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I. Einleitung

|. Einleitung

Jeder vielzellige Organismus bedarf der Kommunikation zwischen einzelnen Zellen
und dem Gesamtorganismus. Nur so kann Entwicklung, Wachstum, Reizverarbeitung
und Bewegung koordiniert erfolgen. Als Informationstbertrager steuern Nerven,
Hormone und Wachstumsfaktoren einzelne Zellen oder Gewebe und kontrollieren
motorische, sekretorische, proliferative und migratorische Prozesse. Daruber hinaus
vermitteln auch Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte Informationen, die Funktion und
Schicksal von Zellen beeinflussen.

Diese Signale, die von aufRen an die Zielzellen gelangen, fihren meist zur
Aktivierung eines spezifischen Programms, welches durch den Zelltyp festgelegt ist.
Dies kdnnen reversible, schnelle Reaktionen sein, wie z.B. bei motorischen oder
sekretorischen Zellen. Im Falle von Wachstums- und Entwicklungsprozessen wird
dagegen meist ein genetisch festgelegtes Programm aktiviert, das zu Proliferation
oder Differenzierung fuhrt. Dies wird durch ein Zusammenspiel von
Transkriptionsfaktoren und Zielgenen im Zellkern erreicht, welches schlie3lich zu
DNA-Synthese und Zellteilung oder aber zur Expression differenzierungsspezifischer
Proteine fuhrt.

Zytokine und deren intrazellulare Signaltransduktion spielen hierbei eine wichtige
Rolle. Es handelt sich hierbei um eine Gruppe kleiner segregierte Proteine, die zwar
strukturelle Unterschiede zeigen, aber wegen ihrer vergleichbaren physiologischen
Wirkungen zusammengefal3t werden kdnnen. Zur Gruppe der Zytokine zahlen u.a.
Interleukine (IL), Interferone (IFN), Chemokine, Kolonie-stimulierende-Faktoren
(CSF), Tumor-Nekrose  Faktoren (TNF) und die transformierenden
Wachstumsfaktoren (TGF).

Die Familie der TGF-3 Zytokine ist Mittelpunkt dieser Arbeit und soll bezuglich ihrer
Wirkungsweise und Signaltransduktion im Folgenden genau beschrieben werden.
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I.1. TGF-3 und die TGE-3 Superfamilie

1.1.1. TGF- vermittelte Aktivitaten

Bei Transforming growth factor-R (TGF-3) handelt es sich um ein Zytokin, das eine
Vielzahl biologischer Funktionen reguliert. TGF-I3 wurde urspringlich als ein Faktor
identifiziert, der das Wachstum von Fibroblasten in Kultur unterstitzt [1]. Es wurde
jedoch bald klar, da’ dieses Peptid nicht nur Zellwachstum férdert, sondern auch
inhibiert, je nachdem um welchen Zelltyp es sich handelt und welche zusatzlichen
Wachstumsfaktoren anwesend sind [2] [3]. TGF-3 zeigt auch Aktivitat im Hinblick
auf die Modulation von zellularen Differenzierungsprozessen in vitro und in vivo. Die
Modifikation der Zellmigration, sowie '"Homing' und Lokalisation von Zellen wahrend
der Entwicklung werden ebenfalls beeinflu3t. Diese Prozesse werden zum Teil von
komplexen adhéasiven Interaktionen zwischen zellularen Rezeptoren und
Komponenten der extrazellularen Matrix (ECM), deren Produktion wiederum von
TGF-3 angeregt wird, kontrolliert. Auch bei der Induktion apoptotischer Reaktionen
spielt TGF-I eine Rolle [3].

Abb.1 Von der NMR-Struktur des humanen TGF-1 abgeleitetes Ribbon-Diagramm (Protein-
Datenbank Eintrag 1KLC). In grin und blau sind die beiden TGF-B Monomere dargestellt, die
verbindende Disulfidbriicke in der Mitte ist gelb markiert. Die Abbildung wurde aus Huang et al.
enthommen [4].
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1.1.2. Mitglieder der TGF-3 Superfamilie

Die TGF-3 Superfamilie umfal3t neben den TGF-3 Isoformen insgesamt tber 30
Proteine, die strukturell &hnliche, aber dennoch funktional unterschiedliche
Wachstumsfaktoren reprasentieren und eine Vielzahl zellularer Verhaltensweisen
regulieren. Zu nennen sind hier u.a. die BMPs (bone morphogenetic proteins), Dpp
(decapentaplegic), die GDFs (growth/differentiation factors), GDNF (glial derived
growth factor), Aktivine und Inhibine, AMH (anti muellerian hormone) und Nodal [5]
[6]. Diese Molekule treten in der Regel als ca. 25 kDa grof3e Dimere auf, die durch
eine einzelne Disulfidbricke zwischen den Monomeren stabilisiert sind. Die
Monomere besitzen eine cysteinreiche Knotenstruktur, die ihnen extreme
Kompaktheit verleiht (vgl. Abb.1) [7] [8].

I.1.2. Prozessierung der Liganden

TGF-I3 wird, wie auch die anderen Mitglieder der Superfamilie, von verschiedensten
Zellen in Form eines inaktiven Vorstufen-Proteins synthetisiert. Hierbei ist ein sog.
LAP (latency associated peptide), ein aus 278 AS bestehendes Propeptid, mit dem
eigentlichen bioaktiven TGF-3 Peptid assoziiert. LAP halt TGF-3 in einer latenten,
inaktiven Form, die nicht an Membranmolekiile oder Rezeptoren binden kann. Der
latente TGF-3 Komplex beinhaltet aul3erdem eine dritte Komponente, ein grol3es
Glycoprotein, das als LTBP (latent TGF-3 binding protein) bezeichnet wird und tber
Disulfidbricken mit dem LAP verbunden ist. LTBP wird fur die Latenz des TGF-R3
Komplexes nicht bendtigt, spielt aber bei Sekretions- und Aktivierungsprozessen eine
wichtige Rolle. LTBP assoziiert sehr stark mit der extrazellularen Matrix und vermittelt
somit eine Speicherung von latentem TGF-R in derselben. Latentes TGF-3 wird in
vitro mittels Saure, Alkali, Hitze oder Proteolyse aktiviert, an physiologischen
Aktivierungsmechanismen sind vermutlich Plasmin oder Thrombospondin beteiligt [9]
[10].

1.1.3. Zellzykluskontrolle durch TGF-3

Trotz der Vielseitigkeit von TGF- ist seine wachstumsinhibierende Wirkung die
kennzeichnendste. Hierbei verursacht TGF-3 einen Arrest in der spaten G1 Phase
des Zellzyklus. Ein Fortschreiten des Zellzyklus ist von Reaktionen sog. Cyclin-
abhangiger Kinasen (cdks = cyclin dependent kinases) begleitet. Diese werden durch

Cyclin-Bindung aktiviert und kénnen durch cdk-Inhibitoren, wie p15 und p16, in ihrer
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Funktion blockiert werden. Spezielle Cyclin-Kinasen, tragen zur Phosphorylierung
des Retinoblastoma-Proteins (pRb) bei. In hypo-phosphoryliertem Zustand bindet
pRb bestimmte Transkriptionsfaktoren, wie z.B. E2F, wodurch die Expression
bestimmter Gene verhindert wird. Eine Phosphorylierung von pRb mittels cdks in der
G1 Phase fuhrt zur Freisetzung dieser Transkriptionsfaktoren und somit zur
Expression von Genen, welche in der darauffolgenden S-Phase des Zellzyklus von
grol3er Wichtigkeit sind [11] [12].

TGF-B fuhrt einen Zellzyklus-Arrest herbei, indem es bestimmte cdks der G1 Phase
inaktiviert und somit die Phosphorylierung von pRb verhindert. TGF-[3 induziert
hierbei die verstarkte Expression der cdk-Inhibitoren pl5 und pl16 und fordert
gleichzeitig eine intensivere Bindung dieser Proteine an ihre entsprechenden Ziel-
cdks. AulRerdem kommt es zu TGF-3 vermittelter Repression von c-myc und
verschiedenen cyclin Genen. Die resultierende Dephosphorylierung von pRb fihrt
wiederum zu Inhibierung der pRB-gebundenen Transkriptionsfaktoren und verhindert
somit eine entsprechende Genexpression [13] [14].

|.2. Rezeptoren der TGF-I3 Superfamilie

[.2.1. Struktur, Aufbau und Funktion der Rezeptoren

Die Mitglieder der TGF-3 Superfamilie binden zum Zweck der Signaltibertragung an
zwei verschiedene aber verwandte membran-gebundene Serin/Threonin Kinase
Rezeptoren (Typ | und Typ Il Rezeptoren). Diese Typ | und Typ Il Rezeptoren sind
Glykoproteine und ungeféhr 55-65 kDa bzw. 70-80 kDa grof3. Beide bestehen aus
einer relativ zur Grol3e des Liganden kleinen cysteinreichen extrazellularen Domane,
einer einzelnen transmembranen Region und einem cytoplasmatischen Teil, der die
Ser/Thr-Kinase-Doméne beinhaltet [15].

Alle Typ | Rezeptoren der TGF-3 Superfamilie besitzten, im Unterschied zu den Typ
Il Rezeptoren, eine stark konservierte, 30 AS lange, Glycin/Serin-reiche Sequenz
innerhalb der juxtamembranen Region, die als GS-Box bezeichnet wird.
Ligandeninduzierte Phosphorylierung der Serin- und Threonin-Reste dieser Region
wird fir eine Aktivierung der Signaliibertragung bendtigt. Unmittelbar nach der GS-
Box befindet sich bei allen Typ | Rezeptoren ein Leucin/Prolin Motiv, welches die
Bindungsstelle fur das Immunophilin FKBP12 (FK506 binding protein) darstellt [16]
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[17] [18]. Die Mutation eines einzelnen Threonins zu Glutamin (T204D) im Bereich
zwischen G/S-Box und Kinase Doméne fuhrt zu konstitutiver Aktivierung der
Kinasen. Derartige Mutanten liefern somit wichtige Werkzeuge fur die Untersuchung
der TGF-R Signaltransduktion, da sie in der Lage sind Signale des Ligand/Rezeptor
Komplexes vorzutauschen auch wenn weder Ligand noch Typ Il Rezeptor anwesend
sind [19] [20].

Die Kinase-Domane der Typ | Rezeptoren dient zur Phosphorylierung ihrer
Substrate, der Smad-Proteine, wahrend die Typ Il Rezeptoren sich selbst und Typ |
Rezeptoren phosphorylieren und dies vorzugsweise an Serin- und Threonin-Resten
[21] [22] [23]. Eine interessante Region innerhalb der Kinase-Domane der Typ |
Rezeptoren ist der sog. ,L45-Loop’, der fur die Substraterkennung von grof3er
Wichtigkeit ist und spezifische TGF-[3 SignalUbertragung ermdéglicht [24]. Typ I
Rezeptoren weisen im Gegensatz zu Typ | Rezeptoren am distalen Ende der Kinase-
Domanen C-terminale, Serin/Threonin-reiche Extensionen variabler Ladnge auf [21]
[25].

Die unterschiedlichen Typ | und Il Rezeptoren fur die TGF-3 Superfamilie sind im
einzelnen an anderer Stelle aufgefuhrt und genau beschrieben (s. A.1.2.+3.). Fur die
Signalubertragung der TGF-I3 Isoformen stehen préferenziell zwei Rezeptoren zur
Verfigung, welche im Folgenden als TRRIl (=Typ Il Rezeptor) und TRRI (=Typ |
Rezeptor, Alk 5) bezeichnet werden. AuRerdem ist speziell fur die Bindung der TGF-
3 Isoformen ein weiterer Rezeptortyp, der Typ Il Rezeptor (TRRIII), von Bedeutung.
Die Rolle des TRRIII wird in Kapitel A.l.4. genau beschrieben. In der vorliegenden
Arbeit wird aul3erdem ein weiterer Typ |1l Rezeptor, TRRII-B, beschrieben.

Einfihrende Bemerkungen hierzu finden sich ebenfalls im Kapitel A.I.

I.2.2. Ligandenbindung und Rezeptoraktivierung

Beide Rezeptortypen liegen an der Zelloberflache als Homo-Oligomere vor, die nach
Ligandenbindung miteinander einen stabilen heteromeren Komplex bilden [15] [16].
Innerhalb dieses sog. Signalrezeptor-Komplexes, wird der Typ | Rezeptor vom Typ Il
Rezeptor, der selbst autophosphoryliert vorliegt, an der GS-Box phosphoryliert und
somit aktiviert. Der aktivierte Typ | Rezeptor ist nun in der Lage cytoplasmatische
Substratmolekile zu binden und zu phosphorylieren, wodurch die Signaltbertragung
in Richtung Nukleus vorangetrieben wird (s. Abb.2A) [25] [26].
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A. sequenzieller Bindungsmodus:

TGF-R

m Ligandenbindung Komplexbildung

Rekrutierung P
p &— GS-Box
P P
P
P P
<+ Aktivierung der

TRRII TRRI _ Signalkaskade
Transphosphorylierung

B. kooperativer Bindungsmodus:

Q T BMP
Ligandenbindung L

GS-Box

P

Aktivierung der

<+ Signalkaskade

BMPRII + BMPRI Transphosphorylierung

Komplexbildung

Abb.2A+B (A) Schematische Darstellung der sequenziellen Ligandenbindung und der TGF-
Rezeptoraktivierung. Nach Ligandenbindung an TRBRII-Homooligomere werden TRRI-
Homooligomere in einen heterotetrameren Komplex rekrutiert. Nachdem beide Rezeptortypen mit
dem Liganden interagiert haben, wird das TRRI Homodimer von dem TRRII Homooligomer an den
GS-Boxen transphosphoryliert. Das somit aktivierte Typ | Rezeptor Homooligomer ist nun in der
Lage Substratmolekiile zu phosphorylieren. (B) Darstellung der kooperativen Bindungsart, wie sie
teilweise bei der Bindung von BMPs an die entsprechenden Rezeptoren auftritt.
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Innerhalb der TGF-R Superfamilie werden zwei unterschiedliche Arten der
Ligandenbindung an die Signalrezeptor-Komplexe beobachtet. V.a. fur TGF-R3,
Aktivin und AMH ist die sequenzielle Art der Bindung charakteristisch, bei der ein
Komplex aus Ligand und Typ Il Rezeptor den Typ | Rezeptor rekrutiert. In diesem
Fall ist der Typ Il Rezeptor der hochaffine, ligandenbindende Rezeptor, wahrend der
Typ | Rezeptor mit dem freien Liganden nur nieder-affin interagieren kann und diesen
primar in gebundener Form erkennt [27] [28].

Bei der BMP-Bindung sind die Typ | Rezeptoren die eigentlichen akzessorischen
Rezeptoren und in der Lage alleine und hochaffin mit den Liganden zu interagieren.
Neben einem sequentiellen Bindungsmodus tritt hier auch eine kooperative Art der
Bindung uber praformierte heterooligomere Signal-Komplexe aus Typ | und Typ II
Rezeptoren auf [29] [30]. Ein kooperativer Bindungsmodus wurde auch fur die
Bindung der TGF-32 Isoform an ihre Rezeptoren vermutet [31]. Beide Bindungsarten

sind in Abb.2A+B schematisch dargestellt.

1.2.3. Rezeptorassoziierte Molekiile
Eine Reihe zytoplasmatischer Proteine ist in der Lage mit den Kinase Doméanen der
Typ | und Il Rezeptoren der TGF-I3 Superfamilie zu interagieren und dadurch deren

Signalubertragungskapazitat zu regulieren oder zu manipulieren (s. Abb.3).

FKBP12 ist ein Immunophilin und bekannt Rapamycin und FK506 zu binden. Es
interagiert mit den Typ | Rezeptoren der TGF-B Superfamilie Uber ein FK506-
ahnliches Leucin/Prolin Motiv oberhalb der Kinase-Domanen [17]. FKBP12 verhindert
die Phosphorylierung des Typ | Rezeptors durch den Typ Il Rezeptor, indem es die
Typ | Rezeptor Phosphorylierungsstellen innerhalb der GS-Box bedeckt und dadurch
zusatzlich die inaktive Konformation des Typ | Rezeptors stabilisiert. Durch die
Bindung von FKBP12 wird eine ligandenunabhéngige Aktivierung der
Rezeptorkomplexe verhindert und somit eine ,undichte Stelle' bei der
Signalubertragung verschlossen. Nach Ligandenbindung kommt es zu
Konformationsdnderungen im Rezeptorkomplex, FKBP12 dissoziiert vom Typ |
Rezeptor und eine Transphosphorylierung wird mdglich [18].

Bei BAMBI (BMP and activin membrane bound inhibitor) handelt es sich um ein
transmembranes Protein, dessen extrazellulare Doméane groRe Ahnlichkeit zum TGF-
3 Typ | Rezeptor aufweist. Dieser Pseudorezeptor kann in ligandeninduzierte



I. Einleitung

Komplexe zusammen mit Typ | Rezeptoren eingebaut werden, behindert dabei aber
die Signalubertragung durch die Bildung nicht aktivierbarer Typ | Rezeptor
Heterodimere. BAMBI ist in der Lage Aktivin und BMP Signale zu inhibieren.
Aufgrund der relativ gut Ubereinstimmenden Expressionsmuster von BMP und
BAMBI, kann von einer BMP-regulierten BAMBI Expression ausgegangen werden.
BAMBI stellt in seiner Funktionsweise also einen ,negativen feedback Mechanismus'
dar [32]. Es wurde festgestellt, da3 die Expression von BAMBI in tumorigenen
Geweben verringert ist. Die regulatorische Funktion von BAMBI ist also vermutlich
wahrend der Tumorgenese nicht zu unterschatzen [33].

