierung kann mit diesen
Experimenten nicht erfasst werden. Fur die Genamgr von signalaktiven
Rezeptorkomplexen scheinen daher weitere Prozesse,z.B. eine ligandeninduzierte

Konformationsanderungen eines oder beider Rezepta®vendig zu sein.
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3.3.5 Ligandeninduzierte Rezeptorkomplexbildung

Um die initialen Rekrutierungsschritte der Rezegmoin den Signalkomplex auf ganzen
Zellen untersuchen zu kénnen, wurde ein Systemiekelt, bei dem die Annéherung der
beiden Rezeptortypen nach dem FRET-Prinzip (Fluerese Resonance Energy Transfer)
sichtbar gemacht werden kann. Dieses Prinzip Ubaslarauf, dass es zwischen zwei
Fluorophoren mit Uberlappenden Anregungs- und Hamsspektren bei geringem Abstand
zu einer messbaren Energietbertragung kommt.

Mit den bereits vorgestellten, CFP- und YFP-fustotein Rezeptorkonstrukten kann somit
eine Anndherung beider Rezeptortypen durch einéHtig des FRET-Signals detektiert
werden, was der Bildung eines Komplexes aus deorfigsten Rezeptoren entspricht. Bei
dieser Art von Messungen ist zu beachten, dasglesvée auch bei den FRAP-Messungen
um Messungen an einzelnen Zellen handelt. Zur @tdrgierung der Ergebnisse wurden
deshalb Zellen fur die Messungen herangezogen,sitie in den Ausgangsparametern
(Signalintensitat des Blau- und Gelbkanals) mdglickvenig unterschieden. Aul3erdem
wurden pro Bedingung mehrere Zellen untersucht.tligée Unterschiede gab es in der
maximalen Hohe des erhaltenen FRET-Signals. Diesaterschiede konnen auf

unterschiedliche ZellgroRen und damit unterschobeéli Anzahlen an Gesamtrezeptoren
zurtckzufihren sein. Ein weiterer Faktor kann ad&®rdie Lage der Zelle (einzeln oder im
Verbund mit anderen Zellen) sein, da eine freiliee Zelle einen grol3eren Teil ihrer
Oberflache dem umgebenden Medium prasentiert ads&lle in einem Zellverbund.

Um trotzdem Messungen verschiedener Zellen velgeiczu kdnnen, wurden alle

erhaltenen Kurven normiert. AnschlieBend wurdenLdg@andenkonzentration, bei der es zu
einer Annaherung der Fluorophore kommt, sowie désdBwindigkeit dieser Anndherung

ermittelt. Als Mal3 fir die Geschwindigkeit wurdeedbteigung des linearen Anstiegs der
Kurve nach Perfusion mit dem Liganden benutzt. Dezeigten Kurven zeigen jeweils

Einzelmessungen und sind beispielhaft fir die zGgghn Experimente.

3.3.5.1 Unterschiede zwischen nativen und trunkieen
Rezeptorkonstrukten

In ersten Versuchen wurde untersucht, ob sich Exgete mit trunkierten Rezeptoren von
solchen mit full-length-Rezeptoren unterscheidebbilung 38). Dazu wurden Zellen mit
Typ-I- und Typ-lI-Rezeptoren transfiziert, wobeediyp-I-Rezeptoren grundséatzlich mit CFP

und die Typ-lI-Rezeptoren mit YFP fusioniert waren.
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3. Ergebnisse

Aus technischen Griinden wurde im ersten Schritkdmbination aus BMPR-IA und ActR-
IIB analysiert. Obwohl BMP-2 mit dieser Rezeptorkmnation nur geringe
Signaleigenschaften aufweist, konnten erfolgreiemédre Komplexe bestehend aus dem
Liganden und den Ektodoméanen beider Rezeptorentro hergestellt und zur Aufklarung
der Struktur benutzt werden (Weber et al., 2007)fgAund der experimentell ermittelten
Bindeaffinitaten des Liganden sowohl an BMPR-IA alsch an ActR-1IB schien diese

Auswahl am sinnvollsten (Heinecke et al., 2009).
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Abb. 38: Typische Kurven der FRET-Experimente. (A) Full-length-Rezeptoren, (B) trunkierte
Rezeptoren. Pfeil: Start der Perfusion mit coreBMP2-Ligandenlésung in der angegebenen
Konzentration. Messreihen mit trunkierten Rezeptoren ergaben generell deutlich hdhere
Signalamplituden als Messreihen mit Full-length-Reaptoren. Die niedrigere Signalamplitude der Full-
length-Rezeptoren fuhrt auch zu einem gréBeren Ragken des Signals.

Erstaunlicherweise zeigte sich sowohl bei der Karation von Full-length- als auch von
trunkierten Rezeptoren ein reproduzierbarer Anstidgs FRET-Signals ab einer
Ligandenkonzentration zwischen 6 und 10 nM. Eslaiei zu beachten, dass die Zunahme
des FRET-Signals auf zweierlei Arten interpretiggrden kann: Entweder ist dieses Signal
das Resultat einer Rekrutierung beider Rezeptontypeeinem Komplex oder aber die Folge
einer ligandeninduzierten Konformationsédnderunglciae die beiden Fluorophore auf der
zytosolischen Seite ndher zusammen bringt. AudféBt, dass Messreihen mit trunkierten
Rezeptoren generell deutlich hohere Signalamplitudeigen als solche mit full-legth
Rezeptorkonstukten. Die Tatsache, dass vom StarPedusion mit dem Ligand bis zum
Erreichen des Plateaus mehrere Minuten vergehechspber eher fur eine Neubildung von
Rezeptorkomplexen, da Konformationsédnderungen mR#gel deutlich schneller ablaufen
sollten. Die niedrigere Signalamplitude der Fuiigéh-Rezeptoren fuhrt auch zu einem
groReren Rauschen des Signals. Die Unterschiederisignalamplitude werden vermutlich

dadurch verursacht, dass die Fluorophore bei derkigrten Rezeptoren durch die fehlende
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intrazellulare Doméane einen geringeren Abstand namgler haben und dadurch eine

effektivere Energielibertragung stattfinden kann.
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Abb. 39: FRET-Experiment zur Ermittlung des Schwelenwertes der fiir die Komplexbildung benétigten
Ligandenkonzentration. Dazu wurde die Zelle nacheiander mit steigenden Ligandenkonzentrationen
perfundiert. Eine Komplexbildung ist ab einer Konzentration von 10 nM coreBMP-2 zu erkennen.

Die Geschwindigkeit der Komplexbildung (Steigungr daurve im linearen Bereich) ist
ebenfalls sowohl bei Full-length- als auch bei kiarten Rezeptoren identisch und andert
sich Uber einen breiten Konzentrationsbereich ni€mgt bei hohen Konzentrationen ab 100
nM ist eine Steigerung der Geschwindigkeit zu vierreen. Es lasst sich schlussfolgern, dass
die intrazellulare Kinasedomane der Rezeptorerdigrligandeninduzierte Komplexbildung
nicht bendtigt wird. Ein Einfluss der Mobilitat d®ezeptoren ist eher unwahrscheinlich, da
sich die Mobilitat der Full-length-Konstrukte in AR-Experimenten nicht wesentlich von
der Mobilitat der trunkierten Konstrukte unterschie

Besonders aufféllig ist auch die maximale FRET-kiun, die bereits ab einer definierten
Schwellenkonzentration erreicht wird. Eine weitBrd6hung durch anschliel3ende Perfusion
mit hoher konzentrierter Losung ist nicht oder musehr geringem Mal3e mdglich, so dass
hier bereits bei der Stimulation mit der fur die rKglexbildung mindestens benétigten
Ligandenkonzentration der grofdte Teil der vorhaederRezeptoren zur Bildung von

Signalkomplexen herangezogen wird (Abbildung 40).
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Abb. 40: Induzierung der Komplexbildung zwischen BMPR-IA und ActR-IIB in Abhangigkeit von der
Ligandenkonzentration. Die Komplexbildung beginnt kei Stimulation mit 10 nM coreBMP-2. Nach
Erreichen des Plateaus ist durch Perfusion mit hdhen Konzentrationen nur noch eine sehr geringe
Steigerung des Signals mdglich.

Eine weitere unerwartete Beobachtung bei den Exsien ist, dass bei keiner

Rezeptorkombination durch anschlielRende PerfusianPuoffer eine Abnahme des FRET-

Signals beobachtet werden konnte. Durch Langzeigdumhen konnte gezeigt werden, dass
die Abnahme des FRET-Signals Uber die Zeit durch Aasbleichen der Fluorophore

wahrend der Aufnahme entsteht. Diese Beobachtungetedaraufhin, dass nach der

ligandeninduzierten Komplexbildung keine Dissoziatidieser Komplexe erfolgt. Uber den

Verbleib des Liganden nach Pufferperfusion kanmé&eéiussage getroffen werden, da dieser
bedingt durch den experimentellen Ansatz nichtsstfaerden kann.

Aufgrund des besseren Signal-Rausch-Verhaltnisedsder gro3eren Signalamplitude der
trunkierten Rezeptoren wurden die weiteren Expantmdoevorzugt mit diesen Varianten

durchgefuhrt, da diese auch bei weniger transteddNA-Menge besser exprimiert wurden

und somit eine héhere Leuchtkraft aufwiesen.

3.3.5.2 Neubildung von Rezeptorkomplexen

Obwohl die lange Zeitdauer von mehreren Minuten \®tiart der Perfusion mit Ligand bis

zum Erreichen des Plateaus in den Messungen bere#s Hinweis darauf gibt, dass hier
die Enstehung und nicht die Umlagerungen beressehender Komplexen beobachtet wird,
sollte zur Absicherung ein weiterer Nachweis erbraserden. Dazu wurden FRAP- und
FRET-Messungen durchgefuhrt, bei denen die Fluidigi Zellmembran durch Behandlung
mit 5 mM Methyl{$3-Cyclodextrin herabgesetzt wurde. Durch diese Sulasiverden Teile des

Cholesterols aus der Membran entfernt. Auf diesés@Vsollte die Mobilitdt der Rezeptoren
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herabgesetzt werden, was sich bei einer Komplextostmg auf die Geschwindigkeit

auswirken sollte.
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Abb. 41: FRAP-Experimente vor und nach Behandlung dr Zellen mit 5 mM Methyl-B-Cyclodextrin
(MbCD). (A) BMPR-IA, (B) ActR-IIB.

Durch den Entzug des Cholesterols aus der Membtaidendie Mobilitat sowohl des Typ-I-
als auch des Typ-lI-Rezeptors herabgesetzt, wakeAdswirkungen auf BMPR-IA starker
sind (Abbildung 41 und 42).
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Abb. 42: Anderung der mobilen Fraktion der jeweiligen Rezeptoren durch Zugabe von 5 mM Methyp-
Cyclodextrin (MbCD).

Nachdem auf diesem Weg nachgewiesen werden kodass, MethyB-Cyclodextrin die
Mobilitdt der Rezeptoren beeinflusst, wurde im rgieh Schritt untersucht, ob die Zugabe
von Methyl$-Cyclodextrin auch Einfluss auf FRET-Experimente (#bbildung 43). Sollte
dies der Fall sein, ware dies ein weiterer Hinvaeitdie Bildung von Komplexen, da im Fall
von Konformationsanderungen die Mobilitat der Progein der Membran kaum eine Rolle

spielen sollte.
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Abb. 43: FRET-Experimente vor (A) und nach (B) Behadlung mit 5 mM Methyl- g-Cyclodextrin. Die
Zellen wurden mit coreBMP-2 in der angegebenen Korentration perfundiert.

Aus den Ergebnissen dieser Versuche geht hervoss diie Geschwindigkeit der

Komplexformierung in Anwesenheit von Meth}d€yclodextrin signifikant abnimmt
(Abbildung 44).
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Abb. 44: Vergleich der Steigungen des linearen Anigtlgs der FRET-Kurven von BRIA-TM-CFP + ARIIB-
TM-YFP nach Perfusion mit 30 nM coreBMP-2 als Mal3 &r Geschwindigkeit der Komplexbildung. Nach

Behandlung mit 5 mM Methyl-g-Cyclodextrin ist die Steigung geringer und die Komplexbildung somit
langsamer.

Die quantitative Auswertung zeigt eine Reduktiom @eschwindigkeit um etwa 30 %, was
gut mit der Abnahme der mobilen Fraktion im FalhwvactR-1I1B korreliert werden kann. Die
durch Methylp-Cyclodextrin verursachte starkere Immobilisierwmn BMPR-IA scheint
dagegen nur eine untergeordnete Rolle zu spielaes Bteht im Einklang mit den
Ergebnissen der vorherigen FRAP-Experimente, inedeBMPR-IA bereits durch die
Bindung von BMP-2 eine deutliche Immobilisierunggte. Die Beeinflussung des FRET-
Signals durch Methyg-Cyclodextrin sowie die Tatsache, dass der Zeduérbines typischen
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FRET-Experiments bis zum Erreichen des PlateausereiMinuten in Anspruch nimmt,
sind Anzeichen daflr, dass in diesen Versuchen RB&rutierung von Rezeptoren in

Komplexe beobachtet wird.