TRIP-1 (TGF-[3 receptor interacting protein 1) ist ein Protein, das funf WD-Domé&nen
beinhaltet, die fir die Ausbildung von Protein-Protein Interaktionen verantwortlich
sind. Das Protein bindet an TRRIl und wird von diesem phosphoryliert. Diese
Reaktion ist ligandenunabhangig und bendtigt eine funktionierende TRRII-Kinase
[34]. Durch Uberexpression von TRIP-1 werden transkriptionelle Antworten, die von
den sog. Smads, ,downstream‘ Molekilen der TGF-I3 Signalkaskade, abhangig sind,
inhibiert (s. 1.3.). Die eigentliche Smad-Aktivierung ist jedoch unbeeinfluf3t [35].

Ein weiteres WD-Doménen enthaltendes Protein ist STRAP (serine/threonine kinase
receptor-associated protein), das ligandenunabhangig sowohl mit Typ | als auch mit
Typ Il Rezeptoren interagieren kann [36]. STRAP bewirkt vermutlich durch
Rekrutierung des inhibitorischen Smads, Smad7, in synergistischer Weise eine
Inhibierung TGF-3 vermittelter transkriptioneller Aktivierung [37].

Die Ba Untereinheit der Protein-Phosphatase 2A enthalt ebenfalls WD-Motive. Es
wurde gezeigt, dall Ba mit dem TGF-B Typ | Rezeptor interagiert und dadurch
phosphoryliert wird. TGF-B vermittelte antiproliferative Effekte werden in
Anwesenheit von Ba potenziert [38].

TRAP-1 (TRRI associated protein-1) ist ein weiteres Typ | Rezeptor assoziierendes
Protein. Es erkennt spezifisch die aktivierte Form des Rezeptors und verringert in
Uberexprimiertem Zustand das TGF-[3 Signallbertragungspotential. Die prazise
funktionale Bedeutung von TRAP-1 fir den TGF-3 Signalweg ist allerdings noch
weitgehend unklar [39].

Fur die Farnesyltransferase a (FTa) konnte ebenfalls eine Interaktion mit Aktivin
und TGF-3 Typ | Rezeptoren gezeigt werden, die in einer Phosphorylierung resultiert.
Ob diese Interaktion jedoch fur die TGF-3 Signalibertragung von Bedeutung ist sei
dahingestellt [40] [41].
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TGF-R

TRRII TRRI TRRII

Smad-Aktivierung

P
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Abb.3 TGF-3 Rezeptoren mit assoziierten Proteinen, die in Punkt I.2.3. beschrieben werden. FKBP12
verhindert eine ligandenunabhéngige Rezeptoraktivierung und Signallibertragung (rechtes Bild).
Durch Interaktion von TRRI mit BAMBI wird die Transphosphorylierung des TRRI durch den Typ I
Rezeptor verhindert (rechtes Bild). Phosphorylierung und Transphosphorylierung sind mit roten Pfeilen
gekennzeichnet. AuRerdem ist die Signalweiterleitung tber TAB/TAK schematisch dargestellt. HPK-1
ist ein Bindeglied zwischen TRRII und TAB/TAK. Die Art der Interaktion und Aktivierung von HPK-1 ist
noch ungeklart (?). Uber die Aktivierung von SEK (stress-activated protein kinase/extracellular signal-
regulated kinase kinase) bzw. MKK-6 (mitogen-activated protein kinase) kommt es zur
Phosphorylierung von JNK-1 und p38. Diese aktivierten Stre3-Kinasen wandern in der Kern um dort
mit entsprechenden Transkriptionsfaktoren. cJun und ATF-2 die Genexpression zu regulieren.

1.2.4. Wechselwirkung der Rezeptoren mit TAK1 und TAB1

Immer mehr deutet darauf hin, dal TGF-3 und BMP in der Lage sind auch
verschiedene MAPK Signalwege, v.a. die MKK4-JNK und MKK3-p38 Signalwege, zu
aktivieren. Die Antworten und Kinetiken unterscheiden sich je nach Zelltyp [42] [43]
[44]. Die Verbindung zwischen den Rezeptoren und diesen Pathways ist nicht
vollstandig aufgeklart. Mdglicherweise spielt die mitogen-aktivierte Protein Kinase
Kinase Kinase TAK1 (TGF-R activated kinase 1), die direkt auf MKK Enzyme wirkt
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und entweder JNK oder p38 aktiviert, hierbei eine Rolle. Die Kopplung von TAK an
die Rezeptoren laRt noch Fragen offen. Fur den Fall der TGF-3 vermittelten JNK
Aktivierung z.B. wird eine weitere Verbindung von TAK1 zu einer anderen ,upstream’
Kinase HPK1 (haematopoetic progenitor kinase 1) diskutiert [45]. TAKL tritt in
Assoziation mit aktivierend wirkenden Bindeproteinen TAB1 (TAK binding protein-1)
auf. Die Kooperation von TAK1 und TAB1l ist durchaus relevant, da eine
verstarkende Wirkung auf die transkriptionelle TAK1 Wirkung durch TAB1 beobachtet
wird [46]. TAK1 ist ein multifunktionaler Mediator der auch in andere Signalwege,
involviert ist [47]. Bei der TGF-3 induzierten Aktivierung von JNK oder p38 kommt es
Uber aktivierte AP-1 Komplexe oder ATF2 zur Genexpression [44] [48]. Die
schematische Darstellung der Signalweiterleitung Uber TAK/TAB ist in Abb.3

miteinbezogen.

[.2.5. Dominant negative Wirkungsweise von verkirzten TGF-B Typ Il

Rezeptoren (Acyt-Mutanten)

Signalwege konnen auf verschiedenen Stufen negativ reguliert werden. Fur die
Blockierung einer Genfunktion auf Proteinebene bietet sich die Expression von
mutanten Signalproteinen an, die in der Lage sind ihre wildtypischen Pendants zu
inhibieren. Die daraus resultierende spezifische Ausschaltung von Genfunktionen
wird als ,dominant negativ' bezeichnet, da sich der entsprechende Phanotyp auch in
Anwesenheit des wildtypischen Gens manifestiert [49].

Die Uberexpression von dominant negativen Genmutanten zur funktionalen
Inaktivierung bestimmter Proteine birgt gegentiber sog. Nullmutationen eine Vielzahl
von Vorteilen. Beispielsweise kann die Funktion eines Gens ganz gezielt in
spezifischen Zellen und ausgewdahlten Organen mit Hilfe von entsprechenden
transkriptorischen Kontrollelementen untersucht werden. AuRerdem wird durch die
Inhibierung auf Proteinebene eine mdgliche embryonale Lethalitat, die haufig bei
Nullmutationen auftritt, umgangen [50].

Dieses System der Protein-Inhibierung bietet sich auch fur die Untersuchung der
TGF-B Signaltransduktion an. TGF-[3 ist in fast allen Geweben des Korpers verbreitet
und hat demnach eine Vielzahl von regulatorischen Funktionen. Hierbei ist die
spezifische Wirkung von TGF-3 abhangig vom Zelltyp, vom Differenzierungsgrad der
Zelle und von der Zusammensetzung der zellularen Umgebung, wie z.B. der

extrazellularen Matrix, sowie vom Vorhandensein anderer Zytokine [51]. Die
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Maoglichkeit mit dominant negativen Proteinen die Wirkung von TGF-i3 lokal und
gewebespezifisch zu unterbinden, ist daher von grof3er Bedeutung. Um eine
vollstandige Ausschaltung des TGF-3 Signals zu erreichen, ist es sinnvoll die ,erste
Instanz’, die Rezeptoren, effektiv zu blockieren. Ein beliebtes Zielprotein ist daher der
TGF-B Typ Il Rezeptor. Ein Gen Knockout des Typ Il Rezeptors flhrt zu embryonaler
Lethalitat, &Rt daher keine postnatalen Untersuchungen am Tier zu und liefert somit
fur viele Fragestellungen keine Losung [52].

Alternativ wurde und wird daher haufig eine verkirzte (trunkierte) Form des Typ Il
Rezeptors, die aufgrund des Fehlens der cyptoplasmatischen Serin/Threonin Kinase
Domane dominant negativ wirkt, verwendet. Dieser Rezeptormutante (TRRII-Acyt)
enthalt die komplette extrazellulare und transmembrane Doméane, wird somit an der
Zelloberflache exprimiert, ist in der Lage TGF- zu binden und kann sowohl mit
wildtypischem TRRII als auch mit TBRI Komplexe bilden (s. Abb.4) [53] [54]. Die
spezifische Interaktion zwischen trunkiertem und wildtypischen TRRII, die bereits
intrazellular und ligandenunabhéngig stattfinden kann, flhrt vermutlich zu vermehrter
Degradierung oder zu weniger effektivem  Oberflachentransport des
Rezeptorkomplexes [55] [53]. Ob der geringe Teil dieser heterooligomeren
Komplexe, der an der Zelloberflache vorhanden ist, Signalaktivitat besitzt, ist nicht
bekannt. Homooligomere trunkierte Rezeptoren, die mit TRRI ligandeninduzierte
Komplexe an der Oberflache bilden, sind aufgrund der fehlenden Kinase-Domane
nicht in der Lage ein Signal zu propagieren [54]. Aufgrund dieser Inhibierung auf
Rezeptorebene, kdnnen, im Gegensatz zu einzelnen Liganden-Knockouts alle drei
TGF-3 Isoformen ausgeschaltet werden. AulBerdem kénnen somit unerwinschte
systemische Effekte, wie die Entstehung von Entziindungen, die beispielsweise in

der TGF-31 Nullmaus auftreten, vermieden werden [56].

extrazellulare/Ligandenbindungs-

2 SP. Doméne ~T™ ] IM Kinase Doméne
TBRIL R P m
i :
i
DN-RII

Abb.4 Schematische Darstellung eines ,full-length‘ und eines trunkierten TGF-3 Typ Il
Rezeptors.
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|.3. Die Smad-Proteine

[.3.1. Signaltransduktion durch Smad-Proteine

Die signaluibertragenden Komponenten der TGF-3 Signaltransduktion werden von
den sog. Smads reprasentiert. Hierbei handelt es sich um cytoplasmatische Proteine,
die von Typ | Rezeptoren phosphoryliert werden, somit Rezeptorsignale empfangen
und spezifisch als Transkriptionsfaktoren auf die Genexpression einwirken. Nach der
Entdeckung der Mad-Proteine in Drosophila, sowie der sma-Proteine in
Caenaorhabditis elegans konnten die Mad-homologen Smads auch in Vertebraten
identifiziert werden [57] [58] [59] [60] [26]. Ein Schema der TGF-[3 Signaltransduktion
Uber Smad-Proteine ist in Abb.7 am Ende dieses Kapitels dargestellt.

Die Gruppe der Smads wird basierend auf Struktur und Funktion in drei verschiedene
Subklassen unterteilt (s. Abb.5). Rezeptor-regulierte Smads (R-Smads) besitzen ein
C-terminales SSXS Motiv, an dem sie von den Kinasen der Typ | Rezeptoren
phosphoryliert werden. R-Smads sind direktes Substrat der Rezeptorkinasen, und
somit fur die Spezifizierung der resultierenden biologischen  Antwort
ausschlaggebend. So werden Smad2 und 3 von TGF-[3 und Aktivin, sowie von Nodal
und GDF-8 (Myostatin) aktiviert, wahrend Smad1, 5 und 8 von den Rezeptoren der
BMPs und einigen GDFs, sowie den Rezeptoren fuir AMH phosphoryliert werden [6].

Die aktivierten R-Smads formen Komplexe mit einer zweiten Klasse von Smad-
Proteinen, den sog. Co-Smads. In Sdugern konnte bisher nur ein Vertreter dieser
Klasse, Smad4, identifiziert werden, wéhrend in Xenopus eine weitere Co-Smad
Variante, Smad4f3 (Smad 10) existiert [61] [62]. Smad4 (DPC4 = deleted in
pancreatic cancer) wurde ursprunglich als Tumorsuppressorgen identifiziert, da es in
einer betrachtlichen Zahl von Tumoren, v.a. Pankreas Karzinomen, mutiert oder
deletiert vorliegt. Smad4 ist in seiner Rolle als Co-Smad sowohl Bestandteil der BMP
als auch der TGFR Signaltransduktionskaskade. Smad4 besitzt kein SSXS Motiv,
wird demzufolge nicht von Rezeptoren phosphoryliert und zeigt selbst keine
aktivierende Funktion [63]. Durch die Zusammenfuhrung verschiedener Signale an
einem Knotenpunkt (Smad4) wird mdglicherweise das Zusammenspiel verschiedener
Rezeptoren der TGF-3 Familie moduliert, indem die relative Stéarke eines Signals

durch Kompetition um einen begrenzten Smad4-Pool kontrolliert wird [64].
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Nach Interaktion von R-Smads mit Co-Smads wandern diese Komplexe in den
Zellkern um dort die Genexpression zu regulieren. Im Nukleus wird der R-Smad/Co-
Smad Komplex durch direkte Interaktionen der R-Smads mit verschiedenen DNA-
Bindungspartnern an  spezifische Promotor Elemente rekrutiert. Dieser
Transkriptions-Aktivierunskomplex wird zusatzlich durch Bindung der Smad-Molekile
an benachbarte DNA-Elemente stabilisiert. Sowohl die R-Smads als auch die Co-
Smads kénnen an DNA binden. Optimale Bindung wird durch die 5 bp lange
Sequenz CAGAC erreicht. Derartige Smad-Bindungselemente (SBEs) sind in
einfacher oder mehrfacher Ausfihrung in den meisten TGF-3, Aktivin oder BMP
responsiven Genen vorhanden [65] [66]. Durch Rekrutierung von Co-Aktivatoren und
Co-Repressoren kénnen Smads den Transkriptionsprozel3 sowohl positiv als auch
negativ regulieren. Dieser hier beschriebene Signaltransduktionsweg via Smads ist

erstaunlich gut zwischen verschiedenen Organismen konserviert [63].

Mad*

Smadil
Smad5
Smad8

I
=

R-Smads

dSmad2*
Smad?2

fur Smad3

Medea*
Smad4
Co-Smads| Smad4R

Dad*
Smad6
I-Smads | Smad7

Abb.5 Schematische Ubersichtsdarstellung der Smad-Familie. Neben den im Text
erwdhnten Smads sind hier zuséatzlich die Drosopila-Homologen (*) aufgefiihrt.

Neben diesen positiv agierenden Smads, wirkt eine dritte Gruppe von Smad-
Proteinen, die sog inhibitorischen Smads (I-Smads) Smad6 und Smad?7,
antagonistisch auf die Signalubertragung. Smad6 inhibiert praferentiell die BMP
SignalUbertragung, Smad7 hingegen kann sowohl die TGF-3 als auch die BMP
Signaltransduktion behindern. Wie Smad4 weisen die I-Smads kein SSXS

Phosphorylierungs-Motiv auf. [-Smads sind trotz relativ grol3er struktureller
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Divergenzen in der Lage mit den Rezeptorkomplexen zu interagieren und so Kontakt
und Phosphorylierung der R-Smads an den Rezeptoren zu verhindern. Smad6, in
geringen Dosen exprimiert, bedient sich einer weiteren Art der Inhibierung, indem es
mit Smad4 um die Bindung an das Rezeptor-aktivierte R-Smad kompetiert, was zur
Bildung von inaktiven R-Smad-Smad6 Komplexen fihrt [67]. Interessanterweise wird
die Transkription von I-Smads durch TGF-3 vermittelte Signale induziert, wodurch in
einem negativen feedback-Mechanismus' das Signallibertragungspotential der
Smads reguliert wird [26] [68] [67] [69]. Die Expression von Smad7 kann auf3erdem
Uber Signalwege, die die TGF-B Signaltransduktion negativ regulieren, induziert bzw.
gesteigert werden, wie es beispielsweise fur den IFN-y/STAT Signalweg gezeigt

werden konnte [70].

1.3.2. Strukturelle Merkmale der Smads

Innerhalb der Proteinstruktur der Smads kann im Allgemeinen eine N-terminale
Domane (MH-1) von einer C-terminalen Doméane (MH-2) unterschieden werden.
Diese Domanen, die keine intrinsischen enzymatischen Aktivitaten besitzen,
kontrollieren Protein-Protein oder Protein-DNA Interaktionen. Beide Domé&nen sind
innerhalb der Smad-Familie stark konserviert und durch eine Prolin-reiche
Linkersequenz miteinander verbunden.

Die MH-1 Domane ist fur die DNA-Bindungsaktivitat von Bedeutung und wird
aulRerdem fur die Ausbildung von Protein-Protein Interaktionen mit einer Reihe von
DNA-bindenden Proteinen bendétigt. Im basalen Stadium inhibiert die MH-1 Doméne
transkriptionelle und biologische Aktivitaten der MH-2 Doméane durch physikalische
Interaktion mit dieser. Die MH-1 Doméne ist kompakt globulér gefaltet und besteht
aus vier a-Helices, sechs kurzen 3-Strdngen und finf Loop-Regionen. Die DNA-
Bindung wird durch eine zuséatzliche 3-Haarnadel-Struktur, welche die DNA in der
tiefen Furche berihrt, ermdglicht. In der Struktur von Smad 2 wurde eine Insertion
identifiziert, die eine DNA-Bindung der MH-1-Doméane verhindert [71] [72]. Smad 2
unterscheidet sich somit funktional von Smad 3. Weiterhin wurde in der MH-1
Domane von Smad3 ein Kern-Lokalisations-Signal (NLS) identifiziert. Dieses
konservierte Motiv (Lys-Lys Leu-Lys-Lys) bestimmt vermutlich die ligandeninduzierte
Kern-Translokalisation aller R-Smads [73].

Im Gegensatz zur MH-1 Domane bindet die MH-2 Doméne keine DNA, besitzt jedoch
effektorische Funktionen. Aul3erdem wird die Bindung an eine Reihe von Proteinen,
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wie Typ | Rezeptoren, SARA (s. unten) und verschiedene nukleare Proteine durch
die MH-2 Domane ermdglicht. Interaktionen zwischen MH-2 Domé&nen unterstitzen
die Homo- und Heterooligomerisierung der Smads aller drei Unterfamilien. Die
Struktur dieser Domane weist funf o-Helices, drei Schleifen und ein 3-Faltblatt auf.
Die Struktur der Smad-Domanen ist in Abb.6 dargestellt [74] [75] [76] [77].

Kleine strukturelle Elemente an den Oberflachen der Typ | Rezeptoren und der R-
Smads bestimmen die Spezifitdt der Rezeptor-Smad Interaktion. Diese Elemente
sind der ,L45 Loop’ innerhalb der Typ | Rezeptor Kinase Doméne und der ,L3 Loop*
in der MH-2 Doméane der R-Smads [24] [78]. Wenige Aminosaurereste in den
Bereichen der beiden Loops sind innerhalb bestimmter Rezeptor- und Smad-
Subtypen konserviert. Ein Austausch dieser AS-Reste zwischen Rezeptoren oder
Smads reicht aus, um die Spezifitat der TGF-B und BMP Signalkaskaden zu

verandern [79].

Linker
MH-1 Doméane MH-2 Doméane

Abb.6 Dreidimensionale Struktur der Smad-Domaénen. Links ist die Smad3 MH-1Doméane gebunden
an ein DNA-Fragment (blau) dargestellt. Die fir die DNA-Bindung essentielle 3-Haarnadel Struktur
(Bhp) ist farbig markiert. Der rechte Teil der Abbildung zeigt die Smad2 MH-2 Domé&ne mit SSXS-
Motiv. Fur die spezifische Interaktion der Smads mit den Typ | Rezeptoren ist der L3-Loop und eine
benachbarte Helix-Struktur (aH-1) von Bedeutung. Beides ist farblich hervorgehoben, sowie eine
weitere Helix-Struktur (aH-2), die die Interaktion mit FAST-1 vermittelt. Die Strukturen wurden aus Shi
et al.,, (1998) und Wu et al., (2000) ibernommen [75] [76].
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[.3.3. Smad-interagierende Proteine

1.3.3.1. SARA, ein Smad/Rezeptor Anker-Protein:

Der erste Schritt bei der intrazellularen TGF-3 Signaltibertragung ist die Interaktion
der R-Smads mit dem Rezeptorkomplex. SARA (Smad anchor for receptor
activation) konnte als ein Faktor identifiziert werden, der bei diesem Prozel3 eine
wichtige Rolle zu spielen scheint. Dieses Protein ist in der Lage mit Smad2/3 zu
interagieren und durch Co-Lokalisation den Zugang der R-Smads an die aktiveren
TGF-3 Rezeptoren zu ermoéglichen. SARA enthalt eine zentrale FYVE-Domaéne, eine
Zink-Finger-artige Struktur, die Phosphatidylinositol-3-phosphat bindet und dadurch
eine Interaktion mit Membranen ermoglicht [80]. Normalerweise ist SARA in
punktuellen Clustern innerhalb der Zelle zu finden. Die FYVE Domane wird, wie sich
in Deletionsstudien bestétigte, bendtigt um SARA in dieser subzellularen Lokalisation
zu halten.

SARA enthalt weiterhin eine SBD (Smad Bindungs Domaéane), die mit der MH-2
Doméne von Smad2 und 3, jedoch nicht Smad1, interagiert. Durch diese Verbindung
wird auch die subzellulare Verteilung der Smads, die in die gleichen punktuellen
Cluster rekrutiert werden, kontrolliert. In diesen SARA-enthaltenden subzellularen
Regionen werden auch die TGF-I3 Rezeptoren co-lokalisiert vorgefunden. SARA ist
in der Lage sowohl mit TGF-3 Rezeptorkomplexen als auch mit Smad2/3 zu
assoziieren. Die Aktivierung der TGF-R Signalkaskade und die nachfolgende
Phosphorylierung der Smads fuhrt zur Dissoziation des SARA/Smad Komplexes.
SARA rekrutiert also Smad-Proteine zum einen an Membranen, zum andern in
Kompartimente der Zelle, in denen die aktivierten Rezeptorkinasen lokalisiert sind

und erleichtert bzw. kontrolliert somit die Rezeptor-vermittelte Smad-Aktivierung [81].

1.3.3.2. Smurf-Proteine:

Selektive Degradierung vieler kurzlebiger Proteine wird in eukaryotischen Zellen
durch das Ubiquitin System vermittelt. Diese Art des Proteinabbaus ist fur die
Kontrolle zahlreicher zellularer Prozesse, u.a. der Signaltransduktion, von
Bedeutung. Es werden hierbei Proteine durch kovalente Ligation an Ubiquitin, ein
kleines hoch-konserviertes Protein (76 AS), fur den Abbau markiert. Die Ubiquitin-
Protein Ligation ben6étigt die sequenziell aufeinanderfolgende Aktion dreier Enzyme:

Fur die Aktivierung von Ubiquitin in einem ATP-abhangigen Schritt, wird das sog. E1
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Enzym bendtigt. Hierauf folgt die Bindung von aktiviertem Ubiquitin an ein ebenfalls
aktiviertes Tragerprotein E2. In einem dritten Schritt, der von einer Ubiquitin-Ligase,
E3, katalysiert wird, wird Ubiquitin Uber C-terminale AS-Reste mit dem Substrat-
Protein verbunden, welches anschlieRend durch den 26S Proteasomen-Komplex
degradiert wird. In der Regel existieren neben einem einzigen E1-Enzym
verschiedene Arten von E2-Proteinen und multiple Familien von E3-Ligasen. Fur die
Selektivitat der Ubiquitin-Protein Ligation sind v.a. die E3-Enzyme verantwortlich, die
in der Lage sind spezifische Proteinsubstrate Uber distinkte Erkennungssignale in die
Ubiquitin-Maschinerie zu rekrutieren und zu binden [82].

Als Smad-spezifische E3 Ubiquitin Ligasen konnten die Smurf-Proteine (Smad
ubiquitination regulatory factor) identifiziert werden [83] [84]. Smurf-1 enthalt eine
sog. HECT-Doméane (Homologous to E6-AP C-Terminus), eine aus ca. 350 AS
bestehende, konservierte C-terminale Doméne, die typisch fur eine Gruppe der E3
Enzyme ist. AuRerdem konnte eine WW-Domaéne identifiziert werden, die Protein-
Protein Interaktionen durch Bindung an ein PY-Motiv (Prolin-reiche Sequenz mit
einem Tyrosinrest) ermoglicht. In den Smads befindet sich dieses Motiv (PPXY) in
der nicht konservierten Linker Region. Die WW-Doméane von Smurf-1 erkennt daher
selektiv Smadl und Smad5, Smurf-2 ist fir Smad2 oder Smad3 zustandig. Die
Interaktion von Smurfs mit den Smads fihrt also zu Ubiquitinierung und Degradation,
wodurch die Konzentration der Smads in der Zelle verringert wird. Die Smad Bindung
und Degradation durch die Smurfs erfolgt unabhangig von einer Aktivierung durch
Liganden und findet daher vor Rezeptorbindung und Smad Phosphorylierung statt
[77].

Smurfs blockieren somit die Smad Funktionen wodurch die Signaltbertragung
effizient gehemmt wird. Ubiquitin vermittelte Proteolyse spielt eine wichtige Rolle bei
der Kontrolle der Smad-Aktivitdt. Gezielter Proteinabbau findet nicht nur im
Zytoplasma mit inaktiven Smads statt, sondern auch im Zellkern werden

phosphorylierte Smads durch den Ubiquitin-Proteasomen Weg degradiert [85].

1.3.4. DNA-Bindungspartner der Smads
Die Mitglieder der TGF-B Superfamilie zeigen sehr spezifische Effekte in
unterschiedlichsten Zelltypen und erreichen dies u.a. durch die Interaktion der Smads

mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren. Durch Assoziation mit diesen Proteinen
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wird eine Bindung der Smads an entsprechende SBEs arrangiert und dies in
optimaler Distanz zu den eigenen DNA-Bindungsstellen.

FAST-1 ist als sog. ,forkhead' Transkriptionsfaktor bekannt und seine Féahigkeit an
AREs (Aktivin-Response Element) zu binden und somit Aktivin-induzierte Antworten
zu verstarken wurde urspringlich in Xenopus beschrieben [86]. Die Sauger-
Homologen FAST-1 bzw. FAST-2 werden v.a. mit der Aktivierung von Mesoderm-
spezifizierenden Genen in Verbindung gebracht. Regionen innerhalb der Smad2/3
MH-2 Doméanen vermitteln die Interaktion von FAST-Proteinen mit Smad2-Smad4
oder Smad3-Smad4 Komplexen, die in der Aktivierung von sog. ,homebox Genen’
resultiert [79] [87] [88] 1998; [89]. Eine Verbindung von FAST-1/2 BMP-aktivierten
Smad Komplexen konnte nicht gezeigt werden. Fiur den BMP-Signalweg wurde statt
dessen OAZ als DNA-bindender Co-Faktor identifiziert. OAZ interagiert mit
aktivierten Smad1-4 Komplexen und erlaubt ebenfalls die Erkennung und Aktivierung
von ,homeobox Genen' [90]. FAST und OAZ Proteine besitzen keine
Transaktivierungsdomanen, aufgrund dessen die im Komplex eingebundenen Smad-
Molekdle fur die eigentliche Transaktivierung verantwortlich sein missen [91].

Es konnten auch andere Transkriptionsfaktoren, die ebenfalls Smad-Proteine an
diverse Promotoren rekrutieren, aber im Gegensatz zu FAST und OAZ selbstandig
aktivierend wirken, ausgemacht werden. Zu nennen ist hier beispielsweise der TFE3
Transkriptionsfaktor, der an eine E-box Sequenz im TGF-R-responsiven Element des
Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1) Gens bindet und so den Zutritt von Smad3-
Smad4 Komplexen an entsprechende SBEs ermdglicht [92] [93].

Auch AP-1 (Jun-Fos) und ATF-2 werden als potentielle synergistisch wirkende
Partner fir Smad-Proteine diskutiert [94] [48].

Weiterhin ist die Familie der AML-Proteine (PEPB2s) zu erwéhnen, die als
Polyomavirus-Verstarker-Proteine bekannt sind und mit den MH-2 Domanen der
Smads interagieren kénnen [95].

Erwahnt sei hier auch die synergistische Aktivierung von Zielgenen durch das
Zusammenspiel von Smad3 und dem Vitamin-D Rezeptor, was beispielhaft die
Wichtigkeit von Interaktionen mit Transkriptionsfaktoren fir sog. ,cross-talks'

zwischen verschiedenen extrazellularen Stimuli darstellt [96].
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1.3.5. Transkriptionelle Co-Faktoren der Smad-Proteine

Ein aktivierter Smad Komplex assoziiert im Nukleus mit einer Reihe von
transkriptionellen Co-Aktivatoren, sowie Co-Repressoren. Einige seien hier kurz
erwahnt:

1.3.5.1. Co-Aktivatoren:

Der transkriptionelle Co-Aktivator p300 wurde urspriinglich als ein adenovirales E1A
Bindeprotein identifiziert, ist dem CREB Bindungsprotein (CBP) sehr &hnlich und
beinhaltet eine Histon-Acetyltransferase (HAT) Domane. Durch Acetylierung von
Core-Histonen wird die nukleosomale Struktur der DNA gelockert und
Transkriptionsfaktoren der Zugang zur eigentlichen Transkriptionsmaschinerie
ermdglicht. R-Smads binden Uber ihre C-terminale MH-2 Domane direkt an
p300/CBP. Die Interaktion von p300/CBP mit den Smad-Proteinen fuhrt zu einer
Verstarkung der transkriptionellen Aktivierung von Zielgenen [97] [98] [99] [100]
[101]. P300 und CBP sind grol3e Proteine mit separaten Regionen zur Interaktion mit
verschiedene Transkriptionsfaktoren. Durch gleichzeitige Bindung mehrerer Proteine
wird eine Kooperation von Smads mit anderen DNA-bindenden Proteinen ermdglicht.
P300/CBP fungiert als eine Art Brickenmolekul bei der Komplexformation von zwei
einander nicht bindenden Faktoren. Es wird somit ein Zusammenspiel verschiedener
Stimuli auf der Ebene der Genexpression ermdglicht. Diese Funktion von p300/CBP
wurde beispielsweise in einer Uber LIF und BMP-2 induzierten Genaktivierung tber
STAT3 und Smadl nachgewiesen [102] [103].

1.3.5.2. Co-Repressoren:

Das Homeodomanen-Protein TGIF interagiert in TGF-3 abhangiger Form mit den
MH-2 Domanen von Smad2 und 3. TGIF bindet direkt an Histon-Deacetylasen
(HDACSs) und rekrutiert somit diese Enzyme an endogene Smad2-Smad4 Komplexe.
Durch diese Verbindung mit einem aktivierten Smad-Komplex wird TGIF an Smad-
responsive DNA-Elemente transportiert und es kommt zur Unterdriickung einer TGF-
3 vermittelten Genexpression. Eine Limitierung der Smad-aktivierten Genexpression
wird hier also durch die TGF-3 induzierte Assoziation von Smads mit diesem Co-
Repressor reguliert [104]. Aufgrund von Deletions-Studien und phéanotypischen
Untersuchungen wird eine Beteiligung von TGIF v.a. an der Repression von Nodal

vermittelten Genantworten vermutet [91].
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Ski wurde ursprunglich als das Produkt eines retroviralen Oncogens (v-ski)
identifiziert, welches Transformation von Fibroblasten in Hihnchen Embryos und
Muskel-Hypertrophie in Mausen hervorruft [105]. Das zellulare Gegenstick, c-Ski,
und das verwandte SnoN Protein haben die Funktion transkriptioneller Co-
Repressoren, die Uber ein Adaptorprotein Histon-Deacetylasen (HDACS) rekrutieren
und Interaktion mit transkriptionellen Aktivatoren verhindern kénnen. C-Ski und SnoN
interagieren mit Smad3 und Smad4 und agieren somit als Co-Repressoren flr den
Smad2/3 Signalweg. Sie werden dabei in den Smad-DNA-Bindungskomplex
incorporiert um die Smad-abhéngige Genaktivierung abzuschalten [106] [107] [108].
Die Interaktion von Smads mit Ski und SnoN wird, im Gegensatz zur Interaktion von
Smads und TGIF, auch unter basalen Bedingungen beobachtet und verschwindet
wahrend den ersten Stunden der TGF-R Stimulation [109]. Dieser Effekt wird
maoglicherweise Uber eine TGF-R induzierte Degradation durch Proteasomen
vermittelt. Ein erneutes Ansteigen der SnoN Expression fuhrt zum Abbruch der Smad
vermittelten Transaktivierung. Ligandenunabhéngige Genexpression wird also durch
die Anwesenheit von Ski und SnoN gering gehalten, wahrend die ligandeninduzierte
Expression durch diese Faktoren in einem negativen feedback-Mechanismus’

reguliert wird [110] .

[.3.6. Smad-vermittelter Rezeptor ,cross-talk’

Die Beteiligung der Smad-Proteine an Interaktionen zwischen verschiedenen
Signaltransduktionswegen (,cross-talks’), wie dem TGF-3, dem Tyrosin-Kinase und
dem Jak/Stat Signalweg, wird seit langerem beobachtet und diskutiert.
Beispielsweise konnte gezeigt werden, dald Smadl innerhalb der Linker-Region an
einigen PXPS Motiven, die als Konsensus-Sequenzen der MAP Kinasen bekannt
sind, phosphoryliert werden kann. Hierbei resultiert Behandlung von Zellen mit EGF
oder HGF in Smadl Phosphorylierung durch Erk-Kinasen, wodurch eine Kern-
Translokation des Smadl-Smad4 Komplexes verhindert wird [111].

Jedoch sind auch Beispiele flir ein synergistisches Zusammenspiel dieser beiden
Signalubertragungswege bekannt. So wurde gezeigt, dald HGF und EGF Smad-
abhéngige Genexpression induzieren und Smad?2 tber MAP-Kinasen phosphoryliert
wird [112]. Ebenso wurde eine Beteiligung des SAPK/JNK Signalwegs bei Smad-
abhangigen Transkriptionsereignissen festgestellt. Hierbei wird Smad2 von MEKK-1

phosphoryliert [113].
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Abb.7 Schematische Darstellung der TGF-R Signaltransduktion via Smads. Dieses System beinhaltet
die membranstéandigen Rezeptor-Kinasen, die phosphoryliert und transphophoryliert vorliegen und
deren Substrate, die R-Smads, die nach Phosphorylierung und Interaktion mit einem Co-Smad in den
Nukleus transloziert werden. Der DNA-bindende Transkriptionskomplex wird aus einem Smad-Komplex,
weiteren Transkripitionsfaktoren (TF), Co-Repressoren und/oder Co-Aktivatoren gebildet. Die
Signalubertragung wird durch inhibitorische Smads (I-Smads), Smad-Degradierung via Smurf-Proteine
und Smad-Rekrutierung mittels SARA kontrolliert und reguliert.
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Ein Zusammenspiel von Signalwegen wird auch Uber eine regulierte Expression der
inhibitorischen Smads mdglich. Eine Induktion der Smad7 Expression konnte
beispielsweise Uber EGF und IFNy aktivierte Signaltransduktion erzielt werden [114]
[70].

Smad-Proteine kénnen also scheinbar als Sensoren dienen, die synergistische oder
gegensatzliche Signale der unterschiedlichen Rezeptorfamilien aufnehmen und

durch die Aktivierung ausgewahlter Zielgene diesen Signal-Input reflektieren.