3.3.5.3 Spezifitat der Rezeptorkomplexbildung

Um zu dberprifen, ob die Signalkomplexbildung ausvViPR-IA und ActR-IIB

ligandenspezifisch erfolgt, wurden HEK-tsA201-Zglimit beiden Rezeptortypen transfiziert
und mit verschieden konzentrierten TGELoOsungen perfundiert (Abbildung 45). Dabei
konnte auch mit héheren Konzentrationen (bis 30 rddine Komplexbildung induziert
werden. Die Rekrutierung dieser Rezeptoren in dgmatkomplex wird daher spezifisch

durch die Bindung von BMP-2 ausgelgst.

1,4

124
w1 30 nM
& 084 l
i@ . A A A A AN
04
024 BRIA-TM-CFP
ARIIB-TM-YFP

0,0 T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Zeit [s]

Abb. 45: FRET-Experiment zur Kontrolle der Ligandenspezifitdt. Die Zelle wurde mit 30 nM TGFf2
perfundiert.

Durch die Uberexpression der Rezeptoren in dersfiaerten Zellen ist es denkbar, dass es
allein durch die raumliche Nahe zwischen den Rexeptzu zufalligen Interaktionen kommt,
die das FRET-Signal verfalschen kdnnen. Ebens@hiedie Mdglichkeit, dass unspezifische
Interaktionen durch die Perfusion mit dem Ligandsgmldst werden kénnen. Um diese
Verfalschungen ausschlieBen zu kénnen, wurden HERG1-Zellen mit trunkiertem
BMPR-IA (CFP) zusammen mit mYFP transfiziert und BEHRExperimente durchgefthrt
(Abbildung 46). Bei mYFP handelt es sich um ein YH®tein mit fusionierter
Palmitylierungssequenz. Durch diese Anordnung wiad Fluorophor knapp unterhalb der
Zellmembran im Zytoplasma lokalisiert. Eine extiadére Doméane weist dieses Konstrukt
nicht auf, was eine Interaktion mit dem Ligandessahliel3t. Eine zufallige, unspezifische
Interaktion wird durch die FRET-Amplitude reprasertt die zu Beginn des Experiments vor
Zugabe des Liganden vorliegt. Diese unterscheidét [sei diesen Versuchen nicht von der

Anfangsamplitude, die in Experimenten mit zwei Reaesubtypen zu sehen ist. Daraus lasst
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sich schlie3en, dass das basale FRET-Signal alleioh die raumliche Néhe der beiden
Fluorophore erzeugt wird. Aul3erdem lasst sich sdfidlgern, dass es auch zwischen BMPR-
IA und ActR-IIB nur eine geringe spezifische Intdran vor der Zugabe des Liganden gibt,
da sich die Anfangsamplituden in diesen Experintemicht von der hier gemessenen

unspezifischen Anfangsamplitude unterscheiden.
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Abb. 46: Messung zur Kontrolle der Rezeptorspezifiéit. Die Zellen wurden mit 30 nM coreBMP-2
perfundiert.

Durch Perfusion mit 30 nM coreBMP-2 konnte zwischBMPR-IA und mYFP keine
Komplexbildung induziert werden. Fur die Bildung nes ligandeninduzierten
Signalkomplexes sind also die extrazellularen Dagndveider Rezeptoren erforderlich.

3.3.5.4 Unterschiede bei Verwendung von verschiedem Typ-lI-Rezeptoren

BMP-2 kann neben den Activin-Typ-ll-Rezeptoren dhlte mit BMPR-II interagieren. Die
Signalkomplexe zeigen allerdings je nach vorhangengyp-ll-Rezeptor eine andere
Funktionalitat (Kawabata et al., 1998; ten Dijkeadt 2003). In BlAcore Experimenten
konnte gezeigt weerden, dass die Bindeaffinititear 8MP-2:BMPR-Il Interaktion
signifikant kleiner als die der Bindung von BMP-2 ActR-1IB sind (Sebald et al., 2004;
Heinecke et al., 2009). In den folgenden Experimersollte untersucht werden, ob sich die
in den BlAcoreanalysen ermittelten Unterschiedehand=RET-Experimenten widerspiegeln.
Dazu wurden HEK-tsA201-Zellen mit BMPR-IA (CFP) uAdtR-11B (YFP) oder BMPR-IA
(CFP) und BMPR-II (YFP), jeweils in trunkierter oy transfiziert und die FRET-Signale
analysiert. Die Zellen wurden mit verschieden kariderten Liganden-Losungen perfundiert
und die Anderungen der CFP- und YFP-Signale aufgleazet (Abbildung 47).
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3. Ergebnisse

Rezeptoren Ligand 1nM 3nM 6 nM 10nM | 30nM | 100 nM
iﬁ:ﬁ;#’” coreBMP-2 - - - ++ ++ ++
i??lﬁBFll;LJr coreBMP-2 - - - ++ ++ ++
Bgll?pl\l-[rl\lcl-F coreBMP-2 - . - - ++ ++

Abb. 47 Fur die Komplexbildung verschiedener  Rezegprkombinationen  bendtigte
Schwellenwertkonzentrationen von coreBMP-2.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Schwellenkonzentratb der es zu einem FRET-Signal
kommt, vom verwendeten Typ-lI-Rezeptor abhangig $&t kommt es bei Verwendung von
ActR-1IB ab einer Konzentration von 6-10 nM zu eif@mplexbildung der Rezeptoren, bei
Transfektion von BMPR-II als Typ-ll-Rezeptor bemjtiman jedoch mindestens eine
Ligandenkonzentration von 30 nM. Die Signalamplkudlieb in allen Experimenten

anndhernd gleich. Durch Perfusion mit Pufferloskagnte in keinem Fall eine Trennung der
Rezeptoren erreicht werden, so dass bei allen velgien Rezeptorkombinationen ein

stabiler Rezeptorkomplex vorzuliegen scheint.

Il BRIA-FL + ARIIB-FL
[ 1BRIA-TM + ARIIB-TM
V77 BRIA-TM + BRII-TM

" T T T T T T ]
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005

A, JF. s

Abb. 48: Vergleich der Steigungen des linearen Anggs der FRET-Kurven als MaR fir die
Geschwindigkeit der Komplexformierung.

Die Geschwindigkeit der Komplexbildung war bei allRezeptorkombinationen etwa gleich
schnell (Abbildung 48). Die ermittelten Werte flie Schwellenkonzentration unterscheiden
sich aber um den Faktor 3 und entsprechen den Atdsé-Experimenten ermitteltelip-
Werte der 1:2-Interaktion zwischen BMP-2 und ActB-lbeziehungsweise BMP-2 und
BMPR-II. Diese Versuche zeigen damit, dass siclengohiedliche Affinitdten des Liganden
zu den verschiedenen Rezeptoren auf die InduksrReézeptorkomplexbildung auswirken.
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3. Ergebnisse

Die Affinitat der Ligand:Typ-ll-Rezeptorinteraktioscheint dabei der ausschlaggebende
Faktor zu sein.

Erwédhnenswert erscheint an dieser Stelle, dass aechKp-Wert der 1:1-Interaktion
zwischen BMP-2 und BMPR-IA in einem ahnlichen Kamizationsbereich (~50 nM) liegt.
Inwieweit monomere Rezeptoren oder aber praformiBezeptordimere eines Subtyps zur
Erzeugung der FRET-Signale beitragen, sollten \@sumit heterodimeren BMP-2

Mutanten zeigen.

3.3.5.5 Analyse von BMP-2-Mutanten mit verringerterAffinitat

Durch die dimere Struktur der Liganden der TEBuperfamilie kénnen in einem
Signalkomplex jeweils bis zu zwei Typ-I- und zweypFll-Rezeptoren vorhanden sein. Aus
friheren Versuchen ist bereits bekannt, dass auomplexe, die nicht den vollen
Rezeptorbesatz beinhalten, aktiv sein konnen (KaadsSebald, 2001). Um herauszufinden,
ob ein oder zwei Exemplare des jeweiligen Rezephiyps in den Signalkomplex rekrutiert
werden, wurden FRET-Versuche mit BMP-2-MutantencHgefihrt, bei denen die in
Biosensoranalysen ermittelte Affinitdtt zu einem rodeeiden Rezeptortypen durch
Punktmutationen in den jeweiligen Bindeepitopenrimgert wurde (Keller et al., 2004;
Zhang et al., 2007). AuRerdem wurde eine Mutanteita¢, bei der alle vier Epitope mutiert
sind. Fur die Experimente wurden HEK-tsA201-ZelNewmwendet, die transient mit BMPR-
IA und ActR-1IB transfiziert wurden.

Uberraschenderweise zeigen sich in allen Versuatieheterodimeren Mutanten, bei denen
ein Epitop fur die Bindung des Typ-I-Rezeptors (BIIE5S1P) oder des Typ-lI-Rezeptors
(BMP-2A34D bzw. BMP-2L100P) veréandert wurde, gembe gleichen Ergebnisse wie in
den vorherigen Versuchen mit wildtypischen Ligand€Abbildung 49). Leichte
Verschiebungen in der Schwellenwertkonzentratiorwiso eine teilweise geringere
Geschwindigkeit der Komplexbildung mégen dabei auhgenauigkeiten bei der
photometrischen Konzentrationsbestimmung der vedetm Proteine bzw. deren
biologischer Aktivitat zurickgefuhrt werden. Mutaien in einzelnen Bindeepitopen von
BMP-2, die zum Teil einen dramatischen Verlust amdBaffinitit zu den jeweiligen
Rezeptoren zur Folge haben, zeigen demnach kein&ukwvirkung auf die Bildung von
Rezeptorkomplexen. Auch in diesen Versuchen wareikdmplexe nach der Bildung stabil
und zeigten keine Abnahme des FRET-Signals nadingt@en mit Puffer.
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3. Ergebnisse

Rezeptoren Ligand 1nM 3nM 6 nM 10nM | 30nM | 100 nM
coreBMP-2 - - - ++ ++ ++
coreBMP-2L51P Hetero - - + ++ ++ ++

BRIA-TM + | coreBMP-2A34D Hetero - - + + ++ ++
ARIB-TM | coreBMP-2L100P Hetero - - - + ++ ++
coreBMP-2L51P Homo - - - ++ ++ ++
coreBMP-2A34D Homo - - - ++ ++ ++

Abb. 49: Ubersicht tUber die Schwellenkonzentratione der hetero- und homodimeren coreBMP-2-
Mutanten.

Auch homodimere Mutanten, bei denen beide Epitdpeeinen Rezeptortyp mutiert sind,
waren in der Lage, wie wildtypische Liganden einentplexbildung zu induzieren. Die
Schwellenkonzentration, die Signalamplitude sowie &eschwindigkeit des Vorgangs
unterschieden sich ebenfalls nicht von Experimenténwildtypischen Liganden. Dabei war
es gleichgultig, ob die Bindeepitope fur den Typder Typ-lI-Rezeptor mutiert sind. Fur die
Rekrutierung des Partnerrezeptors in den Signalkexgrheint es also ausreichend zu sein,
wenn der Ligand an einen Rezeptorsubtyp — gleitiugiab Typ-1 oder Typ-1l — binden kann.
Fur die Generierung eines Signals reicht diesdifigs nicht aus, wie bereits in Arbeiten in
Knaus und Sebald gezeigt werden konnte (Knaus afwhl® 2001). Die Bildung eines
Signalkomplexes ist daher der erste notwendiger almht hinreichende Schritt flr eine
erfolgreiche Signaltbertragung in die Zelle. Eglmsher anzunehmen, dass durch die Bindung
des Liganden an beide Rezeptorsubtypen sterischeindferungen im Bereich der
intrazellularen Domé&nen der Rezeptoren erfolgene diir eine Aktivierung der
Rezeptorkinasen erforderlich sind.

Ein anderes Bild zeigt die Mutante, bei der allendgepitope mutiert sind (BMP-
2L51PA34D). Auch diese Variante war in der Lagagekomplexbildung hervorzurufen. Im
Gegensatz zu allen anderen BMP-2-Mutanten sowidtypischem BMP-2 konnte aber hier
durch Perfusion mit Puffer eine deutliche Redukiii@s FRET-Signals erreicht werden, was
als Dissoziation der Rezeptoren interpretiert werkiEnn (Abbildung 50). Auch die erreichte

Signalamplitude fiel deutlich niedriger aus.
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Abb. 50: Bei Komplexen, die durch Stimulation mit ® nM coreBMP-2L51PA34D (Homo) induziert
wurden, kann durch anschlieBende Perfusion mit Puffr eine Dissoziation der Rezeptoren erreicht
werden.

Diese Ergebnisse lassen keine Ruckschlisse a@tdaniometrie der induzierten Komplexe
zu, da sich die mit den Mutanten erzielten Ergedenigcht untereinander und auch nicht von
Ergebnissen mit wildtypischen Liganden unterscheiddir einen stabilen Signalkomplex
scheint lediglich die unveréanderte Bindung an eie@izelnen Rezeptorsubtyp — entweder
Typ | oder Typ Il — erforderlich zu sein, da inexdlVersuchen sowohl mit heterodimeren als
auch mit homodimeren Mutanten, die fur einen Rexégi bindedefizient sind, das gleiche

Komplexierungsverhalten beobachtet wurde.

3.3.5.6 Analyse von BMP-2-Mutanten mit hoherer Tygd4-Rezeptoraffinitat

Im Folgenden wurde untersucht, ob eventuell eirf@kiuing der Bindeaffinitaten zu einem
der beiden Rezeptortypen die Komplexbildung beei$tfl Abbildung 51). Dabei wurde auf
BMP-2 Mutanten zurtckgegriffen, bei denen einzelkminosauren im Typ-ll-Rezeptor-
Bindeepitop (knuckle Epitop) gegen die in gleiclrasition befindlichen Aminosauren in
Activin-A ausgetauscht wurde (Weber et al., 200@)e Mutante BMP-2N100KL102D

(coreBMP-2KD) zeigt eine 20-fach erhdhte AffinitAan ActR-11B, wahrend BMP-2R85P
(coreBMP-2RP) eine etwa 10-fach héhere AffinitaBMPR-11 aufweist.

Rezeptoren Ligand 1nM 3nM 6 nM 10nM | 30nM | 100 nM
BRIA-TM + | coreBMP-2 - - - ++ ++ ++
ARIB-TM | 05 reBMP-2KD Homo - - - ++ ++ ++

BRIA-TM + | coreBMP-2 - - - - ++ ++
BRI-TM | coreBMP-2RP Homo - - - - ++ ++

Abb. 51: Ubersicht liber die Schwellenkonzentratione der coreBMP-2-Mutanten mit erhhter Typ-II-
Rezeptor Affinitat.

87



3. Ergebnisse

Erstaunlicherweise konnte auch durch die ErhéhumgAdfinitat zu den Typ-1l-Rezeptoren in
keinem Fall eine Veranderung der Komplexbildungieht werden, da sowohl der bendtigte
Schwellenwert der Ligandenkonzentration als auche dGeschwindigkeit der
Komplexformierung gleich blieben. Die Erh6hung édfinitat zu den Typ-1I-Rezeptoren hat
also fur BMP-2 ebenfalls keine Auswirkungen auf Riekrutierung der Rezeptoren.
Zusammenfassend deuten alle Ergebnisse darautiss,die BMP-2-induzierte Rekrutierung
beider Rezeptorentypen zu Komplexen vollig unablginggn den Bindeaffinitdten des
Liganden zu den einzelnen Rezeptoren ist. Es kaherdnicht ausgeschlossen werden, dass
die Bildung der Komplexe durch andere, bisher wrsdhte Mechanismen gesteuert wird.
Die Interaktion des Liganden mit den Rezeptorenemsth somit den Prozess der
Rezeptorrekrutierung lediglich in Gang zu setzeineBveitere Funktion des Liganden mag
darin bestehen, diesen Komplex zu stabilisieren/aged Konformationsanderungen zu

erzeugen, die fur die Aktivierung der KinasedomadenRezeptoren notwendig sind.

3.3.5.7 Untersuchung der Eigenschaften von GDF-5

Um zu Uberprufen, ob es sich bei den gezeigtenbigeen um spezifische Eigenschaften
des Liganden BMP-2 handelt, wurden die Experimeniteeinem verwandten Faktor, dem
Growth and Differentiation Factor 5 (GDF-5), wiedeit. GDF-5 bindet mit ahnlichen
Affinitaten an dieselben Rezeptoren wie BMP-2. gidh die Bindung an den Typ-I-
Rezeptor BMPR-IA ist durch 10- bis 15-fach hohé&gWerte, d.h. niedrigere Affinitat,
gekennzeichnet. Da in FRET-Experimenten mit BMP-2d&ten gezeigt wurde, dass die
individuellen Bindeaffinitaten zu den verschiedemazeptortypen die Komplexbildung nicht
beeinflusst, wurden mit GDF-5 &hnliche Ergebnissgadget. Mit wildtypischem GDF-5
konnte jedoch erst eine Komplexbildung ab einerah@gnkonzentration von 100 nM
beobachtet werden (Abbildung 52). Der Schwellenwstrtsomit etwa 10-mal hoéher als
derjenige, der mit allen BMP-2 Varianten und gleiciRezeptorkombination nachgewiesen
wurde. Der Unterschied korreliert mit der 10-15kaedrigeren Bindeaffinitat zu BMPR-IA,
was im Falle von GDF-5 doch auf eine Abhangikeitr d@indeaffinitaten auf die
Koplexbildung hindeutet. Um dies zu Uberprufen, deumr Experimente mit homodimeren
GDF-5-Mutanten durchgefiihrt, bei denen die Affinitdr jeweils einen Rezeptortyp durch
Punktmutationen erhdht wurde (Abbildung 52). Sokst der Mutante GDF-5R57A die
Affinitat zu BMPR-IA etwa 10-fach erhdht, bei derusdnte GDF-5Y106KA108D (GDF-
5KD) die zu ActR-1IB um den Faktor 10. Die MutamBDF-5R57AY106KA108D (GDF-
5AKD) kombiniert diese Mutationen.
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3. Ergebnisse

Rezeptoren Ligand 1nM 3nM 6 nM 10nM | 30nM | 100 nM
GDF-5 - - - - - +
BRIA-TM + | GDF-5R57A - + ++ ++ ++ ++
ARIIB-TM | GpF-5Y106KA108D - - - ++ ++ ++
GDF-5R57AY106KA108D ++ ++ ++ ++ ++ ++

Abb. 52: Ubersicht tber die in Experimenten mit wibltypischem und mutiertem GDF-5 ermittelten
Schwellenkonzentrationen zur Induktion der Komplexhldung.

Im Gegensatz zu BMP-2 wird im Falle von GDF-5 eiutticher Einfluss der erhdhten
Affinitat auf die Komplexbildung festgestellt. Dieenotigte Schwellenkonzentration war bei
beiden Mutanten um den Faktor 10-15 erniedrigtdass ahnliche Werte wie fir BMP-2
ermittelt werden konnten. Die Erniedrigung der Selenkonzentration korreliert auch hier
exzellent mit dem durch die Mutationen bedingterfintitsgewinn zu den jeweiligen
Rezeptortypen. Bestatigt wurde dies auch durch ltbenodimere Doppelmutante, die
affinitditserhéhende Mutationen in den Typ-I- alsclauTyp-llI-Rezeptor-Bindeepitopen
enthélt, da ein weiteres Absinken der Schwellen&aotration fur die Komplexbildung auf ca.
1 nM beobachtet werden konnte.

Die Geschwindigkeit der Komplexformierung wurde ctludie Erh6hung der Affinitdten nur
gering beeinflusst (Abbildung 53). Der deutlich&eschwindigkeitszuwachs konnte bei der
GDF-5Y106KA108D-Mutante  beobachtet werden. Fir  di&DF-5-vermittelte
Rezeptorrekrutierung scheint daher die Affinitdts deiganden zum Typ-ll-Rezeptor
geschwindigkeitsbestimmend zu sein. Die durch GDdbzierten Komplexe sind, wie auch
die BMP-2-induzierten Komplexe, stabil und disse@n nicht durch Perfusion mit Puffer.
Da derselbe Zelltyp und dieselben Rezeptoren wie dem Experimenten mit BMP-2
verwendet wurden, kann aus diesen Experimenterhigssen werden, dass fur BMP-2 und

GDF-5 unterschiedliche Mechanismen der Rezeptartiekung existieren.
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GDF-5wt
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Abb. 53: Vergleich der Geschwindigkeiten des FRET-§nalanstiegs durch verschiedene GDF-5-
Varianten. GDF-5R57A zeigt eine 10-fach erhdhte Aiifitat zu BMPR-IA, GDF-5KD zeigt eine 10-fach
erhdhte Affinitat zu ActR-1I1B. Die Mutante GDF-5AKD kombiniert alle Mutationen.

3.3.5.8 Untersuchung der Eigenschaften von Activii-

Aufgrund der interessanten Ergebnisse, die siclidienh der Rezeptorrekrutierung aus dem
Vergleich von BMP-2 und GDF-5 ergaben, wurde eintaver Ligand aus der TGP-
Superfamilie untersucht. Activin-A wurde ausgewakl& dieser Ligand im Gegensatz zu
BMP-2 und GDF-5 hochaffin an die Typ-llI-Rezeptorect-RIl und -1I1B bindet. AuRerdem
zeigt der fur die Signalweiterleitung bendtigte TiyRezeptor ActR-IB keine messbare
Interaktion mit diesem Liganden (Heinecke et @009). Fir die FRET-Experimente wurden
ebenfalls HEK-tsA201-Zellen verwendet, die mit Ad&R (CFP) und ActR-IIB (YFP),
jeweils in nativer Form, transfiziert und mit vengeden konzentrierten Lésungen von
humanem Activin-A perfundiert wurden. Zuséatzlich rden die gleichen Experimente mit
ActR-IB (CFP) und BMPR-II (YFP) durchgefiihrt (Abbdung 54).

Rezeptoren Ligand 1nM 3nM 6 NnM 10nM | 30nM | 100 nM
ALK4-FL + ARIIB-FL Activin-A - - - - - -
ALK4-FL + BRII-TM Activin-A - - - - ++ ++

Abb. 54: Ubersicht iber die ermittelten Schwellenk&nzentrationen von Activin-A.

In mit ActR-IB und ActR-IIB transfizierten Zellen dkinte — im Gegensatz zu den
Experimenten mit BMP-2- und GDF-5-Varianten — durclPerfusion mit
Ligandenkonzentrationen bis 100 nM Activin-A keimdteigen des FRET-Signals erreicht
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werden. Auffallig war jedoch, dass diese Rezeptokioation ein deutlich hdheres basales
FRET-Signal als die Kombination BMPR-IA und ActRB]Ibzw. BMPR-IA und BMPR-II in
vorherigen Experimenten zeigte (Abbildung 55). Bsrk daher vermutet werden, dass die

Rezeptoren ActR-IB und ActR-1IB nahezu quantitagrdaformierte Komplexe bilden.
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Abb. 55: Vergleich des durchschnittlichen basalen RET-Signals von verschiedenen Rezeptor-
kombinationen vor der Stimulation mit Ligandenlésung.

Erstaunlicherweise konnte mit der Kombination austRAIB und BMPR-II ab einer
Konzentration von 30 nM Activin-A eine Komplexbildg induziert werden. Fur diese
Rezeptorkombination wurde kein erhdhtes, sondarreber niedriges basales FRET-Signal
auf dem Niveau der Kombination BMPR-IA:ActR-IIB Heschtet.

An diesem Beispiel wird deutlich, dass verschied&ezeptorkombinationen, die mit
demselben Liganden interagieren konnen, untersathed Mechanismen der
Komplexformierung und damit auch der Signalweiituley in die Zelle zeigen kénnen. In
Verbindung mit der Erkenntnis, dass praformiertd ligandeninduzierte Rezeptorkomplexe
unterschiedliche Signale in der Zelle auslésen kanfNohe et al., 2002), ergibt sich somit
fur den Organismus die Mdoglichkeit, mit einem Lidan verschiedene Reaktionen zu
erreichen.

Um zu Uberprifen, ob beide Rezeptorkombinationgnasaktiv sind, wurden HEK-tsA201-
Zellen mit den genannten Rezeptoren transfizieft Activin-A stimuliert und anschliel3end
die Phosphorylierung von SMAD-2, welches von dem p-THRezeptor ActR-IB
phosphoryliert werden kann, per Western Blot UhétgAbbildung 56).
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ActR-1B ActR-IB
ActR-IIB BMPR-II

a-pSmad2 | - -

a-Actin —— ——
Activin A - + - +

Abb. 56: Phosphorylierung von SMAD-2. HEK-tsA201-Z#en wurden mit den angegebenen Rezeptoren
transfiziert. Unstimulierte und fir 1h mit 10 nM Activin-A stimulierte Zellen wurden lysiert und die
Phosphorylierung von SMAD-2 im Western Blot Gberprift. Actin diente als Ladekontrolle.

Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass beide Reakeptbinationen in der Lage sind,
SMAD-2 bei Stimulation mit Activin-A zu phosphorglien. Damit ist sowohl die
Kombination ActR-IB:ActR-1IB als auch die Kombinati ActR-IB:BMPR-II in der Lage, ein
Signal in die Zelle weiterzuleiten.