In der vorliegenden Arbeit werden zwei Projekte beschrieben, die sich zum einen mit
einer alternativen Spleil3form des Typ Il Rezeptors, zum anderen mit der Rolle der
TGF-B Rezeptoren bei der Tumorgenese beschéftigten. Trotz ahnlicher
Grundthematik, sind die Projekte sehr unterschiedlich, sie sind in sich abgeschlossen
und es gibt keine Uberschneidungen. Aus diesem Grund werden im Folgenden beide
Arbeiten (als A und B) getrennt voneinander in Einleitung, Ergebnissen und
Diskussion beschrieben.

Projekt A DbefalRt sich mit der Typ Il Rezeptor-unabhangigen TGF-32
Signalubertragung Uber TRRII-B, einem alternativ gespleilsten TGF-B8 Typ |l
Rezeptor. In Projekt B wurde der Zusammenhang von Mutationen im TGF-3 Typ |
Rezeptor und der TGF-3 Resistenz von B-Zellen bei chronischer lymphatischer
Leukamie erarbeitet.
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A. Biologische Charakterisierung des TGF-I3 Typ II-B Rezeptors
A.l. Einleitung

A.l.1. Die drei TGF-3 Isoformen und ihre Knockouts

Drei TGF-R Isoformen, TGF-R1, -R2 und -3, wurden in S&ugern identifiziert. Diese
drei Isoformen sind sehr homolog beziglich ihrer Sequenz und zeigen Uberlappende
aber auch distinkte rdumliche und zeitliche Expression. Eine starke embryonale
Expression der TGF-s in Bereichen, welche morphogenetischen Verdnderungen
unterliegen, v.a. epithelial-mesenchymalen Interaktionen, a3t auf eine
entscheidende Rolle dieser Proteine wahrend der embryonalen Entwicklung
schlieBen [115] [116]. Jedoch oder deshalb sind die Phénotypen der drei TGF-3

Knockouts sehr unterschiedlich, sehr spezifisch und Uberschneiden sich kaum.

TGF-B1 Null-Mause leiden beispielsweise unter einer autoimmun-artigen
Entzindungskrankheit. Ungeféahr 20 Tage nach der Geburt zeigen die Méause ein
akutes Schwachesyndrom, welches zum Tode fuhrt. Auffallig ist hierbei v.a. das
Auftreten nekrotischer Gewebe in einzelnen Organen, sowie ein Eindringen
entzundlicher Zellen in vielerlei Organe, im besonderen in Herz und Magen [117].
TGF-B1 ist ein potenter Regulator des Immunsystems und wirkt generell
immunsuppressiv. Trotzdem werden neben hemmenden auch eine Reihe von
immunstimulierenden Mechanismen durch TGF-B1 unterstitzt. Eine TGF-R31
Defizienz stort mdglicherweise das Gleichgewicht eines normal funktionierenden
Immunsystems, was dessen unregulierte Aktivitat zur Folge hat und fatal fur den
Organismus sein kann [118] [119]. Erstaunlicherweise zeigen TGF-RB1 -/- Mause
keine offensichtlichen Entwicklungs-Defekte, was ganz im Gegensatz zu den beiden
anderen TGF-I3 Knockouts steht. Bei dieser Feststellung darf jedoch die hohe Rate
an embryonaler Sterblichkeit ( ca. 50%) bei der Generierung von TGF-1 -/- Mausen
nicht auRer Acht gelassen werden. Hierbei sterben die Embryonen 10 Tage noch der
Befruchtung aufgrund hamatopoetischer und vasculogenetischer Defekte des
Dottersacks [117] [56] [120] [121] [122] [123].
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TGF-R32 spielt eine essentielle Rolle bei der Entwicklung einer Vielzahl von Geweben
und Organen, wie zum Beispiel dem Skelett, dem Herzen, der Lunge, der Augen und
Ohren, sowie der Organe des Urogenitaltraktes. TGF-R2 Knockout-M&ause sterben
vor oder direkt nach der Geburt an schweren Entwicklungsfehlern. Vermutlich ist v.a.
das Auftreten von schweren Herzdefekten ausschlaggebend fir die pranatale
Sterblichkeit von 2/3 der 32-Null-M&ause. Eine hinzukommende Lungeninsuffizienz
fuhrt wahrscheinlich zum Sterben des verbleibenden Drittels nach der Geburt.
Defekte bei der Skelettentwicklung betreffen v.a. die craniofaciale Chondrogenese,
aber auch Anomalien der Gliedmal3en, Rippen und der Wirbelsaule sind haufig zu
beobachten. Das Ausschalten eines einzigen Genortes, kann hier also sowohl axiale
als auch appendikulare MiRbildungen des Skelettes zur Folge haben. Die Art der
KnochenmifRbildungen gibt Hinweise darauf, daf? TGF-R32 v.a. fur skeletale Induktion,

Wachstum und Patterning wichtig ist [124].

Mause, die kein TGF-33 exprimieren sterben in der Regel ca. 20 h nach der Geburt
und zeigen sehr konsistente phéanotypische Merkmale. Eine zurtickgebliebene
Entwicklung des Lungensystems und defekte Palatogenese sind typisch. Im
Gegensatz zu anderen Knockout-Mutanten mit offenem Gaumen, weisen TGF-[33-/-
Mause keine weiteren craniofacialen Abnormalitaten auf. TGF-33 spielt demnach
eine essentielle Rolle bei der normalen Morphogenese des Gaumens und der Lunge
[125], 1995; [126].

Obwohl die TGF-B Knockouts sich phéanotypisch teilweise gleichen, liegen den
entsprechenden  Auffalligkeiten dennoch unterschiedliche Ursachen und
Mechanismen zu Grunde. Beispielsweise entwickeln sowohl TGF-R32 als auch TGF-
33 Knockout-M&ause postnatale Defekte der zufiihrenden Luftwege der Lunge. Im
Fall von TGF-33 resultiert dies aus morphogenetischen Defizienzen und Fehlern bei
der Differenzierung der respiratorischen Epithelzellen, Phdnomene, die in TGF-R32
defizienten Lungen nicht auftreten [125] [124].

Das Merkmal eine offenen Palatums findet sich ebenfalls bei beiden Knockout-
Typen, TGF-R2-/- und TGF-R3-/-. Auch hier weisen die Entwicklungsprozesse, die
zur Auspragung des Merkmals fiihren, keine Ahnlichkeiten auf. In der Abwesenheit
von TGF-32 kdnnen sich die Gaumen-Segel nicht aufrichten, in der TGF-33 Mutante

hingegen schon, wobei hier eine Verbindung der Gaumen Segel aufgrund schlechter
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Adhasion der Epithelien nicht mdglich ist. TGF-R2-/- Gaumen sind immer extensiv
betroffen, wahrend TGF-33-/- Gaumen in ihrem Schweregrad variieren kdnnen [126]
[124]. Daraus geht hervor, dal3 die Phanotypen der drei TGF-3 Knockouts sehr
distinkt sind und eine groRe Zahl von Funktionen beeintrachtigen, was aber nicht

durch die anderen Mitglieder der TGF-3 Genfamilie kompensiert werden kann.

Die Knockout-Phanotypen der beiden TGF-3 Rezeptoren, TRRII und Alk 5, &hneln
sich sehr. Es kommt ca. 10 — 10,5 Tage nach der Befruchtung zum Absterben der
Embryonen aufgrund von vaskulogenetischen Defekten des Dottersacks, die zu
starker Anamie im Embryo fuhren [52] [127]. Diese friilhe embryonale Lethalitat 1aft
keine Schlisse hinsichtlich isoformspezifischer Wirkungsweise der TGF-3 Isoformen
zu. Es kann kein Aufschlul3 dariber gewonnen werden, ob ein vollstdndiges
Ausschalten Smad-vermittelter TGF- Antworten dem Ausschalten der TGF-3

Isoformen gleich kommt.

A.l.2. Rezeptorvariabilitat und Signalmodulation

Die unterschiedlichen Auswirkungen der Gen-Knockouts der TGF-[3 Isoformen
kénnen zum Teil durch die relativ distinkten Expressionsmuster der Polypeptide
wahrend der Embryonalentwicklung erklart werden [Heine, 1987 #139]. AuRerdem
muld beachtet werden, dal3 die Funktionen der TGF-I3 Isoformen immer von der
jeweiligen Zelle, auf die sie wirken, abhangig sind. Extra- und intrazellulare
Vernetzungen und ,cross-talks' beeinflussen die zellulare Genantwort und somit
phanotypische Auspragungen in grol3em Mal3e.

Variabilitdt innerhalb eines Signalwegs, die zu vielfaltiger Genexpression fuhrt, kann
durch Modulation der Rezeptorkomplexe oder durch Beeinflussung anderer
signalweiterleitender Komponenten erreicht werden. Bei der Signallibertragung kann
man sich vorstellen, dal3 ein aktivierter Smad Komplex im Nukleus mit einer Reihe
von Partnerproteinen zusammentrifft, die spezifisch in einem bestimmten Zelltyp und
unter bestimmten Bedingungen exprimiert werden. Diese Partner bestimmen an
welche DNA-Sequenz der Smad-Komplex binden wird, welche Co-Aktivatoren und —
Repressoren rekrutiert werden, mit welchen anderen Transkriptionsfaktoren

interagiert wird und in welchem zeitlichen Rahmen dies ablauft. Die Genantwort als
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solches wird also durch die Kombination von Smad-Partnern und regulatorischen
Proteinen, die in einer bestimmten Zelle zu gegebener Zeit vorhanden sind, bestimmt
[91].

Jedoch mul3 auch bereits bei der Ligand-Rezeptor-Interaktion vorgegeben werden,
welche Richtung der Signalweiterleitung eingeschlagen wird. Durch unterschiedliche
Rezeptoren, Rezeptorkombinationen und -konstellationen, sowie durch verschiedene
Bindungsmodi von Ligand-Rezeptor-Komplexen kann hier eine gewisse Bandbreite

an Moglichkeiten der Signalweiterleitung geschaffen werden.

Typ Il Rezeptoren Ligand Typ | Rezeptoren

TRRII TGF-R Ak 5 (TRRI)

Alk 3 (BMPRI-A)

nglFli” Alk 6 (BMPRI-B)
ct tkv/

ACtRII-B BMP-2 sax®

punt (Alk 2 (ActRI-A))

Alk 3 (BMPRI-A)
Alk 6 (BMPRI-B)

BMPRII BMP-4

o (Ak 2 (ACtRI-A))
punt thD
sax®
e Alk 2 (ACtRI-A)
ACtRII-B CtRI-
(BMPRII) BMP-7 Alk 6 (BMPRI-B)
D
punt® tslglxn
D
BRII® DPP Alk 3 (BMPRI-A)
AR Alk 6 (BMPRI-B)
ACtRII
ActRII-B Aktivine Alk 4 (ActRI-B
punt® (Alk 2 (ActRI-A))

Abb.8. Mitglieder der TGF- Superfamilie und ihre bindenden Rezeptoren. Der in dieser Arbeit
beschriebene TGF-B Typ I1I-B Rezeptor ist bereits in die Grafik miteinbezogen und in weif3
hervorgehoben [128]. Die mit (°) gekennzeichneten Proteine werden nur in Drosophila gefunden. Fiir
eingeklammerte Rezeptoren konnte nur geringfiigige Interaktion mit den entspr. Liganden beobachtet
werden [16] [15] [129] [130] [131] [30] [132] [133] [134] [135] [136] [137] [138] [139] [140] [141] [142].
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Im Fall der TGF-I3 Isoformen war bisher nur ein Rezeptorpaar zur Signalliibertragung
bekannt (TRRII und Alk5). Im Gegensatz dazu werden Activin Signale, sowie Nodal
Signale durch den Typ Il Rezeptor, ActRIl sowie durch vier unterschiedliche
SpleiRvarianten des ActRII-B Ubertragen, und als Typ | Rezeptoren dienen Alk 2 und
Alk 4 (ActRI-A und ActRI-B) [143] [144]. Fir die SignalUbertragung der BMP-Proteine
stehen vier Typ Il Rezeptoren, BMPRII (lange und kurze Form = SF und LF), ActRII
und ActRII-B, sowie drei Typ | Rezeptoren, Alk 3, Alk 6 (BMPRI-A, BMPRI-B) und Alk
2 zu Verfugung [143] [130] [135] [133] [145] [142]. Auch das BMP-2 homologe
Drosophila-Protein DPP hat neben einem Typ Il Rezeptor (Punt) zwei verschiedene
Typ | Rezeptoren, Thick veins (Tkv) und Saxophone (Sax) [138] [137] [140].
Weiterhin existieren heterogene Spleil3varianten des Typ Il Rezeptors fur AMH (anti-
Miullerian-Hormone), AMHRII [146]. In Abb.8 sind einige dieser mdoglichen
Ligand/Rezeptor-Kombinationen aufgefihrt. Obwohl auch den eben genannten
Mitgliedern der TGF-I3 Superfamilie nur eine relativ geringe Zahl signaltibertragender
Rezeptoren gegeniber steht (fur tGber 15 BMP Proteine sind nur insgesamt 7
Rezeptoren bekannt), ist deren Rezeptor-Repertoire im Vergleich zu den TGF-3s
erheblich gréRer (vgl. Abb.8.). Diese sehr eingeschrankte Rezeptorauswahl im Fall
von TGF-3 war Ausgangspunkt des in dieser Arbeit beschriebenen Projektes. Das
Vorhandensein von TGF-[3 Rezeptorvarianten schien relativ wahrscheinlich, auch
aufgrund des haufigen Auftretens von alternativen SpleiRformen der Rezeptoren
anderer Familienmitglieder (z.B. ActRII-B; BMPRII-SF, Tkv/Sax, AMHRII) [143] [147]
[137]. Daher wurde mit Hilfe von RT-PCR versucht, Varianten des tRrll Gens

aufzuspuren und somit die Existenz weiterer TGF-3 Rezeptoren nachzuweisen.

A.l.3. Die TGF-R Typ | Rezeptoren: Alks (Activin receptor like kinases)

Da in den im Ergebnisteil des hier beschriebenen Projekts einige Versuche mit den
verschiedenen Typ | Rezeptoren der TGF-3 Familie durchgefuhrt wurden, soll an
dieser Stelle genau auf die Gruppe der Typ | Ser/Thr-Kinasen eingegangen werden.

Typ | Rezeptor Kinasen werden durch Transphosphorylierung von den konstitutiv
aktiven Typ Il Rezeptoren aktiviert, agieren also ,downstream‘ von diesen und sind
demnach die eigentlichen Signal-weiterleitenden Rezeptoren. Variabilitat und
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Spezifitdt der intrazellularen Signale, die von den verschiedenen Mitgliedern der
TGF-3 Superfamilie induziert werden, werden v.a. durch die verschieden Typ |
Rezeptoren bestimmt. Hierbei wurde der sog. ,L45 Loop‘, der in den Kinase-
Domanen der Typ | Rezeptoren lokalisiert ist, als die Region identifiziert, die die
Spezifitat der Signalweiterleitung vermittelt [24] [148].

Acht verschiedene Typ | Rezeptoren, die auch Alks (Activin receptor like kinases)
genannt werden, wurden bisher fur die TGF-B Superfamilie in Vertebraten isoliert
[149] [27] [16] [136] [150] [151]. Aufgrund von Ahnlichkeiten innerhalb der Kinase-
Domanen und/oder der Signaltubertragung kdnnen diese Typ | Rezeptoren in drei
Gruppen eingeteilt werden. Hierbei bilden Alk 5, Alk 4 und Alk 7 eine Gruppe, Alk 3
und Alk 6 eine weiter, die dritte Gruppe besteht aus Alk 1 und Alk 2 [152].

Alk 1 bindet TGF-R1 und Aktivine in Anwesenheit der jeweiligen Typ Il Rezeptoren
und ist in der Lage in Endothelzellen TGF-3 Signale via Smadl/5 zu Ubertragen.
Diesem Typ | Rezeptor wird aufgrund der starken Expression in Blutgefaf3en eine
Bedeutung bei deren Formation zugesprochen. Aul3erdem wurden Mutationen im alk
1 Gen mit Typ Il HHT (hereditary hemorrhagic telangiectasia), einer autosomal
dominant vererbten Krankheit mit multisystemischer Dysplasie der BlutgefaRRe, in
Verbindung gebracht [153].

Die beiden Typ | Rezeptoren Alk 2 und Alk 4 werden aufgrund ihrer Fahigkeit, in
Kombination mit den Aktivin Typ Il Rezeptoren an Aktivin binden zu kénnen, auch als
ActRI-A und ActRI-B bezeichnet. Alk 2 interagiert in Anwesenheit von BMPRII auch
mit BMP-2, BMP-4 und praferenziell mit BMP-7, und kann daher als ein weiterer
BMP Typ | Rezeptor angesehen werden [154]. Auf die Transduktion von BMP-artigen
Signalen mittels Alk 2 weist die Induktion ventralisierender Marker-Gene nach
Uberexpression einer konstitutiv aktiven Form von Alk 2 hin [155] [156] [157].
Weiterhin konnte eine Alk 2 vermittelte Phosphorylierung von Smad 1/5/8
nachgewiesen werden, was ebenfalls fur die ,BMP-Orientierung’ dieses Rezeptors
spricht [158] [154]. Alk 2 spielt auch eine wichtige Rolle bei der Ubertragung von
Signalen des Anti-Millerian-Hormons (AMH oder MIS). Die Expression von Alk 2 in
AMH Zielgeweben, sowie die Erhhung der AMH Signalantwort durch Alk 2 beweist,
daR3 dieser Ligand uber Alk 2 und den BMP Signaltbertragungsweg wirkt [159]. Alk 2
unterscheidet sich somit deutlich von Alk 4, der neben Aktivin auch Nodal Signale

vermittelt und in beiden Féllen den Smad2/3 Signalweg einschlagt [160] [144].
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Alk 5 ist Typ | Rezeptor fur die drei TGF-3 Isoformen, wird auch als TRRI bezeichnet
und leitet Signale via Smad2/3 weiter [16]. Die klassischen Typ | Rezeptoren der
BMPs sind Alk 3 und Alk 6, die dementsprechend als BMPRI-A und BMPRI-B
bezeichnet werden. Eine Interaktionen mit dem BMPRII ist ebenso méglich wie eine
Komplexbildung mit den Aktivin Typ Il Rezeptoren [133] [143] [161] [135] Das BMP
Signal wird tber Alk 3 und Alk 6 auf den Smad1/5/8 Signalweg tbertragen.