3.4 Untersuchung der ligandeninduzierten SMAD-Phodporylierung

Durch die in den FRET-Experimenten gezeigten Unteesle bei der Stimulation von Zellen
mit BMP-2 und GDF-5 stellte sich die Frage, ob didsganden sich auch in ihrer
biologischen Aktivitat unterscheiden. Friihere Expente von Dr. Joachim Nickel haben
gezeigt, dass C2C12- und ATDC5-Zellen trotz glencheekannten Rezeptorbesatzes in
Alkalische-Phosphatase-Assays unterschiedlich aef Stimulation mit diesen Liganden
reagieren. So zeigen beide Zellinien bei Stimukatimit BMP-2 eine Induktion der
Expression des alkalischen Phosphatasegens. DienkutGDF-5R57A, die zu allen
typischen Rezeptoren ahnlich Bindeaffinitaten wigllB2 aufweist, induziert wie BMP-2
alkalische Phosphatase in ATDC5-, jedoch nicht baw. sehr schwach in C2C12-Zellen.
Daher liegt die Vermutung nahe, dass in ATDC5-Zekatweder zusatzliche Komponenten
vorhanden sind, die eine Signaliibertragung nackhuBig des Liganden ermdglichen und die
in C2C12-Zellen fehlen, oder dass in C2C12-Zellamigonenten vorhanden sind, die die
Signalubertragtung nach der Bindung des Ligandkibieren. Es wurde daher untersucht, ob
nach Stimulation durch die Liganden in allen Falbgmnalaktive Komplexe gebildet werden,
die die nachgeschalten SMAD-Proteine durch Phostibanng aktivieren. Beide Zelllinien
wurden daflr mit unterschiedlichen Konzentratiorggr Liganden stimuliert und nach
unterschiedlichen Zeiten die SMAD-Aktivierung mihem Phospho-SMAD-1/5-Antikorper

in Western Blots analysiert.
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3.4.1 BMP-2-induzierte Phosphorylierung von SMAD-13

Die Western Blots der BMP-2-stimulierten C2C12-2ell zeigen, dass bereits bel
Ligandenkonzentrationen unter 10 nM eine Phosplesiylg von SMAD-1/5 zu sehen ist.
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Abb. 57: Quantitative Auswertung von Western Blotsgegen Phospho-SMAD 1/5. Gezeigt ist der zeitliche
Verlauf der Phosphorylierung in C2Cl12-Zellen nach 8mulation mit verschiedenen
Ligandenkonzentrationen.

Diese Phosphorylierung wird allerdings nur kurzigsufrecht erhalten und geht bereits nach
sechs Stunden deutlich zurlck. Erst bei StimulatiwinLigandenkonzentrationen ab 10 nM
ist eine durchgéangig hohe (Uber 50 % des Maximaés@ISMAD-1/5-Phosphorylierung tber
den gesamten Verlauf des Experiments zu beobachten.
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Abb. 58: Quantitative Auswertung von Western Blotsgegen Phospho-SMAD-1/5. Gezeigt ist der zeitliche
Verlauf der Phosphorylierung in  ATDC5-Zellen nach Simulation mit verschiedenen
Ligandenkonzentrationen.
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ATDCb5-Zellen zeigen bereits bei einer Stimulationt 8 nM BMP-2 eine permanente

SMAD-1/5-Phosphorylierung (Abbildung 58). Die Ergedse lassen vermuten, dass fur die
Induktion der Alkalischen Phosphatase, die UberereiZeitraum von mehreren Tagen
stattfindet, eine permanente Aktivierung des SMADRSIweges notig ist. Zwar ist auch bei

der Stimulation mit niedrigeren BMP-2-Konzentragoneine Phosphorylierung von SMAD-

1/5 zu beobachten, diese ist allerdings nur vozéwubauer und geht bereits nach wenigen
Stunden wieder zurick. Diese tempordre SMAD-Aktivigy ist anscheinend fur die

Induktion der Alkalischen Phosphatase nicht aukeid, da nach Stimulation mit 3 nM

BMP-2 keine signifikante Induktion des ALP-Gens lb&chtet wird (Knaus and Sebald,

2001).

3.4.2 GDF-5R57A-induzierte Phosphorylierung von SMB-1/5

Auch nach Stimulation mit GDF-5R57A wird in beid2alltypen eine Phosphorylierung von
SMAD-1/5 festgestellt. Allerdings zeigen C2C12-2ell hier einen anderen Verlauf der
SMAD-Phosphorylierung als bei der Stimulation miMIB-2.
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Abb. 59: Quantitative Auswertung von Western Blotsgegen Phospho-SMAD-1/5. Gezeigt ist der zeitliche
Verlauf der Phosphorylierung in C2Cl12-Zellen nach 8mulation mit verschiedenen
Ligandenkonzentrationen.

Bei niedrigen GDF-5R57A-Konzentrationen gibt es nkei starke anfangliche

Phosphorylierung, die dann wieder zuriickgeht, sonass zeigt sich eine im gesamten
Verlauf ansteigende Phosphorylierung von SMAD-1iferessanterweise ist bei Stimulation
mit 30 nM GDF-5R57A eine durchgéangig hohe SMAD-PB#esphorylierung zu sehen. Wie
bereits beschrieben, ist das Alkalische Phospbgéssin C2C12-Zellen durch GDF-5R57A

nur sehr schlecht induzierbar. Es kann daher vathwrden, dass hierflr ein zusatzlicher,
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3. Ergebnisse

fur die GDF-5 Liganden spezifischer Mechanismushaaden sein muss, der aber in C2C12
Zellen offensichtlich fehlt.
ATDC5-Zellen verhalten sich bei Stimulation mit GIBR57A anders. Diese Zellen zeigen

bereits bei niedrigen Ligandenkonzentrationen epgmanente Phosphorylierung von
SMAD-1/5.
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Abb. 60: Quantitative Auswertung von Western Blotsgegen Phospho-SMAD-1/5. Gezeigt ist der zeitliche
Verlauf der Phosphorylierung in  ATDC5-Zellen nach Simulation mit verschiedenen
Ligandenkonzentrationen.

Aus den Ergebnissen mit beiden Zelltypen lasst $othern, dass ab einer bestimmten
Ligandenkonzentration eine tUber die Zeit stabilévMrung des SMAD-Signalweges erfolgt.

Experimente mit dem spezifischen Inhibitor Dorsopian, der die Phosphorylierung von

SMAD-1/5/8 durch den aktivierten Typ-I-Rezeptor Medert, zeigen eindeutig, dass diese
permanente Aktivierung fir die Induktion des ALPn@g essentiell ist. Fir GDF-5 Varianten
ist dies in C2C12-Zellen jedoch nicht ausreichend.
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4. Diskussion

4.1 Abhangigkeit des aktivierten Signalweges von deRezeptordomanen

In der Vergangenheit wurden bereits von anderereifgpruppen Experimente durchgefiuhrt,
um aufzuklaren, welche Rezeptordoméanen fur die iBi@zdes ausgelosten SMAD-
Signalweges verantwortlich sind. Dabei wurde festigJ#é, dass die Rezeptoren TGR-I
und TGFBR-II auch dann noch signalaktiv sind, wenn die a&zeflularen Domanen gegen
die artfremden extrazellularen Domanen des Gragtdddacrophage Colony-Stimulating
Factor (GM-CSFu- oderp-Rezeptors ausgetauscht werden (Anders and Le86)1®iese
Rezeptoren ermdglichen eine hochaffine Bindung GW-CSF, wenn ein Dimer aus den
ligandenbindendem- und B-Rezeptoruntereinheiten vorliegt. Auf diese Weigamren ein
heterodimerer Komplex aus je einem chimaren Twmb Typ-lI-Rezeptor oder homodimere
Komplexe aus zwei chiméaren Typ-I- oder zwei chimargp-1l-Rezeptoren gebildet werden.
Dabei konnte gezeigt werden, dass ein Komplexddeintrazellularen Domanen von TGF-
BR-1 und TGFBR-1I enthalt, die gleiche Aktivitat wie ein Kompleus wildtypischen Typ-I-
und Typ-lI-Rezeptoren zeigt, wohingegen Komplexe,jeweils nur die Doménen von TGF-
BR-1 oder TGFBR-II enthalten, bei Stimulation mit GM-CSF kein 8&j auslosen kénnen.

In weiteren Experimenten konnten Perssnal. zeigen, dass durch den Austausch der
intrazellularen Kinasedomane von TGR-1 gegen die intrazellulare Doméane von BMPR-IB
eine TGFB-abhangige Aktivierung von SMAD-1 erreicht werdeank (Persson et al., 1997).
Durch Austausch der Kinasedomane ist es also nifgldie Art des verwendeten
Signalweges umzuschalten. Weiterhin konnte festiifesterden, dass eine Rezeptorchimare,
die aus der extrazellularen Domane von TEB-H und der Kinasedoméane von ActR-1I1B
besteht, weiterhin in der Lage ist, in Verbindung "GF-R-I ein Signal tber SMAD-2 zu
generieren. Die Spezifitat des Signals ist alseiralyom Typ der Kinasedomane des Typ-I-
Rezeptors abhangig. Dies konnte in weiteren Untlrsugen auch fir andere
Rezeptorchiméren bestéatigt werden. Experimente @himaren aus der extrazellularen
Domaéane von BMPR-IA oder BMPR-IB zusammen mit dérapellularen Doméne von ActR-
IB haben gezeigt, dass die Stimulation dieser Cremiénit BMP-2 zu einer Aktivierung von
SMAD-2 fuhrt (Kotzsch et al., 2008).

Im Jahr 1999 untersuchten Lexal. die Signalaktivitat weiterer chimarer Rezeptoriemx(et
al., 1999). In dieser Arbeit wurden Konstrukte vendet, die aus Bestandteilen von T@#

I, BMPR-IA, ActR-IB und ALK-1 zusammengesetzt warddas Hauptaugenmerk lag dabei
auf Rezeptoren, bei denen der Austausch im Berdeth GS-Region der intrazellularen
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Domane vorgenommen wurde. Zusammenfassend konnteiggewerden, dass alle
Rezeptorkonstrukte bei Stimulation mit dem zur &tlularen Domane passenden Liganden
in der Lage waren, ein SMAD-Signal auszulésen, diiwdie GS-Box Teile beider
verwendeten Rezeptortypen enthielt. Dies zeigt,s dasliglich eine GS-reiche Struktur
vorhanden sein muss, die vom Typ-ll-Rezeptor phospiert werden kann, um eine
Signalweiterleitung in die Zelle zu gewahrleisten.

Ein weiterer Beweis flr die voneinander unabhangigéunktionen der einzelnen
Rezeptordoméanen stammt von Greenwald al. In einer Arbeit von 2003 wurde in
Quervernetzungsexperimenten gezeigt, dass ActRdl ActR-IB auch dann noch einen
ligandeninduzierten Komplex mit ActR-Il bilden kéem wenn sowohl Typ-I- als auch Typ-
lI-Rezeptor nach der Transmembrandoméane trunkied, glie intrazellulare Domane also
fehlt (Greenwald et al., 2003). Die intrazellulddeméne der Rezeptoren ist daher fir die
Rekrutierung des Typ-llI-Rezeptors in den Signalklexpaus Ligand und Typ-I-Rezeptor
nicht erforderlich.

In den erwahnten Untersuchungen wurde eine moghatiee der Transmembrandomaéane fir
die Rezeptorrekrutierung nicht bertucksichtigt. Dalsellte in der vorliegenden Arbeit
untersucht werden, ob ein Austausch von Transmerdbraanen in Typ-I-Rezeptoren die
Komplexierung beider Rezeptortypen inhibiert uneéfodie Spezifitat der transduzierten
Signale beeinflusst. Dazu wurden verschiedene Rexdpmaren hergestellt, bei denen die
extrazellulare Domane von TGFRI mit den intrazellularen Domanen von ActR-1 und
ActR-IB kombiniert wurde. Da sich diese beiden TyRezeptoren in dem verwendeten
SMAD-Signalweg unterscheiden, konnte mit Hilfe sfiseh responsiver Luciferase-
Konstrukte der aktivierte Signalweg festgestelltden. Die Transmembrandoméne stammte
entweder von TGB-RI oder den Activin-Typ-I-Rezeptoren, so dasseaientueller Einfluss
auf den Signalweg in den Luciferase-Assays hattigéstellt werden kdnnen.

Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass es auchiesién Chimaren (in Verbindung mit dem
Typ-1I-Rezeptor TGH3R-IIB) moglich ist, durch Stimulation mit TGBF2 ein SMAD-Signal
auszulésen. Interessanterweise  konnte wenig E@flusler unterschiedlichen
Transmembrandoméanen auf die Aktivierung der nadigdteten SMAD-Proteine festgestellt
werden. Der verwendete Signalweg wurde ausschite@lirch die Kinasedoméane festgelegt.
Im Zusammenhang mit den bereits bekannten Ergebmisann daher geschlossen werden,
dass der verwendete SMAD-Signalweg nur von der dint vorliegenden Kinasedomane
abhangt, wohingegen die Ligandenspezifitat nur gen extrazellularen Doméane festgelegt

wird. Die Herkunft der Transmembrandomane spigltdigé Generierung des Signals offenbar

97



4. Diskussion

keine Rolle und sorgt lediglich fur die korrekte reiekerung des Rezeptors in der
Zellmembran.

Erstaunlicherweise zeigen einige Liganden der PcGuperfamilie wie zum Beispiel TGF-
2 oder Activin-A keine, bzw. nur sehr geringe Aifdten zu den jeweiligen Typ-I-
Rezeptoren (de Crescenzo et al., 2001; Heinecké,€2009). Es stellt sich daher die Frage,
wie es trotzdem gelingt, die entsprechenden Remapton einen Signalkomplex zu
rekrutieren. Kristallographische Untersuchungenenabrgeben, dass Activin-A durch die
hochaffine Bindung an den Typ-IlI-Rezeptor eine [8trtanderung erfahrt, die eine Erhéhung
der Affinitat zum Typ-I-Rezeptor zur Folge hat (€nsvald et al., 2004). TGB2 erfordert
fur die Bindung an den Typ-ll-Rezeptor die Anwesdhldes Typ-l-Rezeptors oder des
Corezeptors Betaglycan (del Re et al., 2004).