Die Signalubertragungsfahigkeiten von Alk 7, einem sog. ,orphan‘ Typ | Rezeptor,
der v.a. im zentralen Nervensystem exprimiert wird, sind unbekannt [150]. Vermutlich
spielt dieser Typ | Rezeptor bei der Proliferation und Morphogenese von Neuronen
eine Rolle [162]. Alk 7 ist zwar in der Lage Komplexe mit den TGF-3 und Aktivin Typ
Il Rezeptoren zu bilden, eine Ligandenbindung ist jedoch nicht nachweisbar [163]. In
konstitutiv aktiver Form aktiviert Alk 7 Smad2/3, und induziert die Expression TGF-3
responsiver Gene, wie Smad7, c-fos und PAI-1. AuRerdem kann neben einem
antiproliferativen Effekt eine Morphologieveranderung der Zellen festgestellt werden
[162] [164]. Intrazellular bestehen groRe Homologien zu Alk 5 und Alk 4 (~78%),
extrazellular unterschiedet sich Alk 7 jedoch stark von den anderen Typ | Rezeptoren
[163].

Ein weiteres Mitglied der Alk—Gruppe, z-Alk 8, wurde bisher nur im Zebrafisch
gefunden. Die Ser/Thr Kinase Domane dieses Rezeptors ist den anderen Alks sehr
ahnlich, wobei sich die extrazellulare Doméane stark unterscheidet und daher auf
andere Ligandenbindungsaktivitdten schliel3en a3t [151].

In Drosophila sind Thick veins (tkv) und Saxophone (sax) als DPP Typ | Rezeptoren
bekannt. Tkv &hnelt am meisten Alk 3, wahrend Sax Alk 1 und Alk 2 etwas n&her
steht [165] . ATR-1 ist ein Drosophila Typ | Rezeptor, welcher Alk 5 und Alk 4 &hnelt.
ATR-1 kann humanes Aktivin binden, aber der eigentliche Ligand ist noch nicht
bekannt [166].

Aufgrund der Vielzahl und Vielseitigkeit der Typ | Rezeptoren der TGF- Superfamilie
wird durch unterschiedliches Zusammenspiel mit Typ Il Rezeptoren und/oder
Liganden eine grof3e Signalvariabilitat produziert. Im Hinblick auf den hier
beschriebenen ,neuen’ TGF-B Rezeptor ist dieser Gesichtspunkt von grofRem

Interesse.
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A.l.4. Bedeutung der Typ Il Rezeptoren fir die TGF-3

Signaluibertragung

A.l.4.1. Typ Il Rezeptoren fur die TGF-B Bindung: Betaglykan und
Endoglin

Die urspringliche Suche nach TGF-R Bindeproteinen fuhrte zur ldentifizierung
unterschiedlicher Rezeptorklassen, die bezlglich ihres Molekulargewichts in Typ I,
Typ Il und Typ Il Rezeptoren eingeteilt wurden [167]. Die Gruppe der Typ |l
Rezeptoren bilden Betaglykan und Endoglin, wobei in der Literatur nur ersteres als
TGF-3 Typ Ill Rezeptor, TRRII, bezeichnet wird [168] [169] [170]. Beide Proteine
besitzen keine Funktion bei der Signaliibertragung, sind aber in der Lage die
Ligandenbindung an die Typ | und Il Rezeptoren zu regulieren. Betaglykan und
Endoglin zeigen eine hohe Sequenzhomologie ihrer kurzen, serin-reichen,

zytolplasmatischen Doméanen [171] [172].

Betaglykan (TRRIII) ist ein membranstandiges Proteoglykan, das TGF-3 Uber sein
Core-Protein binden kann. Die Glukosaminglykanketten des Betaglykans sind eine
Mischung aus Heparansulfat und Chondroitinsulfat und fir die Zelloberflachen-
Expression sowie die TGF-B Bindung unbedeutend [173]. Die zytoplasmatische
Domane des Rezeptors ist kurz (43 AS), beinhaltet kein Signalliibertragungsmotiv
und Uber die eigentliche Funktion ist relativ wenig bekannt [168] [171]. Erst kirzlich
konnte jedoch gezeigt werden, dal3 die zytoplasmatische Doméne des TRRIII
spezifisch mit dem autophosphorylierten Typ Il Rezeptor interagiert. Es kommt zu
einer Phosphorylierung des TRRIIlI durch den Typ Il Rezeptor, und die daraus
resultierende Dissoziation des TRRIII vom TRRII/TRRI Komplex ist unerlaRlich fur die
TGF-3 Signalibertragung. Es wurde auch offensichtlich, daf} die zytoplasmatische
Domane des TRRIIlI sowohl speziell bei der Bindung von TGF-R2 an TRRIII und
TRRII, als auch bei der TGF-32 Signallibertragung eine essentielle Rolle spielt [174].
Aufgrund von hochaffinen Bindungsstellen fir TGF-3 im extrazellularen Bereich des
Proteins kdnnen alle drei TGF-[3 Isoformen mit Betaglykan interagieren, wodurch ein
Binden der TGF-3s an den Typ Il Rezeptor ermdglicht bzw. erleichtert wird. Dies ist
eine Eigenschatft, die speziell fir TGF-R2 von Bedeutung ist, da es dadurch in seiner
Wirkungseffizienz den anderen Isoformen angepaldt wird (vgl. A.l.4.2.)). Die

Interaktion zwischen Rezeptoren und Ligand kommt durch die Bildung eines ternaren
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Komplexes aus TRRIl/Betaglykan/TGF-[3 zustande (s. Abb.9.) [175] [176] [177].
TRRII ist also in der Lage die Liganden an der Zelloberflache aufzukonzentrieren
und den signallibertragenden Rezeptoren zu préasentieren. Zuséatzlich spricht die
Fahigkeit des Betaglykans die drei TGF- Isoformen in ihrer Potenz aneinander
anzugleichen fur seine Stabilisierungsfunktion. Hierbei werden die Liganden in einer
Konformation erhalten, die moglicherweise fir eine Rezeptorbindung optimal ist
[152]. Eine antagonistische Funktion von TRRIIl zeigt sich in einer Reihe von
Zellinien, die neben Membran-verankertem auch sog. losliches Betaglykan
exprimieren und ins Medium abgeben. Diese |6sliche Form des Betaglykans bindet
TGF-B3 noch effizienter, ist somit in der Lage dies bereits im Medium zu binden und
somit eine Interaktion mit den Membran-Rezeptoren zu verhindern [178] [179].

Ligandenbindung

i

2RIl LJ\J
: C
P
des TRRI
Transphosphorylierung

Rekrutierung und
TRRII
des TRRIII

Transphosphorylierung

Abb.9. Ligandenbindung mit Hilfe von TRRII. TRRII ist in der Lage TGF-3 Liganden
hochaffin zu binden und diese fir eine Bindung an TRRIl zu prasentieren. Es bildet sich
zunachst ein terndrer Komplex aus. Nach Rekrutierung des Typ | Rezeptors kommt es zu
Transphosphorylierungs-Reaktionen an TRRI und TRRIIl. Die Phosphorylierung des TRRIII
hat dessen Dissoziation vom Rezeptor-Komplex zur Folge [172].

Endoglin ist ein homodimeres transmembranes Glykoprotein, das in grof3en Mengen
in Endothelzellen und in geringeren Mengen in Monozyten und anderen Zelltypen
exprimiert wird. Endoglin bindet TGF-R1 und TGF-R3 mit hoher Affinitat, jedoch kein
TGF-32. AuRerdem interagiert es mit Activin A, BMP-2 und BMP-7, bendtigt aber in
jedem Fall passende Typ | und Typ Il Rezeptoren fir eine effiziente Assoziation
[180]. Die Rolle des Endoglins bei der Modulation der TGF-3 Signallibertragung

unterscheidet sich von der des Betaglykans und ist noch nicht vollstandig aufgeklart.
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Endoglin ist im Allgemeinen v.a. bei der Angiogenese von Bedeutung und stellt einen
potenten Marker fur Neovaskularisierung dar [181]. Ectopische Expression von
Endoglin in Monozyten fuhrt zu einer Aufhebung der TGF-3 vermittelten
Wachstumsinhibierung und zu Verringerung der Fibronectin-Synthese [182].
Weiterhin bilden Mutationen in den Genen fir Endoglin und Alk 1, einem putativen
TGF-B Typ | Rezeptor in Endothelzellen, die Basis einer vaskuldren Krankheit
(hereditary hemorhagic telangiectasia (HHT)). Dies weist auf ein gemeinsames
Agieren von Endoglin und Alk 1 im gleichen Signaltransduktionweg hin, wobei

Endoglin die Ligandenbindung ermdglichen kdnnte [183] [184].

A.l.4.2. Bedeutung des TRRIII fur die TGF-32 Bindung

Nicht nur Bindung eines Liganden an unterschiedliche Rezeptoren fihrt zu
Variabilitat des Signals (vgl. A.l.2.), sondern auch die Konstellation des
Rezeptorkomplexes, die Art der Bindung und damit der Rezeptoraktivierung. Auch
ein Mitwirken von Adapterproteinen und Co-Rezeptoren, wie z.B. TRRIII, kann fir die
Qualitat der Ligand/Rezeptor-Interaktion entscheidend sein.

Diesbezlgliche Unterschiede zeigen sich beispielsweise anhand der verschiedenen
Affinitdten des TRRII gegeniiber den TGF Isoformen, woraus resultiert, daf3 TGF-31
und -3, nicht jedoch TGF-32 vom Typ Il Rezeptor gebunden werden [185] [186],
[187] [31]. TRRIII ist daher aufgrund seiner Fahigkeiten TGF-3 hochaffin zu binden,
mit TRRII zu oligomerisieren und gleichzeitig den Liganden fur eine Bindung an den
Signalkomplex zu prasentieren, v.a. fur eine TGF-32 Bindung an TRRII essentiell,
was bereits mehrfach bestatigt wurde [176] [188] [189] [190]. Durch das
Vorhandensein von TRRIII wird eine TGF-R32 Antwort, die in ihrer Potenz mit TGF-31
vergleichbar ist, ermdglicht. Dennoch kommt auch im Fall von TGF-31 und —33 eine
Interaktion mit TRRIII zustande, wenn dieser Rezeptor in einer Zelle prasent ist [176]
[177]. Es bleibt offen, inwieweit die unterschiedlichen Bindungsmodi von TGF-[31/-33
und TGF-R2 die Entstehung verschiedenartiger zellularer Antworten beeinflussen.
Vermutet wird, dal3 Faktoren, wie Affinitdten und Prasenz des TRRIIl, auf die
Komposition und Aktivitat des TRRII-TRRI Komplexes verandernd wirken, und somit
die SignalUbertragung spezifiziert wird.
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A.l.5. Isolierung des TGE-3 Typ |I-B Rezeptors

In der vorliegenden Arbeit wird ein zusatzlicher TGF-3 Typ Il Rezeptor, TRRII-B,
beschrieben, der mit Hilfe von RT-PCR aus Hep3B Zellen isoliert wurde und somit
das Repertoire an verfugbaren TGF-3 Rezeptoren vergroRert. Hierbei handelt es sich
um eine alternativ gespleite Variante des TRRII, die eine Insertion von 26
Aminosauren im N-terminalen Bereich des Polypeptids aufweist.

Die Isolierung von TRRII-B wurde bereits vor einigen Jahren von drei unabhangigen
Arbeitsgruppen beschrieben:

Nikawa isolierte TRRII-B aus einer humanen cDNA Bank unter Verwendung einer
Saccharomyces cervesiae  Mutante. Diese Hefemutante zeigt einen
Expressionsdefekt des Inositol-1-Phosphat Synthase Gens und bendtigt demnach
exogenes Inositol um wachsen zu konnen. Der cDNA-Screen sollte dazu beitragen,
Mechanismen, die einer Inositol-regulierten Genexpression zu Grunde liegen, besser
verstehen zu kénnen. Aul3erdem sollte die Frage nach der Existenz vergleichbarer
Signaltransduktionsmechanismen in Hefe- und Saugerzellen beantwortet werden. In
Inositol-freiem Medium wurden also Klone selektioniert, die cDNAs von Faktoren
enthielten, welche eine Expression der Inositol-1-Phosphat Synthase ermoglichten
und somit den eigentlichen Defekt suppremierten. Zu den ,Suppressoren‘ gehérte
neben TRRII-B, die Protein-Phosphatase 2A sowie ein Protein der 14-3-3
Proteinfamilie. Diese Proteine sind als Regulatoren von Signaltransduktionswegen
und Protein-Kinasen bekannt. Um die Rolle von TRRII-B in diesem System
einschatzen zu koénnen, wurden eine Kinase-Mutante, sowie trunkierte
Rezeptorkonstrukte hergestellt. Nachdem weder ein Kinasedefekt noch ein
Oligomerisierungsdefekt des TRRII-B negativ auf das Wachstum der Hefemutante
wirkte, wurde ein transdominanter Effekt von TRRII-B angenommen. Weiterhin wurde
ein Mitwirken der Protein-Phosphatase 2A und des 14-3-3 Proteins bei der TGF-3
Signaltransduktion diskutiert [191].

Suzuki et al., konnten den murinen TGF-B Typ II-B Rezeptor aus einer Gehirn
cDNA-Bank gewinnen. Auch der murine TRRII-B unterscheidet sich vom TRRII durch
eine Insertion von 25 AS an homologer Stelle. Die Gruppe machte Untersuchungen
zum Expressionsmuster beider Typ Il Rezeptoren sowie zur Ligandenbindung [192].
Hirai und Fujita isolierten die TRRI-B cDNA aus humanen vaskularen
Endothelzellen mittels RT-PCR und fUhrten einige wenige Experimente zur

33



A.l. Einleitung

Untersuchung von Ligandenbindung und Signallibertragungseigenschaften von
TRRII-B durch [129]. Einige Daten und Hypothesen konnten in der hier vorliegenden
Arbeit bestatigt und fortgefthrt werden, riefen jedoch auch zahlreiche Widerspriche
hervor, auf die im Diskussionsteil noch detailliert eingegangen wird.

Die Wabhrscheinlichkeit, dal3 dieser 'neue’ Rezeptor die TGF-3 Isoformen im
Vergleich zu TRRII mit anderer Praferenz bindet und mdglicherweise auch die TGF-I3
vermittelten Signale anders Ubertragt, ist hoch. Derartige Vermutungen wurden auch
in den oben genannten Vero6ffentlichungen angestellt. Das Thema wurde jedoch in
der Vergangenheit ungentiigend wahrgenommen und bearbeitet, erzielte Resultate
wurden falsch interpretiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde der TGF-3 Typ II-B Rezeptor nun genauer
charakterisiert und dessen Rolle neu definiert. Es konnte gezeigt werden, daf} TRRII-
B, anders als TRRIl, den Liganden TGF-R2 direkt, sprich ohne Mithilfe eines
adaptierenden Rezeptors, wie z.B. TRBRII, binden kann. TRRII-B zeigt ein
restriktiveres Expressionsmuster, findet sich z.B. vermehrt in Knochen-verwandten
Zellen, also in einem Gewebe, in welchem die TGF-R2 Isoform die vorherrschende
ist. Die eingeschrankte Prasenz und die im Vergleich zu TRRIl héhere Affinitat
gegenuber TGF-32 weisen auf eine spezielle Bedeutung des TRRII-B fur diese TGF-
3 Isoform hin. Mdglicherweise ist ein Uber TRRII-B vermitteltes TGF-R2 Signal
spezifisch und fuhrt zu Effekten, die sich von anderweitig produzierten TGF-32 Ant-

worten unterscheiden.
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A.ll. Ergebnisse

Obwohl die drei TGF- Isoformen, TGF-31, -2 und -3, aul3erst homologe Proteine
sind, stof3t man bei der Betrachtung ihrer in vivo Funktionen auf vielerlei Differenzen.
Die Spezifitat der einzelnen TGF-R Isoformen wird vermutlich durch unterschiedliche
Rezeptor-Ligand-Interaktionen und/oder durch die Verwendung alternativer
Signalrezeptoren oder Signalwege hervorgerufen. Dies ist jedoch noch weitgehend
unverstanden. Im Folgenden wird eine Variante des TGF-3 Typ Il Rezeptors, TRRII-
B, beschrieben und funktional charakterisiert. Dieser alternativ gespleidte Typ Il
Rezeptor ermoglicht im Vergleich zu TRRII eine andere Art der TGF-32 Bindung an
den Rezeptorkomplex und spielt daher eine wichtige Rolle bei der TGF-3 Isoform-

spezifischen Signaliibertragung.

A.ll.1. Identifizierung einer alternativ gespleifdten Variante des TGF-}
Typ Il Rezeptors — TRRII-B

Aufgrund der geringen strukturellen Unterschiede der drei TGF-3 Isoformen wurde
von deren Fahigkeit, an potentiell &hnliche Rezeptoren zu binden, ausgegangen.
Daher wurden RT-PCR Experimente unter Verwendung von Primern, die die
vermutete Ligandenbindungsstelle des TGF-B Typ Il Rezeptors umspannen,
durchgefuhrt. Nach Amplifikation der cDNA der humanen Hepatoma Zellinie Hep3B
mit den Primern P1 und P5 (Sequenz s. Anhang) wurde neben dem zu erwartenden
458 bp groRen PCR-Produkt fur TRRII eine zusatzliche Bande im Agarose-Gel
sichtbar. Diese Doppelbande trat bei Verwendung sowohl von gesamt RNA als auch
von mRNA auf, sowie bei RT-PCR an RNA aus Primarzellen (humane periphere
Blut-Lymphozyten, PBL), ein wichtiges Kiriterium um einen Zellkultur-Effekt
ausschliel3en zu kdnnen (s. Abb.10).