4.2 Ligandenbindung an hoch- und niederaffine Bindagsstellen in
Zellkultur

In der Literatur sind mehrfach Experimente besdiame in denen Affinitdten von Liganden
zu ihren Rezeptoren mit Hilfe von radioaktiven Bindgsassays semi-quantitativ untersucht
wurden (Paralkar et al., 1991; Heldin et al., 1980iatrecasas, 1971; Carpenter et al., 1975).
Dabei fallt auf, dass im Falle von BMP-2 relatiediige Ligandenkonzentrationen (< 500
pM) verwendet wurden. In den ersten der in diesdoeA vorgestellten Bindeversuche
konnten unter Berucksichtigung der in der Literahgschriebenen Versuchsparameter
ahnliche Dissoziationskonstanten fiir die Interal¢io von BMP-2 mit BMPR-IA ermittelt
werden. DieKp-Werte lagen im Bereich von ~ 1 nM, was exzelletaen durch BlAcore-
Analysen ermittelten Affinitdten der 1:2 Interaktiovon BMP-2 mit BMPR-IA
Ubereinstimmt. Wurden hohere Konzentrationen dedioa&tiv markierten BMP-2s
verwendet, fiel ein typisch biphasischer Kurvenaefl auf. Eine getrennte Analyse der
Bindungskurve im hohen Konzentrationsbereich edgltlich hoher&Kp—Werte (~ 25 nM).
Diese wiederum stimmen gut mit den entsprechendeseBsor-Daten der 1:1-Interaktion
von BMP-2 mit BMPR-IA UbereinKp-Werte im Bereich von 25 nM wurden auch fir die
Interaktion der heterodimeren Mutante BMP-2L51R,dsz ein Typ-I-Rezeptor-Bindeepitop
zerstort ist, mit BMPR-IA ermittelt. Die Bindungsken zeigten hier aber keinen
biphasischen Verlauf; d.h. hochaffine Bindestellen Bereich von 1 nM wurden nicht
beobachtet. Aus diesen Daten kann man schliel3es adé den Oberflachen der transfizierten
Zellen Bindestellen generiert werden, bei denen sigh aufgrund ihrer Affinitdt zum

Liganden hochstwahrscheinlich um monomere (niefleegf bzw. dimere (hochaffine)
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Rezeptorkomplexe handelt. Die ermittelte Anzahl Biexdungsstellen zeigt, dass etwa 10 %
der Bindungsstellen hochaffin sind, wohingegenrdstlichen 90 % den niederaffinen Anteil
stellen. Mit anderen Worten: 90 % der Rezeptoregein monomer und 10 % in Form
praformierter dimerer Rezeptorkomplexe vor. Um zZoerprifen, ob insbesondere die
niederaffinen Bindestellen monomeren Rezeptorespesthen, wurden Bindeversuche mit
einem monovalenten Fab-Fragment durchgefuhrt, eslepezifisch mit der Ektodoméane des
BMPR-IA interagiert. Die Analyse der Bindekurven gab einen ebenfalls mit
BlAcoreanalysen Ubereinstimmend&p-Wert von ~13 nM und wichtiger, die erwarteten
Werte fir Bmax, die auch fur die niederaffinen BRistkllen der BMP-2 Liganden ermittelt
wurden. Erstaunlicherweise wurde auch eine ahnN&mgeilung von hoch- und niederaffinen
Bindestellen (1:10) in nicht transfizierten, BMR&sponsiven C2C12-Zellen beobachtet. Es
scheint sich also nicht um ein durch Uberexpresdies Rezeptors hervorgerufenes Artefakt
zu handeln.

Ob der Anteil hochaffiner Bindestellen erhdht werde&kann, sollte durch eine
Rezeptorchimére dberprift werden, bei der die Kadamane durch eine FKBP-
Dimerisierungsdoméne ersetzt wurde. Dieses Systendgiicht durch die Zugabe eines
synthetischen Dimerizers, der zwei FKBD-Domaneneménder verbindet, die Induktion
von homodimeren Molekilen. Auf diese Weise solltdromodimere BMPR-IA-
Rezeptorkomplexe erzeugt werden, die eine 1:2dktem mit wildtypischem BMP-2
ermdglichen.

Uberraschenderweise war es auf diese Weise niclglichp die Anzahl an hochaffinen
Bindungsstellen zu erhéhen. Im Gegenteil konntdmssenit wildtypischem BMP-2 lediglich
niederaffine Interaktionen festgestellt werden. Wdarch eine betrachtlich langere (24 h) als
die vom Hersteller ARIAD angegebene (1 h) Einwiikzdes Dimerizers konnte keine
Dimerisierung erzielt werden. Dies lasst vermutelass entweder die Mobilitat der
Rezeptoren in der Zellmembran zu stark eingeschrdek um eine umfassende
Komplexbildung zu ermdglichen, oder die Ektodoméaden Rezeptorchimére nach erfolgter
Dimerisierung eine Konformation einnehmen, die esmultane Bindung des Liganden
verhindert. Da unabhangig von der Prasenz des iersrlediglich niederaffine Bindestellen
etabliert werden, kann auRerdem auf eine essentsteutung der Kinasedomane fir die
Rezeptordimerisierung geschlossen werden.

Da die Mohbilitdt individueller Rezeptoren  mdglicheise durch  deren
Transmembrandomanen beeinflul3t wird, wurde eirienes Konstrukt erstellt, bei dem die

Transmembrandoméane von BMPR-IA gegen die des Btattll Adhesion Molecule 1
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(PECAM-1) ersetzt wurde. Vom diesem Protein ist@eisLiteratur bekannt, dass es mit dem
ARIAD Homodimerization Kit zu nahezu 100 % dimeeni werden kann (Zhao and
Newman, 2001), was eine hohe Mobilitat in der Zelinibran voraussetzt. Allerdings war es
auch mit diesem Konstrukt nicht maglich, hochaffBiadungsstellen zu induzieren.

Es scheint daher sehr wahrscheinlich, dass duelbunerisierung der FKBP-Doménen die
Orientierung der extrazellularen Rezeptordomanesinamder eine 1:2-Interaktion mit dem
Liganden verhindert. Es ist aber ebenfalls nichszaschlieRen, dass die Mobilitat der
Rezeptoren nicht (nur) von der Transmembrandomdniedret, sondern auch durch
Interaktionen der extrazellularen oder intrazelletiDomane mit anderen Zellbestandteilen
wie der extrazellularen Matrix oder dem Zytoskelegteinflusst wird.

Interessanterweise lassen sich bei der BindungBMR-2 an Zellen, die mit dem Typ-II-
Rezeptor ActR-1IB transfiziert wurden, ausschlieRBlhochaffine Bindungsstellen nachweisen
(Heinecke et al., 2009). Die ermittelte Affinitdtntepricht dabei der aus BIAcore-
Experimenten bekannten Affinitat der 1:2-Interaktion BMP-2 und ActR-IIB. Die Anzahl
der hochaffinen Bindungsstellen entspricht dabeiAdeahl hochaffiner Bindungsstellen von
BMPR-IA-transfizierten Zellen. Da eine &hnliche Eegsion beider Rezeptortypen
nachgewiesen wurde, lasst sich folgern, dass digaibActR-11B-Rezeptoren als Monomere
vorliegen und aufgrund zu niedriger Affinitat keisignifikante Bindung von BMP-2 erzielen
kénnen (Heinecke et al., 2009).

4.3 Mobilitat der Rezeptoren in der Zellmembran

Aus friheren Einzelmolekilstudien von Frau Dr. Amda@tung war bereits bekannt, dass sich
einzelne Typ-I- und Typ-lI-Rezeptoren in ihrer Miifiit unterscheiden (unveroffentlichte
Ergebnisse). Fiur diese Versuche wurden fluoreszarkiente Antikdrper verwendet, um die
Rezeptoren zu detektieren. Daraus ergibt sich ditigs das Problem, dass durch den
bivalenten Antikdrper zwei Rezeptoren gleichzeg@punden werden kénnen. Zusammen mit
der nicht unerheblichen GrolRe des Antikorpers sélnsn es so zu Messartefakten kommen,
da die Mobilitdt der Molekule auch von ihrer Gréddghangig ist. Aus diesem Grund wurde
fur die hier durchgefuhrten Experimente die Methatks Fluorescent Recovery After
Photobleaching (FRAP) ausgewahlt. Dabei handedicddsum eine mikroskopische Technik,
bei der das Einwandern Fluorophor-konjugierter &n&t in einen geblichenen Bereich in der
Zellmembran gemessen und daraus die Mobilitdt dégrsuchten Proteine bestimmt wird.
Mit dieser Methode ist es allerdings nicht mégliche Mobilitat einzelner Molektile zu

erfassen. Ebenso kann die Mobilitat einzelner Rrstdpopulationen, die beispielsweise in
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verschiedenen Kompartimenten der Membran vorliegemt{ dieser Methode nicht
unterschieden werden.

Da es sich hier um Messungen an Einzelzellen hgrideinten trotz gleicher experimenteller
Voraussetzungen oft deutliche Unterschiede beim gmhen einzelner Messungen
beobachtet werden. Ein weiteres Problem bestand, dtass sich einige Zellen wahrend der
Messung bewegten und sich dadurch aus dem Messeneifernten. Aus diesen Griinden
wurden flir jede Rezeptorvariante und —kombinatiamdestens 25 Einzelzellen gemessen.
Die Mobilitdt der Rezeptoren ergibt sich zum eia&1s dem mobilen Anteil, d.h. dem Anteil
der Rezeptoren am Gesamtrezeptorbestand, der upérbheweglich ist, und der bendétigten
Zeit, die bis zur Wiederherstellung der halbmaxen@luoreszenz in der gebleichten Region
vergeht. Letztere dient als indirektes Mal} fur @eschwindigkeit der Rezeptorbewegung in
der Membran.

Die Mobilitat des Typ-I-Rezeptor BMPR-IA untersctiei sich signifikant von allen anderen
untersuchten Rezeptoren. Bei der nicht-trunkievtanante BMPR-IA-FL-YFP ist die mobile
Fraktion signifikant kleiner als bei den anderen nioukten, wahrend die
Fluoreszenzwiederherstellung etwa die gleiche Gescligkeit zeigt. Bei diesem
Rezeptorkonstrukt scheint also die intrazellulammane einen Beitrag zur Verankerung des
Rezeptors in der Membran zu leisten. Die trunkidrggiante BMPR-IA-TM-YFP zeigt
dagegen eine ahnliche mobile Fraktion wie die am&ezeptorkonstrukte, allerdings scheint
dieser Rezeptor etwas langsamer zu sein als dieremdrunkierten Konstrukte, da die
halbmaximale Wiederherstellungszeit langer ist. Pagameter flr die Mobilitat aller anderen
Rezeptorkonstrukte waren vergleichbar. Diese Engebn belegen, dass sowohl die
untersuchten Typ-I- als auch die Typ-ll-Rezeptormmm gréfdten Teil mobil in der
Zellmembran vorliegen. Die in den Radioligandengssaufgestellte Hypothese, dass die
Typ-I-Rezeptoren zur induzierten Komplexbildungeszu geringe Mobilitat aufweisen, um
eine Dimerisierung zu erreichen, konnte mit dieSgperimenten nicht bestatigt werden.

Da in Radioligandenassays der Austausch der Tranbmamdoméane des BMPR-IA
Rezeptors durch die eines nachweislich hochmoliflesteins (Zhao and Newman, 2001)
keinen Einfluss auf dessen Homodimerisierung hattdite in den FRAP-Experimenten
Uberpruft werden, ob durch diesen Austausch Ubetheme Erhéhung der Beweglichkeit
erzielt werden kann. Der Vergleich der Kurven dbsnéren Proteins BRIA-PECAM-YFP
mit der trunkierten wildtypischen Variante BRIA-TMIFP |asst keine Unterschiede zwischen
beiden Proteinen erkennen. Da in BRIA-PECAM-YFP dig extrazellulare Doméane des

Typ-1-Rezeptor BMPR-IA vorhanden ist, liegt die Wartung nahe, dass eine Interaktion
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zwischen der extrazelluldaren Domane mit anderen bn@nstadndigen Proteinen oder der
extrazellularen Matrix stattfindet. Eine andere Nidikeit bestinde in der Interaktion des
fusionierten YFP-Moleklls mit Bestandteilen desaggis. Allerdings konnte Dr. Blnemann
in friheren Experimenten zeigen, dass ein YFP-Mi|edkn das die Palmytilierungssequenz
der Lyn-Kinase N-terminal fusioniert wurde, eineheau komplette Wiederherstellung der
Fluoreszenz im gebleichten Areal zeigt (personlighigeilung). Dies deutet darauf hin, dass
maogliche Wechselwirkungen zwischen YFP und zytesbien Bestandteilen zu gering sind,
um die deutlich geringere Mobilitat der fusionierfRezeptoren zu erklaren.

Im n&chsten Schritt sollte untersucht werden, ob die Mobilitat von BMPR-IA oder ActR-
[IB durch die Anwesenheit des jeweils anderen Riexspbtyps andert. Dazu wurden Zellen
mit beiden Rezeptortypen transfiziert, wobei nur Rezeptortyp an YFP fusioniert war und
somit bei den Bleichexperimenten detektiert wurder andere Rezeptortyp war ein CFP-
Fusionsprotein, wobei die blaue Fluoreszenz demsfektionskontrolle diente.

Diese Experimente zeigen eindeutig, dass die Mébiion BMPR-IA durch die Anwesenheit
des ActR-1IB Rezeptors nur geringfugig verandertdwiDer Anteil der mobilen Fraktion
bleibt gleich, die halbmaximale Wiederherstelluregszerlangert sich marginal. Betrachtet
man dagegen den Typ-ll-Rezeptor ActR-1IB, stellt nmiest, dass dieser Rezeptor in
Gegenwart von BMPR-IA eine deutlich veranderte Mtiii zeigt. Der Anteil der mobilen
Fraktion ist signifikant erniedrigt und die halbnmagle Wiederherstellungszeit der
Fluoreszenz deutlich gré3er. Eine Erklarung fusdigerlangsamung ist, dass die Rezeptoren
mit BMPR-IA zumindest temporar interagieren. Ingsa@nterweise ist diese Interaktion bei
der Betrachtung des BMPR-IA nicht erkennbar. Diesutelt stark daraufhin, dass die
Mobilitat des BMPR-IA auch die Mobilitat der entstienen Rezeptorkomplexe bestimmt
und somit limitierend wirkt. Die Ergebnisse zeigawich eindeutig, dass Rezeptoren
verschiedener Subtypen in Komplexe rekrutiert weydend zwar unabhangig von der
Prasenz des Liganden und der Kinasedoméne beidexpietypen. Diese praformierten
Komplexe sind aber offensichtlich nicht signalaktim einem solchen System scheint der
Ligand lediglich fur die Aktivierung der Rezeptorewahrscheinlich durch induzierte
Konformationsanderungen, verantwortlich zu sein. diresem Zusammenhang sollte
untersucht werden, ob die Anwesenheit des Ligamastere Auswirkungen auf die Mobilitat
der Rezeptoren hat. Dazu wurde ein Teil der betmtchriebenen Experimente nach einer
funfminatigen Inkubation mit 30 nM coreBMP-2 wietleit. Um Internalisierungseffekte, die

bei einer Temperatur von 37° C eine Halbwertszeit gtwa 15 min zeigen (Hartung et al.,
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2006), zu minimieren, wurden die Messungen bei Raomperatur durchgefihrt und nach
maximal 30 min ein neuer Messansatz verwendet.

Zunachst wurde der Einfluss des Liganden auf dieedn transfizierten Rezeptoren BMPR-
IA und ActR-1IB betrachtet. Hier stellte sich hesaudass beide Rezeptortypen in
Anwesenheit des Liganden eine deutliche VerandedergMobilitat erfahren. Beim Typ-I-
Rezeptor BMPR-IA ist eine deutliche Verringerung debilen Fraktion zu sehen, wahrend
die halbomaximale Wiederherstellungszeit nahezwchléieibt. Beim Typ-llI-Rezeptor ActR-
lIB verringert sich die mobile Fraktion nur in gegierem Mal3e, wohingegen eine deutliche
Verlangsamung der halbmaximalen Wiederherstellugigsaftritt. Diese Ergebnisse zeigen,
dass BMPR-IA durch die Bindung des Liganden deutiimmobilisiert wird. Dies kann
ursachlich allein durch die GroRRe des enstandengant-Rezeptorkomplex bedingt sein,
welche sich negativ auf die laterale Diffusion #&snplexes in der Membran auswirkt. Es ist
aber ebenso denkbar, dass der Ligand zusatzlicKeniponenten der extrazellularen Matrix
interagiert und dadurch den Komplex an ein limigsrAreal der Zelloberflache fixiert. Fur
den Typ-ll-Rezeptor ActR-1IB konnte in Gegenwart sdd.iganden lediglich eine
Verlangsamung, aber keine Immobilisierung wie inledFaon BMPR-IA festgestellt werden.
Dies zeigt, dass ActR-11B auch ohne den Typ-I-Rézejm der Lage ist, mit dem Liganden zu
interagieren. Allerdings scheint diese Interaktieher temporéar zu sein, was in einer
deutlichen Verlangsamung des Rezeptors resulidéet.Beobachtungen kénnen sehr gut mit
BlAcore-Messungen korreliert werden, in denen euesentlich schnellere Bindekinetik fur
die BMP-2:ActR-1I1B-Interaktion als fur BMP-2 mit BRR-IA beobachtet wurde (Heinecke,
2009). Insbesondere die im Vergleich zur BMP-2:BMIRRnteraktion ~100-fach groRRere
kinetische Dissoziationskonstantgg) der Interaktion von BMP-2 mit ActR-IIB verweistifa
eine um den gleichen Faktor niedrigere Halbwertsadividueller Komplexe i,= In2Kq).
Betrachtet man die Mobilitat ternarer Komplexe, dies Ligand, Typ-I- und Typ-ll-Rezeptor
bestehen, ergeben sich wiederum Unterschiede zensdan beiden Rezeptorsubtypen. Der
Typ-1-Rezeptor BMPR-IA verhalt sich wie in Experinten, in denen lediglich dieser
Rezeptor sowie der Ligand anwesend waren, das, lesifftitt eine deutliche Immobilisierung
auf. Geringfligige Anderungen der halbmaximalen \Wfbdrstellungszeiten sowie des
prozentualen Anteils der immobilen Fraktion sineteechtbar, jedoch nicht signifikant. Der
Typ-1I-Rezeptor ActR-IIB verhalt sich wie in den gerimenten, in denen nur der Typ-I-
Rezeptor, aber kein Ligand anwesend war. Der Liganieint also keinen weiteren Einfluss

auf die Mobilitat dieses Rezeptors zu haben.
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Der Typ-lI-Rezeptor BMPR-IA wird ganz klar durch di&ndung des Liganden in der
Membran verankert, wahrend die kurzzeitigen Inteoalen des ActR-1IB mit BMPR-IA die
Rekrutierung des Typ-ll-Rezeptors in den Komplexeiehtern. Die Ergebnisse lassen
ebenfalls vermuten, dass die ternaren Komplexet rpehmanent existieren, da ansonsten
durch die Immobilisierung des Typ-I-Rezeptors BMPRauch eine deutliche Herabsetzung

der Mobilitat des Typ-ll-Rezeptors ActR-IIB zu sehsein musste.

4.4 Untersuchung der ligandeninduzierten Komplexbidlung

In Radioliganden- oder Quervernetzungsexperimemidén ganzen Zellen konnte in der
Vergangenheit lediglich die Existenz von Rezeptorgtexen untersucht werden, nicht
jedoch der Prozess der Komplexbildung. Es wurdenli@ser Arbeit FRET-Experimente
durchgefuhrt, mit denen der Prozess der Bildungligamdeninduzierten Rezeptorkomplexen
auf ganzen Zellen in Echtzeit verfolgt werden kante bei den FRAP-Messungen handelt es
sich auch hier um Messungen an Einzelzellen. Wieitseerwahnt ergeben sich durch dieses
Verfahren Schwierigkeiten beim Vergleichen von Einzessungen, da sich diese von Zelle
zu Zelle zum Teil deutlich voneinander unterschiedeém die Ergebnisse unterschiedlicher
Messungen dennoch miteinander vergleichen zu k§nmerden die erhaltenen Kurven auf
Werte zwischen Null (vor Zugabe des Liganden) unihs E(maximale Amplitude)
normalisiert. Um sicherstellen zu kénnen, dassediergebnisse Uberhaupt vergleichbar sind,
wurde darauf geachtet, Zellen fur die Messungerzwaughlen, die mdoglichst &hnliche
Messparameter (ZellgroRe, Fluoreszenzintensitat [Elelorophore) aufwiesen. Um zu
gewahrleisten, dass fur jeden CFP-fusionierten Bereein YFP-fusionierter Partner
vorhanden ist, wurden Zellen vermessen, bei deremtensitat des YFP etwa 1,2 — 3-fach
hoher war als die CFP-Intensitdt. Geht man dava) dass beide Fluorophore bei gleicher
Intensitat gleich haufig in den Zellen vertretemdsilag also ein Uberschuss an YFP-
fusionierten Rezeptoren vor.

Zur Applikation des Liganden wurde eine Perfusigmpsaatur verwendet, die die Zelle im
Fokus mit Medium oder Puffer, in dem die verschiemte Liganden in einer definierten
Konzentration gelost vorlagen, tberspilt. Bei eiRkissrate von 50-100 pl/min und einem
Kapillardurchmesser von 100 pm konnte davon ausggga werden, dass der
Losungsaustausch in der unmittelbaren UmgebungZé#le nahezu ohne Verzégerung
stattfindet und keine Diffusionseffekte auftretdsm weiterhin zu verhindern, dass die
Konzentration des Liganden in der Losung durchréMgéonen des Liganden mit dem

Schlauchmaterial des Perfusionssystems signifikenibgesetzt wird, wurde eine Variante
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des BMP-2 verwendet, bei der die N-terminalen lohsis Heparin-Bindungsstellen entfernt
wurden. Die Praktikabilitdt des Versuchsansatzesdevun ersten Versuchen getestet, bei
denen Zellen mit fluorophor-markierten, full-lengtder trunkierten BMPR-IA- und ActR-
lIB-Versionen kotransfiziert und mit verschiedenonzentrationen an BMP-2 perfundiert
wurden. Diese Rezeptor-Liganden-Kombination wureeva@hlt, da sie zu den am besten
charakterisierten Kombinationen innerhalb der Tg&uperfamilie gehort.

Es stellte sich heraus, dass eine ligandenindeziomplexbildung sowohl mit full-length-
als auch mit trunkierten Rezeptorvarianten erfolgie Anwesenheit der intrazellularen
Kinasedoméane hat also keine Auswirkungen auf dikriRierbarkeit der Rezeptoren und
bestétigt die aus FRAP-Experimenten gewonnen D&@nmaximale Signalamplitude fallt
jedoch bei den full-length Konstrukten deutlich driger aus als bei den trunkierten
Rezeptorkonstrukten. Eine mdgliche Erklarung hierigt, dass bei den trunkierten
Konstrukten die Fluorophore dicht unter der Zellrbeam lokalisiert sind, wahrend sie bei
den nativen Konstrukten am C-Terminus der intrak@len Doméne angebracht sind. Da es
bisher keine Strukturdaten fir die intrazellulaEBrmanen dieser Rezeptoren gibt, kann auch
keine sichere Aussage daruber getroffen werden, iée die Fluorophore zueinander
positioniert sind. Es ist also durchaus wahrsciainldass der Abstand der Fluorophore in
diesem System deutlich gro3er ist als der bei denkierten Rezeptor-Varianten, was in
einem niedrigeren FRET-Signal resultiert. Um dieBbeorie zu Uberprifen, sollten
Konstrukte von BMPR-IA und ActR-1IB erstellt werdelpei denen das Fluorophor zwischen
Transmembran- und intrazellularer Domane angebrastht Aufgrund von technischen
Problemen waren diese Klonierungen jedoch nictdlgméich, so dass die entsprechenden
Experimente nicht durchgefuhrt werden konnten.

Die trunkierten Rezeptorkonstrukte wiesen nebererelvesseren Expression eine hdhere
Signalamplitude und damit ein besseres Signal-Rauvschéltnis auf. Die weiteren
Experimente wurden daher bevorzugt mit trunkiefereptorvarianten durchgefihrt. Als
Kontrolle wurden zusatzlich Messungen durchgefiibgi denen die Zellen mit einem
Rezeptortyp in nativer und einem Rezeptortyp imkrerter Form transfiziert wurden. Mit
diesen Rezeptoren konnte ebenfalls eine Komplexbgdbeobachtet werden, unabhangig
davon, ob der Typ-I- oder der Typ-lI-Rezeptor trignkwar. Bei diesen Experimenten lag die
maximale Signalamplitude in einem &hnlichen Bereich bei den full-length Konstrukten.
Dies ist leicht dadurch zu erklaren, dass durch\dafhandensein einer Kinasedoméne der
Abstand der Fluorophore zueinander deutlich gridgienls wenn beide Rezeptoren trunkiert

sind. Dies ist auch ein Hinweis darauf, dass diedmge Signalamplitude der nativen
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Rezeptoren ebenfalls mit einem grolBeren raumlichkbstand der Fluorophore
zusammenhangt.

Eine weitere Auffalligkeit ist, dass durch eine fBsion der formierten Komplexe mit
Pufferlosung keine Dissoziation (erkennbar durcte @dbnahme des FRET-Signals) erreicht
werden konnte. Die Rezeptoren scheinen also stabKomplex zu verbleiben, was einen
Widerspruch zu den oben diskutierten FRAP-Ergeknisdarstellt. Dort wiesen einige
Ergebnisse daraufhin, dass der Typ-ll-Rezeptor ancnwesenheit des Liganden nur
temporar mit dem Typ-I-Rezeptor interagiert. Ein&l&ung fur diesen Widerspruch konnte
sein, dass durch den Uberschuss des transfizi€yiel-Rezeptors nur ein Teil in Komplexe
integriert wird, wahrend der andere Teil weiterbinzeln oder als Homodimer auf der Zelle
vorliegt. Der integrierte Teil sorgt in den FRAPgeximenten fir die zu messende
Erniedrigung der Mobilitdt. Es ist also wahrschigim| dass in gleichen Experimenten, bei
denen die Rezeptorexpression so eingestellt iss dar ein geringer Uberschuss vorliegt,
eine deutlichere Immobilisierung des Typ-lI-Rezeptau verzeichnen ist, da weniger freie
Rezeptoren auf der Zelloberflache vorhanden simdleh vorliegenden FRET-Experimenten
spielt dieser Uberschuss dagegen nur eine untehgeter Rolle, da hier nur die direkte
Interaktion zwischen zwei Fluorophoren in einemitilenten raumlichen Bereich erfasst wird.
Zur quantitativen Abschatzung der Geschwindigkest ¢Komplexformierung wurde die
Steigung des linearen Anstiegs der normalisiertarv& verwendet. Es stellte sich heraus,
dass die Komplexbildung unabhéngig von der eingésetLigandenkonzentration immer im
gleichen Geschwindigkeitsbereich lag.