Hep3B B-Zellen PBL Abb.10 RT-PCR-Fragmente aus
(ges. RNA) (MRNA)  (ges. RNA) unterschiedlichen ~ RNA-Praparationen  und
e B Ca ] I Zellarten. Die PCR  wurde mit der
Primerkombination P1/P5 durchgefiihrt. Es
wurde RNA aus Hep3B Zellen, aus humanen
primaren B-Zellen und humanen peripheren
Blut-Lymphozyten (PBL) verwendet.

533bp
458bp
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Das groRRere der beiden PCR-Produkte der Hep3B cDNA wurde isoliert, aufgereinigt
und sequenziert. Die Sequenzanalyse zeigte, dal3 es sich bei diesem PCR-Produkt
um ein Fragment des TRRII-B handelt, einer alternativ gesplei3ten Variante des
TGF-B Typ Il Rezeptors [191] [129]. Alternatives SpleiRen fuhrt hierbei zu einer
Insertion von 75 bp zwischen den Nukleotiden 94 und 95 und somit zum Austausch
von Valin 32 gegen eine Sequenz von 26 Aminosauren im N-terminalen Bereich des
reifen Rezeptors. Diese Insert-Sequenz enthalt zwei Cysteinreste sowie eine
potentielle N-Glykosylierungsstelle. Die Nukleotid- und Aminosauresequenzen der N-
Termini der beiden Rezeptoren, TRRII und TRRII-B, sind in Abb.11 vergleichend

dargestellt.

TRRII:

85 CAGAAGTCGGTTAATAACGAC
29 GInLysSerValAsnAsnAsp

TRRII-B:

85 CAGAAGTCGGATGTGGAAATGGAGGCCCAGAAAGATGAAATCATCTGCCCCAGCTGTAATAGGACTGCCCATCCACTGAGACATATTAATAACGAC
29 GInLysSerAspValGluMetGluAlaGInLysAspGlullelleCysProSerCysAsnArgThrAlaHisProLeuArgHisl leAsnAsnAsp

Abb.11 TRRII-B ist eine alternativ gesplei3te Form von TRRII. Die Aminosduresequenz des TRRII-
B enthalt im Vergleich zu TRRII eine Insertion von 26 AS, wodurch Valin32 des TRRII ersetzt wird.
Die Insertsequenz des TRRII-B ist unterstrichen, die enthaltenen Cysteinreste und die potentielle
N-Glycosylierungsstelle sind markiert.

A.ll.2. Isolation der TRRII-B cDNA und Herstellung von TRRII-B-

Expressionsplasmiden

Um ein TRRII-B-Expressionskonstrukt herzustellen wurde RT-PCR an Hep3B cDNA
mit der Primerkombination HH-P1/P10 (Sequenzen s. Anhang) durchgefiihrt. Durch
die Verwendung von HH-P1 wurde eine Hind IIl Schnittstelle vor dem Startcodon der
TRRII-B cDNA eingefuhrt. Das PCR-Produkt wurde tber Agarose-Gelelektrophorese
aufgetrennt, wodurch es moglich war die TRRII-B cDNA von der TRRII cDNA zu
trennen. Nach einem Restriktionsverdau mit den Enzymen Hind 11l und Bgl 1l konnte
das so erhaltene TRRII-B-Fragment in das analog geschnittenen TRRII-pcDNA1-
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Expressionskonstrukt einligiert werden. Die Klonierungsstrategie fur das TRRII-B
Konstrukt ist in Abb.12 schematisch dargestellt.

Fur weiterfihrende Versuche war es wichtig Epitope (HA, myc, flag) zur
Antikdrpererkennung an den Rezeptor N- bzw. C-terminal anzufiigen. Diese
spezifischen DNA-Sequenzen wurden durch rekombinante PCR unter Einhaltung des
Leserasters eingefuhrt. Zur Durchfuhrung muf3ten Primer (sense und antisense)
kreiert werden, welche neben der Rezeptor-cDNA-Sequenz auch die Nt-Sequenz
des einzufihrenden Epitops enthalten. Die so hergestellten TRRII-B-Fragmente
wurden mit entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten. Korrelierende ,wit-
Fragmente' des TRRII-B Konstrukts in pcDNA1 konnten anschlieBend durch die
,Epitop-haltigen* Fragmente ausgetauscht werden. Die Richtigkeit der
Rezeptorkonstrukte wurde durch Sequenzierung verifiziert. N-terminal wurden die
Epitope, HA und myc, direkt nach der Signalpeptid-Spaltstelle, nach AS 26,
eingefihrt, C-terminal wurde ein flag-Epitop vor das eigentliche Stopcodon gesetzt.
Die Lokalisation der Epitope ist in Abb.12 angedeutet.

TRRII-B
(HH-P1/P10)
Hind 11 Bgl Il
PCDNA 1 / TRRII I(H20) ] PCDNA 1
_____________ I Fm==m=m----
Hind 111 Bgl Il Not |
flag-Epitop

pcDNA 1 TRRII-B V pcDNA 1
------------- | |
Hind 11 A Bal Il Not |

HA-Epitop
myc-Epitop

Abb.12 Klonierungsstrategie von TRBRII-B in pcDNAL. Die Lokalisation der spater
eingefligten Epitope ist angegeben.
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A.11.3. Aufklarung der Exon-Intron Struktur des tf3rll-b Gens

Informationen Uber genaue GrofRe und Sequenz der tRrll-Gen-Introns liegen laut
Genom Datenbanken (NCBI) nur unvollstandig vor. Eindeutig ist jedoch die
Lokalisation von Intron 1 des tRrll Gens exakt an der gleichen Stelle der Insertion im
TRRII-B Polypeptid. Es kann daher postuliert werden, dalR das TRRII-B-Insert einen
Teil dieser Intron 1 Sequenz reprasentiert und durch alternatives SpleiRen zu einem
zusatzlichen Exon im tRrll-b Gen wird. Um dies zu verifizieren und somit die Exon-
Intron Struktur des tRrll-b Gens genauer zu analysieren wurde PCR an genomischer
DNA aus humanem Plazenta-Gewebe durchgefuhrt. Hierbei wurden Insert-
spezifische Primer (Pins und Prev; Sequenz s. Anhang) in Kombination mit Primern,
die Sequenzen knapp auflerhalb der Insertregion umspannen (PO und P3; s.
Anhang), verwendet. Fur die PCR-Reaktionen wurden jeweils 0,5 ng genomische
DNA eingesetzt. Das Ergebnis dieser genomischen PCR ist in Abb.4a dargestellt, die
verwendeten Primerkombinationen sind angegeben.

Das PCR-Produkt PO/Prev hat eine Grol3e von ca. 710 bp (Abb.13, Spalte 1), die
Kombination der Primer Pins/P3 ergibt ein ca. 650 bp grof3es Fragment (Abb.13,
Spalte 2). Folgerichtig wird unter Verwendung der beiden Insert-umspannenden
Primer PO/P3 ein Fragment mit einer GroRe von ca. 1360 bp amplifiziert, das dem

vollstandigen Intron 1 in etwa entsprechen sollte (Abb.13, Spalte 3).

Prev/P Pins/P PO/P3

Abb.13  Agarose-Gel mit
ﬁ% Produkten aus genomischer

PCR. In Spalten 1 und 2
&61360 wurden insert-spezifische

Primer mit Primern auf3erhalb
dieser Sequenz kombiniert. In
Spalte 3 wurden Insert-
= umspannende Primer
% verwendet. Die  Vielzahl
i unspezifischer ~ Banden in
L Spalte 3 ist Folge von nicht
it optimal  gewahlten PCR-
Bedingungen.
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Aufgrund dieser Ergebnisse war es moglich das TRRII-B-Insert als ein zusatzliches
Exon, Exon 1A, innerhalb von Intron 1 des tRrll-b Gens zu identifizieren und
lokalisieren. Abb.14 zeigt eine schematische Darstellung des alternativen Spleil3ens
im t3rll Intron 1, was zu einem zusatzlichen Exon (Exon 1 = Insert) im tR3rll-b Gen
fuhrt.

exon 1 exon 2
tRr1/Il-b: [
o \IV o
1310bp
(insert)
exon 1 exon 1A exon 2

tRrIl/1-b:

429bp 168bp

intron 1A

685bp 550bp

Abb.14 Schematische Darstellung der Exon-Intron Struktur der t@rll/tRrll-b Gene.

A.ll.4. Studien zum isoformspezifischen Bindungsverhalten von TRRII-B

Um die Bindung der verschiedenen TGF-3 Isoformen, TGF-R1, -R2, -B3, an den
TGF-B Typ 1I-B Rezeptor zu untersuchen wurden Bindung- und Crosslinking-
Experimente mit radioaktiv markiertem Liganden durchgefihrt. Hierfir wurden die
drei verschiedenen TGF-R Isoformen mit [*?°I] markiert und COS-7 Zellen entweder
mit TRRII oder mit TRRII-B cDNA unter Verwendung der DEAE-Dextran Methode
transient transfiziert. Nach Inkubation der transfizierten Zellen mit den radioaktiv
markierten TGF-B Isoformen und anschlielBender chemischer Quervernetzung,
wurden die Rezeptoren aus den Zellysaten immunprazipitiert. Es wurde hierfur das
oCRII Antiserum verwendet, welches ein Peptid am C-terminalen Ende beider
Rezeptortypen erkennt (s. Material und Methoden 1V.2.7.). Die Immunprazipitate
wurden tber 10%ige SDS-PAGE aufgetrennt und die getrockneten Gele fiir mehrere
Tage auf einem Phosphoimmager exponiert. Die erhaltenen radioaktiven Signale
sind in Abb.15 dargestellt und entsprechen einem Rezeptor-Monomer mit
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gebundenem Liganden-Monomer. Der aufgrund des TRRII-B-Inserts vorhandene
GroRRenunterschied zwischen den beiden Rezeptortypen wird durch den leichten
,Shift' des TRRII-B-Signals offensichtlich.
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Abb.15 Alle drei TGF-3 Isoformen binden an TRRII-B. Im Gegensatz zu TRRII bindet TRRII-B
einzeln exprimiert die TGF-R2 Isoform (Spalten 3 und 4). COS-7 wurden mit den aufgefiihrten
Rezeptor cDNAs transfiziert. Das Bindungsexperiment wurde mit [**®1] markierten TGF-B
Isoformen, BMP-2 sowie Activin A durchgefuhrt. Fir die Immunprazipitation der TGF-i3
Rezeptoren wurde oCRII verwendet, im Fall von ActRII-B(HA) wurde der aHA Antikorper (vgl.

IV.2.7.) eingesetzt, zur Prazipitation von Alk3, aBRIa, ein Rezeptor-spezifisches Anitserum (vgl.
IvV.2.7.).

Beide Rezeptorformen binden die TGF-3 Isoformen TGF-31 und TGF-33 in gleicher
Weise (Abb.15, Spalten 1, 2, 5 und 6). TGF-32 kann jedoch von TRRII alleine nicht
gebunden werden. Im Gegensatz dazu ist TRBRII-B in der Lage mit dieser Isoform zu
interagieren  (Abb.15, Spalten 3 und 4), was auf unterschiedliche
Bindungseigenschaften von TGF-R2 schlie3en laRt. Ob eine generell hohe Affinitat
von TRRII-B auch gegenuber anderen Mitgliedern der TGF-3 Superfamilie, wie z.B.
BMP-2 und Activin A, besteht, wurde auf die gleiche experimentelle Art bestimmt.
Hierfir wurden TRRII-B transfizierte COS-7 Zellen mit [**°I]-markiertem BMP-2 bzw.
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[**1]-Activin A behandelt. Als Positiv-Kontrolle dienten Zellen, die mit den fiir diese
Liganden entsprechenden Bindungsrezeptoren, Activin Typ II-B Rezeptor (ActRII-B)
und BMP Typ IA Rezeptor (Alk3), transfiziert wurden. Abb.15 zeigt, dal3 sowohl
jodiertes Activin A als auch BMP-2 an ihre hochaffinen Rezeptoren binden (Abb.15,
Spalten 8 und 10), jedoch nicht an TRRII-B (Abb.15, Spalten 7 und 9).

A.1l.5. Studien zur Bildung von oligomeren Komplexen mit TRRII-B

Die Bildung heterooligomerer Komplexe der TGF-B Rezeptoren nach
Ligandenzugabe wurde bereits vielfach beschrieben [15] [22] [193] [194] [195]. Unter
Verwendung der Bindungs- und Crosslinking-Methode konnte die Fahigkeit des TGF-
3 Typ lI-B Rezeptors mit anderen bekannten TGF-3 Rezeptoren Komplexe zu bilden

effizient untersucht werden.

A.lI1.5.1. Interaktion des TRRII-B mit dem TGF-3 Typ | Rezeptor (TRRI)

COS-7 Zellen wurden hierfur transient mit verschiedenen Rezeptorkombinationen
transfiziert und mit den radioaktiv markierten TGF-[3 Isoformen inkubiert. In den
Immunprazipitationen wurde wiederum das oCRII Antiserum verwendet. In Abb.16A
sind die Komplex-Formationen aus TRRII bzw. TRRI-B und dem TGF-B Typ |
Rezeptor (TRRI) dargestellt. Die im Gel héher laufenden radioaktiven Signale
entsprechen den Typ Il Rezeptoren, die tiefer laufenden Banden, dem Typ |
Rezeptor. Das Auftreten radioaktiver Signale beider Rezeptortypen (TRRII/IIB und
TRRI) beweist eine ligandeninduzierte Komplexbildung der Rezeptoren. Aus Spuren
2, 4 und 6 ist zu lesen, dal3 TRRII-B mit TBRI in Anwesenheit aller drei TGF-3
Isoformen interagiert. Das gleiche trifft fur TBRIl zu (Abb.16A, Spalten 1, 3 und 5),

eine Feststellung, die bereits vielfach bewiesen wurde [15] [167].

A.11.5.2. Interaktion des TRRII-B mit dem TGF-3 Typ Ill Rezeptor (TRRIII)

Versuch mit transient transfizierten COS-7 Zellen

Erkenntnisse zur Komplexbildung zwischen Typ Il und Typ Il Rezeptoren gehen aus
Abb.16B hervor. In diesem Experiment wurden COS-7 Zellen mit Kombinationen aus
TRRIlI bzw. TRRII-B und TRRIII cDNAs transfiziert. Die am oberen Rand des Gels

laufenden radioaktiven Signale entsprechen dem TGF-3 Typ Il Rezeptor, die weiter
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unten auftretenden Banden den Typ Il Rezeptoren. Bei TRRIII handelt es sich um ein
Proteoglykan, dessen Core-Protein in unglykosyliertem Zustand ca. 100 kDa grol3 ist,
das aber in glykosylierter Form sehr heterogene Migrationseigenschaften (zw. 280
und 330 kDa) aufweist, weshalb hier ein 7,5% SDS Gel verwendet wurde [196] [173].
Beide Typ Il Rezeptoren interagieren mit TRRIIl in der Anwesenheit von TGF-R1
(Abb.16B, Spuren 1 und 2) und TGF-32 (Abb.16B, Spuren 5 und 6). TRRII bindet
TGF-B32 nur in Anwesenheit des Typ lll Rezeptors, nicht in Abwesenheit eines
assoziierenden Rezeptors (Abb.16B, Spuren 3 und 5). Die Bindung von TGF-32 an
TRRII-B ist im Gegensatz dazu, nicht von der Formation eines Rezeptorkomplexes
abhangig (Abb.16B, Spuren 4 und 6).
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Abb.16A+B Eigenschaften von TRRII-B bei Bindung und Komplexbildung mit co-exprimierten TRRI und
TRRI. (A) Rezeptorkomplexe aus TRRII und TBRI bzw. TRRII-B und TRRI wurden nach Bindung und
Crosslinking mit [**°I-TGF-R1, -R2 und -R3 detektiert. Die fur die Transfektion verwendeten
Rezeptorkonstrukte sind Uber jeder Spalte angegeben. (B) Rezeptorkomplexe aus TRRIlI und TRRIII
bzw. TRRII-B und TRRIII wurden nach Bindung und Crosslinking mit [125I]-TGF-[31 und —R32 detektiert.
Rezeptorkonstrukte sind wiederum angegeben.
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Versuch mit endogen exprimierten Rezeptoren in Mv1lLu und R1b/I17 Zellen:
Die Beobachtung, daf3 TRRIII fur eine TGF-32 Bindung an TRRII unerlaBlich ist, wird

anhand eines Bindungs- und Crosslinking-Experiments mit endogen exprimierten

TGF-3 Rezeptoren nochmals verdeutlicht. MviLu und R1b/L17 Zellen wurden mit
[*?°1]-TGF-R2 inkubiert, die Oberflachenrezeptoren chemisch vernetzt und mit
Antikdrpern gegen TRRI (aRI), TRBRII (aCRII) und TRRII-B (aRII-B) immunprazipitiert
(vgl. IvV.2.7.). Die R1b/L17 Zellinie ist ein Subklon der MvlLu-Zellinie mit der
Besonderheit keinen TGF-3 Typ | Rezeptor zu exprimieren [197].

Rlb/L17 Mvi1Lu

W?'i'rﬁﬁﬁ
",.- B ,'

Abb.17 Bindung von [**I-TGF-R2 an
TGF-R Rezeptoren an der
Zelloberflache von MvlLu und R1b/I17
Zellen.  Immunprazipitationen  wurde
unter Verwendung der angegebenen
spezifischen Antikérper vorgenommen.
i i . Die Bindung von TGF-B2 an TRRII in
TBR”[ R1b/L17  Zellen  kommt  durch
Komplexbildung mit TBRIII zustande.