Nachdem die Funktionalitat des Messsystems mithitheser Rezeptorkombination
sichergestellt werden konnte, wurden weitere Expente mit der Rezeptorkombination
BMPR-IA:BMPR-II durchgefuihrt. Auch mit dieser Konmation unterschied sich die
Geschwindigkeit der Komplexbildung nicht von demharigen Experimenten.
Interessanterweise stellte sich heraus, dass esiswhabhangige Komplexbildung ab einer
definierten Schwellenkonzentration des BMP-2-Ligamdbeobachtet werden konnte. Die
notwendige minimale Schwellenkonzentration ist dal® den verwendeten Rezeptoren
abangig. Eine dosisabhangige Signalamplitude woet arwartet, da der Grad der Expression
ligandeninduzierbarer Gene wie z.B. der des alklain Phosphatasegens (ALP) mit der
verabreichten Ligandenkonzentration in Zellkultuorreliert. Stattdessen scheint die
Komplexbildung einem Alles-oder-nichts-Mechanisnausfolgen, was bedeutet, dass unter
der Schwellenkonzentration keine KomplexbildungtBtalet, ab der Schwellenkonzentration

dagegen ein Maximum an rekrutierten Komplexen egzeird. Eine weitere Steigerung des
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FRET-Signals durch hohere Ligandenkonzentratiorsnnur in sehr geringem Umfang
moglich. Erstaunlicherweise liegt diese Schwellerdemtration in einem Bereich, in dem in
Alkalischen Phosphatase-Assays eine halbmaximalévidkung der Expression dieses
Enzyms zu sehen ist. AulBerdem spiegelt die bewrttigthwellenkonzentration die
Affinitatsunterschiede von ActR-11B und BMPR-II zien Liganden wieder (Heinecke et al.,
2009), da fur die mit BMPR-IA und BMPR-II transfezien Zellen eine dreifach hoéhere
Ligandenkonzentration notig ist, um eine Kompleabrlg zu induzieren. Dieses Verhalten
spricht daftr, dass die Aktivierung der AlkalischBhosphatase nicht ausschlief3lich Uber
induzierte Komplexe erfolgt. Mdglicherweise erfolglie Aktivierung dieses Gens in
niedrigen Konzentrationsbereichen, also unterhaibil FRET-Experimenten beobachteten
Schwellenkonzentration, durch praformierten Rezdéptoplexe (Nohe et al., 2004). Diese
sind in den FRET-Experimenten allerdings nicht &sfar. Ein Grund fir die Etablierung
eines solchen Schalters kénnte sein, dass es tleraté diese Weise ermoglicht wird, auf
unterschiedliche Ligandenkonzentrationen zwei \Jeestene Reaktionen zu zeigen. Wenn
dies der Fall ist, ware dieser Mechanismus ein @eliglaflr, dass ein solches System bei
gleicher Stimulation mehrfach reagieren kann: einsiogisabhéangig auf graduelle Weise wie
bei der Aktivierung der Alkalischen Phosphatasal andererseits als Schalter, der lediglich
zwischen unter- und Uberschwelliger Ligandenkonagion unterscheidet. Hierbei spielt
naturlich auch der zeitliche Verlauf der Stimulatieine Rolle. In den hier durchgefiihrten
FRET-Experimenten wird der unmittelbare Effekt deganden auf die Rezeptoren innerhalb
weniger Minuten untersucht, wohingegen die Induktaer Alkalischen Phosphatase lber
mehrere Stunden bzw. Tage betrachtet wird. Die idathung der zeitabhangigen SMAD-
Phosphorylierung hat gezeigt, dass sich auch heerldngerer Untersuchungsdauer eine
Dosisabhangigkeit dahingehend einstellt, dass dALZ-Phosphorylierung Uber langere
Zeitraume nur bei Stimulation mit h6heren Ligandemgentrationen aufrecht erhalten werden
kann.

Ein bisher wenig untersuchter Aspekt der Signalvitiumg in der TGFB-Superfamilie ist die
Zusammensetzung der signalaktiven Rezeptorkompdexeder Zelloberflache. Bisher ist
durch Versuche mit bindeepitop-defizienten Ligamdatanten lediglich bekannt, dass fur die
Aktivierung des SMAD-Signalwegs die Bindung einegp-T-Rezeptors ausreichend ist,
wahrend fur die Aktivierung des MAPK-Signalwegs 8i@dung von zwei Typ-I-Rezeptoren
bendtigt wird (Knaus and Sebald, 2001). Die Bindumyg eines Typ-I-Rezeptors fuhrt zu
einer starken Reduzierung der MAPK-abhangigen Itidokder Alkalischen Phosphatase,

wohingegen keine signifikante Veranderung des SM#ignals zu erkennen ist. Fir beide
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Signalwege ist allerdings ein Ligand mit zwei irteak Typ-lI-Rezeptor-Bindeepitopen
notwendig, da bereits eine Mutation in einem die8@ndeepitope zu einer nahezu
vollstandigen Inaktivierung sowohl des SMAD- alsclaudes MAPK-Signalweges flhrt
(Knaus and Sebald, 2001). Die Bindung an zwei TyRdzeptoren scheint also notwendig
fur die Generierung eines Signals zu sein, was ailetfiir spricht, dass zwei Typ-II-
Rezeptoren sowohl in praformierten als auch innldgainduzierten Komplexen vorhanden
sein mussen.

Da weder in FRAP- noch in FRET-Experimenten zwisclitezeptormonomeren und -
dimeren unterschieden werden konnte, sollte mifeHuerschiedener BMP-2 Mutanten
untersucht werden, wie sich die induzierten Rez&ptaplexe aus BMPR-IA und ActR-11B
bzw. BMPR-IA und BMPR-II stochiometrisch zusammenen. Es wurden sowohl hetero-
als auch homodimere BMP-2-Varianten verwendetdbaen durch Mutation eines einzelnen
oder mehrerer Bindeepitope eine verringerte Bindtidtggkeit zu den entsprechenden
Rezeptoren erzeugt wird. Fur alle Varianten wurdee eé/erringerung des FRET-Signals
und/oder eine Erh6hung der zur Komplexbildung eiddichen Schwellenkonzentration des
Liganden erwartet. Stattdessen zeigen die Ergelyrisss bei der Verwendung der mutierten
Liganden fir beide Rezeptorkombinationen keine kdatéede im Vergleich zu Messungen
mit wildtypischem BMP-2 zu sehen sind. Erstaunlighedse ist selbst mit Liganden, bei
denen durch die Mutation aller vier Bindeepitopettieh reduzierte Bindeaffinitaten zu den
verwendeten Rezeptoren vorliegen und die in Alkhkm Phosphatase-Assays keinerlei
Aktivitat mehr zeigen, trotzdem eine Rezeptorkombpilelung mit den gleichen Parametern
(Geschwindigkeit, Signalamplitude) wie bei wildtgphen Liganden zu erkennen.

Eine mogliche Erklarung dafir ist, dass fur die RRékrung der Rezeptoren in den Komplex
bereits ein kurzer Kontakt mit dem Liganden ausrteiDiese Bindung kann mdoglicherweise
durch Wechselwirkungen mit weiteren Komponenten gLidloberflache stabilisiert werden,
die in Interaktionsanalysen in vitro nicht erfasstrden. Fur die Aktivierung des Ligand-
Rezeptorkomplexes ware dann ein langerer Kontakd/ogier ligandeninduzierte
Konformationsanderungen der Rezptoren eines oddeb8ubtypen erforderlich. Um diese
Theorie zu Uberprifen, wére es sinnvoll zu untdrenc ob der Ligand nach der
Komplexbildung an die Rezeptoren gebunden bleilgr adcht. Dies kdnnte zum Beispiel
ebenfalls mit einer FRET-basierten Methode gesahdbe der der Energietransfer zwischen
einem Fluorophor-konjugierten Liganden und einenuoFdphor-konjugierten Rezeptor
gemessen wird. Hierbei sollte aber bedacht werdagss durch die Grof3e der konjugierten

Fluorophore die Bindeeigenschaften von Ligand umadptor beeinflusst werden kdnnen.
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Eine Alternative stellen hier eventuell synthetsé¢tarbstoffe wie FIAsH und ReAsH dar, die
deutlich kleiner sind (Griffin et al., 1998; Griffiet al., 2000; Adams et al., 2002). Diese
binden allerdings an Cystein-reiche Sequenzenindike Proteine eingefligt werden missen
und die die korrekte Faltung des Liganden verhimdéé&nnten.

Mit den hier durchgefuhrten Experimenten konnteo ai$chstens eine indirekte Aussage
daruiber getroffen werden, wie die induzierten Rem&gpmplexe zusammengesetzt sind. Es
kann festgestellt werden, dass sich die Zusammansgtnicht durch die Verdnderung der
Bindeepitope des Liganden verandert, da die ermitd~RET-Signale sich ebenfalls nicht
verandern. Eventuell bestehen Unterschiede in déch®metrie von praformierten und
induzierten Komplexen. Dies wurde jedoch in delieggenden Arbeit nicht untersucht.

Da sich durch das Ausschalten einzelner oder mehBindeepitope keine Veranderung im
Ablauf der Komplexbildung ergab, stellte sich nua Brage, ob es mdglich ist, durch eine
Erhéhung der Bindeaffinitat des Liganden fir digpTlitRezeptoren ActR-IIB und BMPR-II
die Bildung von Rezeptorkomplexen zu beeinflussdier ware denkbar, dass durch die
hohere Affinitdt des Liganden entweder eine Absegkudes Schwellenwertes der
Ligandenkonzentration, eine Erhdhung der Bildungsheindigkeit des Komplexes oder
eine Kombination dieser Effekte auftreten kann. Bigebnisse zeigen aber, dass auch
hierdurch keine Verédnderung in Hinsicht auf die Kdexbildung hervorgerufen wird. Die
Rekrutierung von ActR-11B oder BMPR-II in einen d¢tr BMP-2 induzierten Komplex ist
dementsprechend von den Bindeaffinititen des Ligandu den einzelnen Rezeptoren
komplett unabhangig.

Es stellt sich die Frage, ob es sich hier um gandenspezifisches Phdnomen handelt oder
dieses Verhalten fur mehrere bzw. alle LigandenTdeF{3-Superfamilie typisch ist. Daher
wurden Experimente mit einem weiteren Liganden (&)Eurchgefihrt, von dem ebenfalls
eine Kollektion mutierter Varianten vorlag. GDF-3ndet wie BMP-2 ebenfalls an die
Rezeptoren BMPR-IA und ActR-IIB, allerdings ist dMfinitat zu BMPR-IA etwa um den
Faktor 10-15 niedriger als bei BMP-2 (Nickel et, a2005; Heinecke et al., 2009).
Interessanterweise konnte in FRET-Experimenten mitdtypischem GDF-5 eine
Komplexbildung erst ab einer Ligandenkonzentratton 100 nM erreicht werden. Dies ist
das Zehnfache der Schwellenkonzentration der BMifd@zierten Komplexbildung und kann
gut mit der niedrigeren Bindeaffinitat von GDF-5 BMPR-IA korreliert werden. Um zu
Uberprifen, ob Veranderungen der Rezeptor-Bindetdfen dieses Liganden die
Komplexbildung ebenfalls nicht beeinflussen, wurdemachst Messungen mit der Mutante
GDF-5R57A durchgefuhrt. Durch diese Mutation wirge dDiskriminierung der Typ-I-
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Rezeptorerkennung aufgehoben, so dass diese \@rianalogie zu BMP-2, an BMPR-IA
und BMPR-IB mit gleich hoher Affinitat bindet (Nieket al., 2005). Eine ahnliche "gain of
function" Mutation von GDF-5 (GDF5R57L) ist aughvivo bekannt und korreliert mit dem
Phanotyp der Brachydaktylie beim Menschen (Seereaiah, 2005).

Mit dieser Mutante lag auch die beobachtete Sclawkdnzentration zur Induktion der
Komplexbildung, wie bei BMP-2, im Bereich von 6-XM. Eine durch die Mutation
Y106KQ108D in GDF-5 bedingte Erhdhung der Affinitadu den Typ-ll-Rezeptoren
verursachte ebenfalls eine mit der Affinitatserhipukorrelierende Herabsetzung der
bendtigten Schwellenkonzentration. Die Kombinatlmeider Mutationen resultiert in einer
weiteren Herabsetzung der bendtigten Schwellenkdregeon um den von den
Affintatsunterschieden erwarteten Faktor. Die Gesetigkeit der Komplexformierung
veranderte sich jedoch in allen Experimenten nuing&igig. Diese Ergebnisse zeigen klar,
dass im Gegensatz zu BMP-2 die Bindeaffinaten vbir-G sowohl zum Typ-I- als auch zum
Typ-1I-Rezeptor fur die Komplexbildung eine grofRell@ spielen. Fur die Signalamplitude
sind sie jedoch, wie im Falle von BMP-2, irrelevant

Im letzten Schritt sollte ein Ligand der T@FSuperfamilie untersucht werden, dessen
hochaffiner Bindungspartner der Typ-ll-Rezeptor Bie Wahl fiel dabei auf Activin-A, da
dieser Ligand neben dem Typ-I-Rezeptor ActR-IB édlés1ActR-1IB zur Signalvermittiung
benutzt. In dieser Interaktion stellt der Typ-liZ&@ptor ActR-IIB den hochaffinen
Bindungspartner dar, wahrend in BlAcore-Messungeimek Interaktion von Activin-A mit
dem Typ-I-Rezeptor ActR-IB festgestellt werden kienres wurden ebenfalls Messungen mit
BMPR-II als Typ-ll-Rezeptor durchgefuhrt, da ActivA diesen Rezeptor ebenfalls —
allerdings mit deutlich geringerer Affinitat als #&IIB — binden kann (Heinecke et al.,
2009). Interessanterweise wurde, auch mit hoheiviAeA-Konzentrationen von bis zu 100
nM, keine Komplexbildung mit der RezeptorkombinatidctR-IB und ActR-IIB beobachtet.
Wurde jedoch die Kombination ActR-IB und BMPR-II rmeendet, konnten ab einer
Schwellenkonzentration von 30 nM deutliche FRETR&lg detektiert werden.
Beachtenswert war, dass in Zellen, die mit ActRalgl ActR-1IB kotransfiziert wurden, ein
etwa deutlich hoéheres (3-fach) ligandenunabhangigasales FRET-Signal beobachtet
werden konnte, wahrend Zellen, die mit ActR-IB uB§PR-Il transfiziert waren, ein
normales basales FRET-Signal zeigten. Dies lasainwen, dass die beiden Activin-
Rezeptoren ActR-IB und ActR-1IB ligandenunabhangigantitativ praformierte Komplexe
bilden und die Signalvermittlung in diesem Systermurctd ligandeninduzierte

Konformationsanderungen der Rezeptoren erfolgt.lddiden Rezeptorkombinationen ActR-
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IB:ActR-11B und ActR-IB:BMPR-II konnte eine ligand@bhangige Phosphorylierung von
SMAD-2/-3 beobachtet werden, was die Funktionaldét signalvermittelnden Komplexe
belegt.

4.5 Ligandeninduzierte Phosphorylierung von SMAD-13/8

Wie bereits seit langerem bekannt ist, reagierarsitee Zellen auf die Stimulation mit
Liganden der TGB-Superfamilie mit der Phosphorylierung von SMAD-rioen (Shi and
Massague, 2003). Dabei bestimmt der aktivierte [FiRe@zeptor, welche SMAD-Proteine
phosphoryliert werden. Fir BMP-2 und GDF-5 sinacd#AD-1, SMAD-5 und SMAD-8.
Durch die in den FRET-Experimenten gezeigten Unteesle beziglich der BMP-2- und
GDF-5-induzierten Bildung von Rezeptorkomplexenltssgch die Frage, ob bzw. in welcher
Weise sich diese Unterschiede auf nachgeschalt@®eiresse, wie z.B. die Regulation
responsiver Gene auswirken. In zellbasierten Erpmrten wurde beobachtet, dass die
Expression eines solchen Gens (Alkalische Phosphatal P) in C2C12-Zellen nur durch
BMP-2, nicht aber durch GDF-5 induziert wird. Unartet wird in diesen Zellen ALP auch
nicht bzw. kaum durch die GDF-5 Variante R57A ineéuz obwohl diese Mutante mit BMP-
2 vergleichbare Rezeptorbindeaffinitaten aufwelsin signifikanter Unterschied in der
ligandeninduzierten Phosphorylierung von nachgdsstea SMAD-Proteinen durch BMP-2
und GDF-5R57A konnte jedoch nicht beobachtet werésnist daher zu vermuten, dass die
GDF-5-vermittelte Expression von ALP die Aktiviegireines zusatzlichen, fur diesen
Liganden spezifischen Signalweges erfordert.
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5. Schlussfolgerung
Zu Beginn dieser Arbeit stellte sich die Frage, e bei den Rezeptoren der TBG-

Superfamilie Mechanismen gibt, die eine Erhohung A#initat zur Rekrutierung der
niederaffinen Rezeptorkette in den Signalkomplexvideen. Ein solcher Mechanismus
konnte aus den bekannten Quervernetzungsexperimembtel der Postulierung eines
kooperativen (fir Mitglieder der BMP-Familie Attisaet al., 1996) bzw. eines seriellen (fur
Mitglieder der TGF- p-Familie Liu et al.,, 1995) Bindungsmodus gefolgaverden.
Strukturanalysen und Biosensoranalysen von Rezaptand Liganden lieRen allerdings
keine Rickschlisse auf eine im BMP- und Activini8gsvorhandene Kooperativitat zu.

Aus den in dieser Arbeit gewonnen Ergebnissen tassd mehrere Schliisse bezuglich der
Rekrutierung von Rezeptoren in einen Signalkomptehen. So entscheidet allein die
extrazellulare Domane des Rezeptors dartber, abRakrutierung in den Komplex erfolgt
oder nicht. Interessanterweise gilt dies auch béar siedriger Affinitdt des Liganden zum
Rezeptor. Die Transmembrandomane scheint dagegee kRolle zu spielen, da sie ohne
Folgen fiur die Rezeptorrekrutierung austauschibaArgders verhalt es sich wiederum bei der
Kinasedomane. Zwar wurde gezeigt, dass diese far Biidung von heterodimeren
Komplexen nicht erforderlich ist (Greenwald et @003), was auch nochmal in den
durchgefuhrten FRET-Experimenten belegt wurde. Hig Bildung von homodimeren
Komplexen eines Subtyps scheint die Kinasedomaeeeforderlich zu sein, da es ohne sie
nicht moglich war, hochaffine Bindungsstellen iartsfizierten Zellen zu generieren.

In den FRAP-Ergebnissen spiegeln sich die aus vigdre BIAcore-Experimenten bekannten
Ergebnisse wieder. So zeigt BMPR-IA durch Inte@ktmit dem Liganden nur eine geringe
Veradnderung in der Geschwindigkeit, dafir aber egemerelle Immobilisierung dieses
Rezeptortyps. Der Typ-lI-Rezeptor ActR-IIB zeigbegen keine Immobilisierung, dafir aber
eine Verlangsamung der Bewegung, was fur tempdrdegaktionen zwischen Ligand und
Rezeptor spricht. Dies korreliert gut mit den aussBnsoranalysen bekannten schnellen
Kinetiken zwischen BMP-2 und ActR-I1IB.

Die FRET-Experimente ergaben erstaunlicherweisss dinnliche Liganden (BMP-2 und
GDF-5) mit den gleichen Rezeptoren ein vollig ustéredliches Verhalten zeigen. So war
fur BMP-2 die Komplexbildung unabhéngig von den d&affinititen zu den einzelnen
Rezeptoren, sondern wurde lediglich vom Ubersatmeit eines  bestimmten
Konzentrationsschwellenwertes bestimmt. GDF-5 eeitgigegen die erwartete Abhangigkeit

von den Ligand-Rezeptor-Affinitaten.
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5. Schlussfolgerung

Diese und frilhere Beobachtungen zeigen, dass Kaibggit im biochemischen Sinn

(Koshland, JR. and Hamadani, 2002) nur im TgFRInd eventuell im Activin-System

existiert. Fur die BMP-2-vermittelte Signalkompldginng konnten dagegen keine Anzeichen
von Kooperativitdt gefunden werden. Die T@#ermittelte Rezeptorkomplexbildung kann
daher im Gegensatz zu friheren Erkenntnissen prazk sequentiell und kooperativ
beschrieben werden, wohingegen die BMP-2-vermttelRezeptorkomplexbildung

anscheinend ausschlief3lich sequentiell verlauft.

Aus diesen Erkenntnissen geht hervor, dass eindzalike biologischer Aktivitaten

maoglicherweise durch Unterschiede in den primarehmigen der Signalvermittlung, wie z.B.

der Rezeptorrekrutierung, erzeugt werden kann.
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7.1 Zusammenfassung

7.1 Zusammenfassung
Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) bilden zusammmnden Activinen, Growth and

Differentiation Factors (GDFs) und Transforming ®tio Factor3 (TGF{) die Transforming
Growth Factorp-Superfamilie von sekretierten Signalproteinen. §pgelen eine wichtige
Rolle in der Entwicklung, Erhaltung und Regeneratimn Geweben und Organen. Die
Signalvermittlung dieser Proteine erfolgt durch Biedung von zwei verschiedenen Typen
von Serin-/Threonin-Kinaserezeptoren, die als Typuhd Typ-lI-Rezeptoren bezeichnet
werden. Im ersten Schritt erfolgt die Bindung am dwchaffinen Rezeptor (im Fall von
BMP-2 der Typ-I-Rezeptor), im nachsten Schritt woldr niederaffine Rezeptor in den
Komplex rekrutiert. Bis heute sind lediglich sieb@yp-I- und finf Typ-llI-Rezeptoren
bekannt, was auf eine Promiskuitét in der LiganReaeptor-Interaktion schliel3en lasst. Die
Architektur beider Rezeptorsubtypen ist dabei reldihnlich. Beide bestehen aus einer
ligandenbindenden extrazellularen Domane, einernsimembrandomane sowie einer
intrazellularen Kinasedoméne. Eine nacheinandeaufénhde Transphosphorylierung der
intrazellularen Doménen fuhrt zu einer Phosphomytig von SMAD-Proteinen, die dann als
nachgeschaltete Vermittler fungieren und die Trapskn regulierter Gene auslésen.

Im Hauptteil dieser Arbeit wurden die initialen $itie der Rezeptorkomplexformierung
sowie die Mobilitdt der Rezeptoren mit Hilfe vorudreszenzmikroskopischen Methoden
untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, fiasdie Bildung eines Signalkomplexes eine
bestimmte Schwellenkonzentration des Liganden nigtigind dass der Mechanismus nach
einem Alles-oder-Nichts-Prinzip wie ein Schalter nktioniert. AulRerdem konnten
Unterschiede in der Nutzung der gleichen Rezeptadench verschiedene Liganden
festgestellt werden.

Die anderen Teile der Arbeit befassen sich mit Benktionalitat der verschiedenen
Rezeptordoménen in der Signalibermittlung, der ys®lvon hoch- und niederaffinen
Ligandenbindestellen auf ganzen Zellen sowie deniliss des SMAD- und des MAPK-
Signalwegs auf die Induktion der Alkalischen Ph@dpbke. Dabei konnte gezeigt werden,
dass die Art der SMAD-Phosphorylierung allein voiypTder Kinasedomane abhangig ist,
dass auf einer Zelle verschiedene Rezeptorpopo#tio existieren, welche von
unterschiedlichen Ligandenkonzentrationen angesprowerden, und dass die Induktion der
Alkalischen Phosphatase stark vom zeitlichen Vértiear SMAD- und MAPK-Aktivierung
abhangig ist.

123



7.2 Abstract

7.2 Abstract
Bone Morphogenetic Proteins (BMPs), together witttivins, Growth and Differentiation

Factors (GDFs) and Transforming Growth FagtdiTGF3), are secreted signalling proteins
that belong to the Transforming Growth Fadisuperfamily. They play an important role in
regulating the development, maintenance and reggoerof tissues and organs. Signalling of
TGF3 superfamily members occurs by binding to two typésserine-/threonine kinase
receptors termed type | and type Il. First, thenradfinity receptor (in case of BMP2 the type
| receptor) is bound, and then the low affinity e@ptor is recruited into the signalling
complex. The fact that there are only seven typed five type-ll receptors are known
implies a limited promiscuity in ligand-receptoteraction. The architecture of both receptor
subtypes is quite similar, with a small extracdtulligand-binding domain, a single
transmembrane domain and an intracellular kinaseafto Subsequent transphosphorylation
of the intracellular receptor domains leads to phosylation of SMAD proteins, which then
act as downstream mediators and activate genectiaiien.

The main part of this work was to analyze the ahisiteps in receptor complex formation and
the mobility of TGB-superfamily receptors with fluorescence microscopghniques. It
could be shown that complex formation requiresréageligand threshold concentration and
shows an all-or-nothing switch-like behaviour. Rerimore, differences between different
ligands using the same receptors could be visuhlize

The other parts of this work deal with the funcaibty of the different receptor domains in
signal transduction, the analysis of high- and &ffinity binding sites on whole cells and the
influence of the SMAD- and MAPK-pathways on alkaliphosphatase induction. It could be
shown that the type of SMAD phosphorylation istefpldependent on the type of the kinase
domain, that there exist different receptor popaoret on a cell that are addressed by different
ligand concentrations and that alkaline phosphatatiection is highly dependent on the time

course of SMAD- and MAPK-pathway activation.
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Captain Thomas Mdller und seiner Crew auf Botany Bechte ich fUr die vielen netten
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