‘lv]TBRl

aRlI-B| + | - - | + - -
aCRII| = | + - - + -
aRI - - |+ - - +

1 2 3 4 5 6

Abb.17 verdeutlicht die Bindung der endogen in diesen Zellinien exprimierten TGF-I3
Rezeptoren an ['*I]-TGF-R2. TRRI wird in MvlLu Zellen exprimiert und bildet
ligandeninduziert einen Komplex mit TRRIIl. Dies zeigt sich durch die beiden
radioaktiven Signale, welche den beiden Rezeptortypen zugeordnet werden kénnen
(Abb.17, Spalte 6). Die Verwendung des aCRII liefert das gleiche Expressionsmuster
bezuglich TERII und TRRI (Abb.17, Spalte 5). Im Gegensatz dazu finden sich bei
Lysaten aus R1b/L17 Zellen keine Signale fur TRRI (Abb.17, Spalten 2 und 3). Eine
Expression von TRRII-B konnte in keiner der beiden Zellinien detektiert werden
(Abb.17, Spalten 1 und 4). Trotz Fehlen des TGF-3 Typ | Rezeptors kommt es in
R1b/L17 Zellen zu einer Bindung von [**°I-TGF-R2 an TRRIl (Abb.17, Spalte 2).

Diese Bindung resultiert daher eindeutig von einer Komplexbildung mit TRRIII. Eine
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TRRII/TRRIN Oligomerisierung ist somit fur eine TGF-32 Bindung an TRRII essentiell,
und dies v.a. in Zellen, die keinen endogenen TGF-I3 Typ II-B Rezeptor exprimieren.

A.l1.5.3. Interaktion des TRRII-B mit dem TGF-3 Typ |l Rezeptor

Um zu untersuchen ob eine Interaktion der beiden TGF- Typ Il Rezeptoren
stattfindet und welche Bindungseigenschaften ein derartiger Komplex aufweist,
wurde ein weiteres Bindungs- und Crosslinking-Experiment durchgefihrt. In COS-7
Zellen wurden die beiden Rezeptortypen co-exprimiert, wobei ein HA-getagtes
Konstrukt des TRRII (RII-HA) verwendet wurde. Dies gewahrleistete eine spezifische
Erkennung der beiden Rezeptoren. TRRII-B konnte spezifisch durch den ohRII-B
Antikorper (vgl. 1IV.2.7.) und TRRII-HA aufgrund des HA-Epitops durch aHA detektiert
werden. Nach Binden und Quervernetzen der [*?°l] markierten Liganden TGF-R1 oder
TGF-32 wurde eine Doppel-Immunprazipitation (IP1 und IP2) durchgefihrt. Die
Prazipitate wurden hierbei durch Erhohung der SDS-Konzentration vom ersten
Antikorper getrennt und anschlieend mit einem zweiten Antikdrper versetzt. Auf
diese Weise ist es moglich Komplexe zweier Proteine nachzuweisen, deren
radioaktive Signale sich aufgrund &hnlicher Molekulgrof3e nicht oder nur schlecht
voneinander unterscheiden lassen.

e TRRII(HA) + TRRII-B — ¢

125 TGFR1 + - |+ Abb.18 Ligandeninduzierte Typ
[I/IB Heterooligomere kénnen an
15 TGFR2 - + | - der Zelloberfliche von COS-7
. Zellen mit Hilfe von Doppel-
Immunprazipitationen  detektiert
werden (Spalten 4, 7 und 8). HA-
Epitop getagte TRRII cDNA wurde
a mit ungetagter TRRII-B cDNA co-
= transfiziert. Die  verwendeten
o Liganden, sowie die Antikorper-
E kombinationen sind angegeben.
IP1 aHA + |+ +
ohRIIB| + - -+ -1+ + | +
aHA - - - |+ + + | +
IP2 ohRIB - - +1-1-1+ - |-
1 2 3 4 5 6 7 8
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Heterooligomere Komplexe aus TRRIlI und TRRII-B lieRen sich sowohl mit TGF-31
als auch mit TGF-32 als Liganden nachweisen (Abb.18, Spalten 4, 7 und 8). Hierbei
wurde ohRIIB in der ersten Immunprézipitation (IP1) verwendet, aHA in der zweiten
(IP2). Mit der umgekehrten Antikdrperkombination war es nicht moglich ein Signal zu
detektieren (Abb.18, Spalte 3). Mdglicherweise ist «hRIIB unter Bedingungen, wie sie
in der zweiten Immunprazipitation verwendet wurden, nicht funktionsfahig. Darauf
deutet auch der vergebliche Versuch TRRII-B nachzuweisen, indem ahRIIB in beiden
Immunprazipitationen eingesetzt wurde (Abb.18, Spalte 6). Im Gegensatz dazu war
ein  Nachweis von TRBRI-HA unter Verwendung von oHA in beiden
Immunprazipitationen erfolgreich (Abb.18, Spalte 5). Auch in Spalten 1 und 2 ist der
einzelne Nachweis der beiden Rezeptortypen mit den entsprechenden Antikdrpern
dargestellt. Auf eine zweite Immunprazipitation wurde hier verzichtet.

Die Bindung des TRRII/TRRII-B Heterooligomers an [**I]-TGF-R2 zeigte deutlich,
dalR eine einzelne TRRII-B Rezeptorkette fur eine TGF-[32 Interaktion mit dem
Heterooligomer ausreicht.

A.l1l.6. Charakterisierung der TGF-32 Bindung an TRRII-B

A.11.6.1. Herstellung von TRRII-B Mutanten

Der TGF-B Typ lI-B Rezeptor enthélt in seiner Insert-Sequenz zwei zusatzliche
Cysteinreste an Position 44 und 47 (vgl. Abb.11.). Diese Cysteine ermdglichen unter
Umstanden die Bildung zusatzlicher oder alternativer Disulfid-Briickenbindungen,
welche fur die erhdhte Affinitat des Rezeptors gegeniber seinen Liganden und v.a.
TGF-32 verantwortlich sein kdnnen. Weiterhin fallt innerhalb der Insert-Sequenz die
zusatzliche potentielle N-Glykosylierungsstelle an Asparagin 48 ins Auge (vgl.
Abb.11.). Glykosylierung dieser Stelle konnte ebenfalls das Bindungsverhalten von
TRRII-B beziuglich TGF-R2 beeinflussen. Um die Frage nach dem Zusammenhang
zwischen den erwéhnten Aminosaureresten und dem TRRII-B Bindungspotential
beantworten zu koénnen, wurden mittels PCR-Mutagenese TRRII-B-Konstrukte
hergestellt, in denen diese AS-Reste einzeln oder in Kombination mutiert vorliegen.
Zu diesem Zweck wurden Primer kreiert, mit deren Hilfe die zu mutierenden Cysteine
sowie der Asparaginrest durch Alanine ersetzt werden konnten. Die damit

hergestellten PCR-Produkte konnten anschlieBend durch rekombinante PCR
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verlangert werden. Nach Restriktionsverdau mit Hind 11l und Bgl Il war es moglich die
komplementéare Sequenz im wt-TR3RII-B Konstrukt durch das mutierte Fragment zu
ersetzten. Es wurden folgende Mutanten hergestellt und durch Sequenzierung
verifiziert: TRRII-B®*A TRRII-BS*™A, TRRII-BS*AC4™A  TRRII-BN®A. Abb.19 zeigt
schematisch die Vorgehensweise.

wt-TRRII-B Bgl Il
|
[
. —>
1. PCR: HH-P1 P+
. —> <4
2. PCR: P*(revers) P10
. —p <4
rek. PCR: HH-P1 P10
| . |
[ W I
Hind 111 Bgl Il
mutiertes Fragment

Abb.19 Schema zur PCR-Mutagenese. Zwei komplementdre Primer, welche die
erwinschte Mutation einfihren sollen (P* und P*revers), werden in zwei unabhangigen
PCR Reaktionen eingesetzt. Die erhaltenen Fragmente werden anschlieRend als
Matrize in einer rekombinanten PCR verwendet. Das PCR-Produkt enthalt die
erwlinschte Mutation (*) und kann, entsprechend geschnitten, in dafiir vorgesehene
Vektoren eingebracht werden.

A.l1.6.2. Bindung von TGF-R2 an TRRII-B-Insert-Mutanten

Alle hergestellten Konstrukte sowie das wt-TRRII-B Konstrukt wurden in COS-7
Zellen exprimiert und bezuglich ihrer TGF-32 Bindungseigenschaften getestet. Zu
diesem Zweck wurde ein Bindungs- und Crosslinking-Experiment mit ['*°I]-TGF-R2
durchgefuihrt. Die Rezeptoren wurden mit Hilfe des oCRIlI Antikorpers
immunprazipitiert. Abb.20 zeigt die radioaktiven Signale der verschiedenen TRRII-B
Mutanten nach TGF-R2 Bindung. Es geht daraus hervor, daf} die Cysteine, sowohl
einzeln (Abb.20, Spalte 2 und 3) als auch in Kombination (Abb.20, Spalte 4), sowie
die potentielle N-Glykosylierungsstelle (Abb.20, Spalte 5), keinen entscheidenden
EinfluR auf die Fahigkeit TGF-R2 zu binden haben. Eine Interaktion von Rezeptor
und Ligand bleibt nicht aus. Diese Art des Experiments lal3t keine Schlisse beziglich
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der Qualitdt einer Bindung zu. Daher weisen Kkleine Unterschiede in den

Signalstarken nicht auf Differenzen der Bindungsintensitaten hin.

X W W
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Abb.20 Weder die Bildung
alternativer  Disulfidbriicken, noch
zuséatzliche N-Glykosylierung
beeinflussen die Bindung von TGF-
32 an TRRII-B. COS-7 Zellen wurden
mit wt-TRRII-B, sowie mit TRRII-B
Mutanten, wie Uber jeder Spalte
angegeben, transfiziert. Bindung und
Crosslinking wurden mit [*°I]-TGF-
32, Immunprazipitationen mit oCRII
durchgefuhrt. Dieses Experiment
wurde von M. Roth, Biozentrum
Wrzburg, vorgenommen.

TRRII-B

A.ll.6.3. Versuch zur Beteiligung der Insert-Sequenz an der
Ligandenbindung

Wie bereits beschrieben wurde ein N-terminal HA-getagtes TRRII-B Konstrukt
hergestellt. Das HA-Epitop wurde nur funf Aminosduren vor der TRRII-B Insert-
Sequenz, direkt nach der Spaltstelle des Signalpeptids, eingebracht. Um die
Funktionalitat des Konstruktes und die Zuganglichkeit des HA-Epitops zu testen
wurde ein Bindungs- und Crosslinking-Experiment in COS-7 Zellen durchgefihrt.
Diese wurden mit TRRII-B-HA und TRRII-HA Konstrukten transfiziert und nach
Binden an [***1]-TGF-R1 mit dem Liganden chemisch vernetzt. Immunprazipitationen
wurden mit aHA, oCRIl und im Fall von TRRII-B-HA auch mit «hRIIB, einem TRRII-B

spezifischen Antikorper, dessen Epitop Teil der Insert-Sequenz ist, durchgefihrt.
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Abb.21 N-terminal eingefligte Epitope geben Hinweise auf eine Beteiligung der
TRRII-B-Insert-Sequenz an der Ligandenbindung. COS-7 Zellen wurden mit HA-
getagten Rezeptorkonstrukten transfiziert und die Zellysate mit den
angegebenen Antikérpern versetzt. Spalten 1 — 3 entstammen einem [*°S] in vivo
Markierungsexperiment. Spalten 4 bis 8 einem Bindungs- und Crosslinking-
Versuch mit [**I]-TGF-R1.

Wie erwartet, trat eine Bindung der Rezeptoren an TGF-31 auf. Das Einbringen des
HA-Epitops inhibierte demnach die Fahigkeit zur Ligandenbindung des TRRII-B-HA
nicht (Abb.21, Spuren 4 — 6). Jedoch scheint gebundenes TGF-R31 die Zuganglichkeit
des HA-Epitops des TRRII-B zu beeintrachtigen. Dies zeigt sich am schwachen
radioaktiven Signal in Spur 4, das auf eine ineffizientere Préazipitation des Rezeptors
hinweist. Im TRRII-HA Konstrukt ist das HA-Epitop ebenfalls direkt nach der
Signalpeptid-Spaltstelle lokalisiert. Im Gegensatz zu TRRII-B-HA liefern hier jedoch
beide Antikorper, aHA und aCRII, gleich starke Signale. (Abb.21, Spalte 7 und 8).

Um den Einflul3 der Ligandenbindung auf die Zugénglichkeit des HA-Epitops besser
einschatzen zu koénnen, wurden TRRII-B-HA und TRRI-HA wiederum in COS-7
Zellen exprimiert und anschlieRend in vivo mit [3*°S]-Cystein/Methionin markiert. Bei

dieser Methode entsteht ein radioaktives Signal durch den Rezeptor selbst und nicht
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aufgrund einer Bindung an einen radioaktiv markierten Liganden. Die Rezeptoren
wurden mit oHA, bzw. TRRI-B-HA auch mit ohRIIB, aus den Zellysaten
immunprazipitiert. Das HA-Epitop des TRRII-B-HA ist fur den aHA Antikorper in
gleichem MalRe wie das Insert-Epitop fur den ohRIIB Antikdrper zuganglich (Abb.21,
Spuren 2 und 3). Es lassen sich auch keine Unterschiede beztglich der Signalstarke
zwischen den beiden Typ Il Rezeptorkonstrukten (Abb.21, Spalten 1 und 2)
erkennen. Liegt also keine Ligandenbindung vor, so ist das HA-Epitop des TRRII-B-
HA optimal zuganglich. Eine Interaktion mit TGF-B1 flhrt zu einer Verringerung
dieser Zuganglichkeit. Dies steht im Gegensatz zu TRRII-HA und legt daher die
Vermutung nahe, dalR die Insert-Sequenz des TRRII-B an der Bindung der TGF-3
Isoformen beteiligt sein muf und sich demnach die Bindungstaschen der beiden Typ
Il Rezeptoren voneinander unterscheiden.

A.ll.7. Studien zur gewebespezifischen Expression von TRRII-B

Die Expression des TGF- Typ II-B Rezeptors sollte auf RNA und Proteinebene in
Zellinien aus verschiedenen Geweben untersucht werden. Es wurden aus diesem
Grund RT-PCR und Bindungsexperimente durchgefuhrt.

Fur die RT-PCR-Analyse wurde cDNA aus humanen Osteosarkoma Zellen (U20S),
humanen fotalen Osteoblasten (hFOB), aus verschiedenen murinen mesenchymalen
Vorlauferzellinien (MC3T3, C3H10T1/2), einer humanen Hepatomazellinie (Hep3B),
humanen Neuroblastoma Zellen (IMR32), Lungenepithel Zellen vom Nerz (Mv1Lu)
und Ratten Myoblasten (L6) préapariert. AufRerdem wurden humane C2C12
Myoblasten zu diesem Experiment herangezogen. Diese Zellinie ist in der Lage bei
Verringerung des Serumanteils im Medium (0,2 - 2% FCS) zu Myotuben und bei
gleichzeitiger Stimulation mit BMP-2 (40 nM) zu Osteoblasten zu differenzieren [198].
Die Zellen wurden demzufolge entsprechend behandelt und die cDNA aus
undifferenzierten und differenzierten Zellen verwendet.

In den darauffolgenden PCR-Reaktionen wurde die Primerkombination P1/P5, mit
der sowohl TRRII als auch TRRII-B Fragmente amplifiziert werden, und die
Kombination aus Pins, einem TRRII-B spezifischen Primer, und P5, verwendet
(Primersequenzen s. Anhang). Das Auftreten einer Doppelbande nach Reaktion mit
P1/P5 und einer einzelnen Bande bei Reaktion mit Pins/P5 sind Beweis fur das
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Vorhandensein von TRRII-B mRNA in der jeweiligen Zellinie. Die Ergebnisse der RT-
PCR Analyse sind in Abb.22A dargestellt.

Endogene Expression von TRRII und TRRI-B an der Zelloberflache der oben
genannten Zellen wurde mit Hilfe von Bindungs- und Crosslinking-Experimenten mit
[**1]-TGF-R1 nachgewiesen. Hierbei wurden die Zellysate entweder mit dem aCRI
Antikdrper oder mit dem Antikorper spezifisch fur den humanen TRRII-B, ohRIIB,
bzw. mit oRIIB, einem Antikorper, der auch die murine Form des TRRII-B erkennt
(val. 1V.2.7.), versetzt. In Abb.22B sind die Ergebnisse der Bindungsstudien mit
Ausnahme der Daten zu den C2C12-Zell-Experimenten zusammengefalit. Teil ¢ der
Abbildung verdeutlicht die Oberflachenexpression der Typ Il Rezeptoren in C2C12
Zellen sowohl in undifferenziertem als auch in differenziertem Zustand.

Bei der Betrachtung der Daten fallt auf, daf? drei verschieden Szenarien der TRRII-B
Expression vorherrschen. Zum einen tritt kein alternatives Spleil3en und somit auch
keine TRRII-B Expression in Mv1Lu und L6 Zellen auf (Abb.22.A und B, jew. Spalten
13 — 16). Zum anderen wird die mRNA zwar alternativ gespleil3t, es kommt jedoch zu
keiner detektierbaren Expression des TRRII-B an der Zelloberflache von Hep3B und
IMR32 Zellen (Abb.22A und B, jew. Spalten 9 — 12). In der dritten Variante, in U20S,
in hFOB, in MC3T3, C3H10T1/2 und C2C12 Zellen, kommt es sowohl zu
alternativem Spleil3en als auch zu TRRII-B Expression (Abb.22A und B, jew. Spalten
1 — 8; Abb.22C, Spalten 4 — 6). Wahrend TRRII fast ubiquitar exprimiert wird, zeigt
TRRII-B  ein  spezifischeres  Expressionsmuster und scheint v.a. in
knochenverwandten Zellinien, wie in Osteoblasten und mesenchymalen
Vorlauferzellen, vertreten zu sein. In C2C12 Vorlauferzellen werden beide Typ Il
Rezeptoren, TRRII und TRRII-B, exprimiert, diese Expression wird jedoch wéhrend
der Differenzierung zu Myoblasten, und noch starker wahrend der Differenzierung zu

Osteoblasten, hochreguliert.
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Abb.22.A+B+C Expression von TRRII-B in Zellen verschiedener Gewebe. (A) RT-PCR Analyse von
TBRI-B mRNA in verschiedenen Zellinien. Die PCR-Produkte entstanden mit den
Primerkombinationen P1/P5 (ungerade Spaltennummern) und Pins/P5 (gerade Spaltennummern).
Das mit P1/P5 erhaltene 536 bp grof3e Fragment entspricht TRRII-B, die 458 bp grofRe Bande TRRIL.
Mit Pins/P5 wurde ein TRRII-B Fragment amplifiziert. C2C12 Zellen wurden undifferenziert (Spalten 17
und 18), nach Differenzierung mit geringem Serumanteil (low serum = LS) (Spalten 19 und 20) und
nach Stimulation mit 40 nM BMP-2 (Spalten 21 und 22) verwendet. (B) Endogene Expression von
TRRIl und TRRII-B an der Zelloberflache verschiedener Zellinien wurde mittels Affinitdtsmarkierung mit
[125I]-TGF-81 detektiert. IPs wurden mit den angegebenen Antikérper durchgefiihrt. (C) Nachweis der
TGF-B Typ Il Rezeptor Expression in undifferenzierten und differenzierten C2C12 Zellen nach
Affinitatsmarkierung mit [**°I-TGF-R1. Es kommt zu Hochregulierung der Expression von TRBRII-B bei
osteoblastarer Differenzierung.
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A.11.8. Studien zur Signalubertragung durch TRRII-B

A.11.8.1. TBRII-B Signalibertragung in DR-26 Zellen

Die Fahigkeit des TGF-B Typ II-B Rezeptors TGF-B vermittelte Signale zu
Ubertragen, wurde in einem Reportergenexperiment in DR-26 Zellen untersucht.
Diese Zellinie ist ein Subklon der Mv1Lu Zellinie, der aufgrund einer Mutation im t3rll
Gen keine TGF-B Typ Il Rezeptoren exprimiert [197] [15]. TGF-3 vermittelte
Luziferase-Expression kann in dieser Zellinie also nur durch Einbringen eines
funktionalen TGF-I3 Typ Il Rezeptors wiederhergestellt werden. Aus diesem Grund ist
sie ideal um TGF-R induzierte Signaltibertragung tber TRRII-B zu testen.

Als Reportergen wurde das p3TP-luc Konstrukt verwendet, das neben drei TPA-
responsiven Elementen eine verkirzte Form des Plasminogen Aktivator Inhibitor-1
Promotors enthalt und spezifisch auf Smad2/3 vermittelte TGF-3 und Aktivin Signale
reagiert (s. IV.7.10.). Das pRL-TK Konstrukt (Promega) wird als Referenzplasmid co-
transfiziert. Hierbei ist dem Renilla-Luziferasegen ein konstitutiv aktiver Thymidin-
Kinase-Promotor vorangeschaltet.

DR-26 Zellen wurden unter Verwendung von Lipofectamin (Life Technologies) mit 2
Mg TRRI-B bzw. TRRII cDNA zusammen mit 1 pug p3TP-luc Reportergenkonstrukt
und 0,3 pg pRL-TK Referenzplasmid transfiziert. Nach Stimulation mit jew. 200 pM
TGF-R1 und TGF-R2 wurden die Luziferaseaktivitditen der Zellysate mit Hilfe des
Dualen-Luciferase-Assay-Systems (Promega) in einem Luminometer bestimmt. Die
erhaltenen Daten wurden in Relation zu den einzelnen pRL-TK Werten gesetzt um
somit die Transfektionseffizienz miteinzubeziehen.

Abb.23 zeigt, dal} die Sensitivitdt von DR-26 Zellen gegeniber TGF- durch das
Einbringen beider Rezeptortypen wiederhergestellt wurde. TRRII-B ist in gleichem
Mafl3e wie TRRIl in der Lage TGF-3 vermittelte Signale zu Ubertragen. Es konnten
nur leichte Unterschiede bei der Signaliibertragung der beiden TGF-3 Isoformen in
DR-26 Zellen festgestellt werden. Zu bemerken ist hier, dal3 die TGF-32 Antwort in
TRRII-transfizierten Zellen auf die starke Expression des TGF- Typ Il Rezeptors in
DR-26 Zellen zurlckzufihren ist (vgl. Abb.24).
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& no lig Abb.23 TRRII-B ist ein funktionaler
E200pM 31 TGF-R  Signalubertragungsrezeptor.
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(Spalte 1) und alternativ mit TRRII-B
cDNA (Spalte 2) transfiziert. Es wurde
das p3TP-luc Reportergen in
Kombination mit dem  pRL-TK
Referenzplasmid  verwendet. Die
Stimulation erfolgte mit 200pM TGF-
B1 (gepunktete Balken) bzw. TGF-32
(schwarze  Balken). Die Daten
reprasentieren Mittelwerte (£ SEM)
dreier unabhangiger Experimente.
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A.11.8.2. Typ lll Rezeptor unabhangige TRRII-B-Signallbertragung

Im Folgenden wurden das TGF-3 Signalibertragungspotential des endogen
exprimierten TGF-B Typ |I-B Rezeptors untersucht. Hierfur bot sich an, die
ligandeninduzierte Phosphorylierung von Smad2, einem TGF-3 spezifischen Smad,
das durch den aktivierten TGF-B Typ | Rezeptor phosphoryliert wird, zu tUberprifen
[199] [200]. Fur dieses Experiment wurden zwei verschiedene Zellinien verwendet,
die sich in der Komposition ihrer TGF-3 Rezeptoren unterscheiden. Die humane
Osteosarkoma Zellinie U20S exprimiert TRRI, TRRII und TRRII-B (s. Abb.22B,
Spuren 1 und 2), jedoch keinen Typ Il Rezeptor (Abb.24, Spalte 4). Die Ratten
Myoblastenlinie L6 exprimiert TRBRI und TRRII, ebenfalls keinen Typ Il Rezeptor
sowie keinen TRRII-B (s. Abb.22B, Spuren 15 und 16 und Abb.24, Spalte 2) [168]
[176]. Das Fehlen einer Expression des TGF-I3 Typ Il Rezeptors in den genannten
Zellinien wurde in einem Bindungs- und Crosslinking-Experiment mit [**1]-TGF-R1
nachgewiesen. Zur Detektion von TRRIII wurde in den Immunprazipitationen der
oRIIl Antikérper verwendet. Zur Proteinauftrennung wurde ein 7,5% SDS-Gel
benutzt. DR-26 Zellen, epitheliale Zellen, die TRRIIl exprimieren, wurden als
Positivkontrolle eingesetzt (Abb.24, Spalte 5) [201].
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Zum Nachweis der Smad2-Phosphorylierung wurden beide Zellinien entweder mit
200pM TGF-R31 oder TGF-R32 30 Minuten lang stimuliert. Die Zellysate wurden tber
SDS-PAGE aufgetrennt und in einem darauffolgenden Western-Blot mit einem o-P-
Smad2 Antikorper (vgl. 1V.2.7.) analysiert, der spezifisch die phosphorylierte Form
von Smad?2 erkennt [202]. Um sicher zu gehen, dal3 die Taschen der SDS-Gele mit
gleichen Proteinmengen beladen wurden, wurde die Western-Blot Membran gestrippt
und erneut mit einem aSmad2 Antiserum (vgl. 1V.2.7.), das Smad2 auch in
unphosphoryliertem Zustand erkennt, inkubiert (Abb.25, untere Reihe).

In L6 Zellen liegt Smad2 nach Stimulation mit TGF-31 phosphoryliert vor (Abb.25,
Spalte 5), wahrend der Phosphorylierungsgrad nach Behandlung mit TGF-R2
deutlich geringer ist (Abb.25, Spalte 6). In U20S Zellen hingegen wird Smad2 durch
TGF-B32 in gleichem Mal3e wie durch TGF-B1 Stimulation phosphoryliert (Abb.25,
Spalten 2 und 3). TRRIII bindet alle drei TGF-3 Isoformen mit hoher Affinitat und ist
v.a. fir eine Bindung von TGF-32 an den Signalkomplex essentiell [168] [188] [189].
Die TGF-R2 vermittelte Reaktion in U20S Zellen ist jedoch unabhangig von der
Anwesenheit des Typ Ill Rezeptors. Die TGF-32 vermittelte Smad2-Phosphorylierung
ist vermutlich auf die zusatzliche endogene Expression des TRRII-B in dieser Zellinie

zuriickzufiuhren.
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Abb.25 TRRII-B transduziert TGF-32 Signale Uber Smad2 unabhéngig von einer
TRRI Expression. U20S und L6 Zellen wurden mit jew. 200 pM TGF-31 oder TGF-
32 stimuliert. Die phosphorylierte Form von Smad2 wurde mit Hilfe eines o-P-
Smad2 Antikorpers detektiert. Zur Ladungskontrolle wurde ein a-Smad2 Antiserum
verwendet (untere Reihe). Dieses Experiment wurde von M. Lutz, Biozentrum
W rzburg, durchgefuhrt.

In einem Reportergenexperiment mit U20S Zellen konnten die Smad2-
Phosphorylierungs-Daten bestéatigt werden. U20S Zellen wurden hierflr unter
Verwendung von Lipofectamin (Life Technologies) mit dem TGF-R3-sensitiven
Reportergenplasmid p3TP-luc in Kombination mit pRL-TK als Referenz transfiziert.
Die Zellen wurden mit 200 pM TGF-R1 bzw. TGF-32 fur 18 — 24 h stimuliert. Abb.26
veranschaulicht die Ergebnisse der Luziferase-Messung. Durch Stimulation mit
beiden TGF-R Isoformen wurde Luziferase-Expression induziert.

25
Abb.26 U20S Zellen wurden
mit p3TP-luc und pRL-TK als
Referenz  transfiziert.  Die
24 —I— Stimulation erfolgte mit 200pM
TGF-B1 bzw. TGF-B2. Die
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In einem weiteren Reportergenexperiment sollten L6 Zellen bezlglich

ihrer

Responsivitat gegeniber TGF-31 und —32 untersucht werden. Die Zellen wurden mit

dem Reportergen p3TP-luc und dem Referenzplasmid pRL-TK uber Lipofectamin

transfiziert. In drei weiteren Ansatzen wurde jeweils eine Rezeptor-cDNA (TRRII,
TRRII-B oder TRRII) co-transfiziert. Die Stimulation wurde mit 200 pM und 500 pM
TGF-R1 (weilRe und hellgraue Saulen) bzw. TGF-32 (graue und schwarze Saulen)

durchgefihrt.
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Abb.27 L6 Zellen wurden mit den angegebenen Rezeptorkonstrukten, sowie mit p3TP-luc
als auch pRL-TK transfiziert. Zur Stimulation wurden jew. 200 pM (weife und dunkelgraue
Saulen) und 500 pM (hellgraue und schwarze Saulen) TGF-31 bzw. TGF-R2 verwendet. Die
Daten wurden bezuglich pRL-TK-Aktivitat relativiert und représentieren ein Mittel aus drei
unabhangigen Experimenten.
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Die parentale L6 Zellinie ist responsiv gegenuber der TGF-B1 Isoform (Abb.27,
Saulen, 2 und 3), aber zeigt nur geringe Induktion der Luziferaseaktivitat bei
Stimulation mit TGF-32 (Abb.27, Saulen 4 und 5). Transfektion von TRRII cDNA in
diese Zellen fuhrte zu keinem Anstieg der Responsivitat gegentber TGF-32 (Abb.27,
Saulen 7 bis 10). Dies deutet darauf hin, dal3 die Anwesenheit von TRRIl und TRRI
an der Zelloberflache nicht ausreicht um den Liganden TGF-R2 zu binden. Durch
Einbringen von TRRIII konnte die Zellinie sensitiv fir TGF-R2 gemacht werden, was
sich in einem starken Anstieg der Luziferaseaktivitdt nach Stimulation sowohl mit 200
pM als auch mit 500 pM Ligand offenbarte (Abb.27, Saulen 19 und 20). Besonders
interessant ist die Feststellung, dal zusétzliche Expression von TRRII-B in
parentalen Zellen ebenfalls einen Anstieg der TGF-R2 vermittelten Luziferase-
Expression bewirkte (Abb.27, Saulen 14 und 15). Diese Ergebnisse zeigen, dal3 eine
TRRIIl-unabhangige TGF-R2-Signaltubertragung mittels TRRII-B stattfindet.

A.11.9. Studien zu Interaktion und Signaltransduktion von TRRII-B und

Typ | Rezeptoren der TGF-3 Superfamilie, den Alks (activin receptor-like

kinases)

Der TGF-B Typ Il Rezeptor interagiert nach Ligandenbindung mit TRRI (Alk 5), um
diesen zu aktivieren und eine Signalweiterleitung zu ermoglichen [22]. Es sollte nun
hinterfragt werden, ob TRRII-B, genauso wie TRRII, ausschliellich bzw.
vorzugsweise mit Alk 5 reagiert, oder ob der alternativ gespleildte Rezeptor in der
Lage ist auch mit anderen Typ | Rezeptoren (Alk 1 — 7) zu interagieren und eine
Signalweiterleitung zu praktizieren.

A.11.9.1. Bindungsstudie zur Interaktion von TRRII-B mit Alks

Anhand von Bindungs- und Crosslinking-Experimenten mit [**°I]-TGF-R1 bzw. [**I]-
TGF-R32 sollte das Vorhandensein von Interaktionen zwischen den verschiedenen
Alks und TRRII-B untersucht werden. Hierfur wurden die Typ | Rezeptorkonstrukte in
Kombination mit TBRII-B in COS-7 Zellen exprimiert und anschlieRend mit aCRII
bzw. oHA (zur Erkennung der HA-getagten Alk-Konstrukte) immunprazipitiert.
Besteht eine ligandeninduzierte Interaktion zwischen den beiden Rezeptoren, so

kann der gesamte Rezeptorkomplex durch beide Antikdrper prazipitiert und auf dem
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SDS-Gel sichtbar gemacht werden. In Abb. 28 sind nur die Ergebnisse dargestellt,
die mit Alk 1-HA bzw. Alk 4-HA Konstrukten in Kombination mit TRBRII-B erhalten
wurden. Die Daten aus Versuchen mit den tbrigen Alks sind hier aufgrund schlechter
Qualitat der Gele nicht aufgefuhrt. Der Alk 5/TRRII-B Komplex diente als
Positivkontrolle. Aus Abb.28 geht hervor, da3? sowohl Alk 1 als auch Alk 4
unabhangig von der gebundenen TGF-3 Isoform mit TRRII-B interagieren. Gleiches
wurde bei Verwendung der Gbrigen Alk-Konstukte beobachtet (hier nicht gezeigt). Es
scheint demnach eine generelle Affinitdt zwischen TRRII-B und Typ | Rezeptoren der
TGF-3 Superfamilie zu bestehen.

— bt

oCRI: | * + + | + + + + |+
aHA: + + + +
125-TGFR1 125 TGFR2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abb.28 Bindungs- und Crosslinking-Experiment zum Nachweis von Interaktionen von TRRII-B
mit Alk 1 bzw. Alk 4. Die Rezeptoren wurden in angegebenen Kombinationen in COS-7 Zellen
exprimiert. Als Liganden wurden [**°I]-TGF-R1 und [*°I]-TGF-B2 verwendet. Die eingesetzten
Antikérper sind angegeben.

A.lI1.9.2. Untersuchungen zur Signalibertragung via TRRII-B/Alk-
Komplexe

Es wurden Reportergenstudien in R1b/L17 Zellen vorgenommen, bei denen die
verschieden Typ | Rezeptoren (Alk 1 — 7) in An- und Abwesenheit von TRRII-B
exprimiert wurden. Wie bereits erwéahnt, verfigen R1b/L17 Zellen Uber keinen
funktionalen TGF-B Typ | Rezeptor [197], exprimieren zwar TRRII, aber wie Mv1Lu
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Zellen, keinen TRRII-B. Bekanntlich kann durch Transfektion von TRRI (Alk 5) die
TGF-3 Responsivitdt von R1b/L17 Zellen wiederhergestellt werden. Nachdem TRRII
nur Uber Alk 5 agiert, sollte die Uberexpression eines anderen Typ | Rezeptors keine
TGF-I vermittelte Genantwort in R1b/L17 Zellen induzieren. Konnte jedoch TRRII-B
einen dieser Typ | Rezeptoren TGF-R-abhangig aktivieren, so sollte
Luziferaseaktivitdt mel3bar sein wenn beide Rezeptoren in R1b/L17 Zellen exprimiert
werden. Um dies zu untersuchen wurde die transkriptionelle Aktivierung der
Reportergenplasmide p3TP-luc (Abb.29A) [15] und pSBE-luc (Abb.29B) [65] nach
Stimulation mit 240 pM TGF-B1 oder TGF-R2 bestimmt. Beim pSBE-luc
Reporterkonstrukt sind dem Luziferasegen vier Smad-Bindungs-Elemente (SBESs)
vorangeschaltet, an die sich sowohl TGF-3- also auch BMP-aktivierte Smad-
Komplexe anlagern kénnen.

Im Fall von p3TP-luc fuhrte nur die Expression von Alk 5 zur Induktion des
Reportergens (Abb.29A, Spalten 9 und 10). Dies war unabhangig von einer Co-
expression des TRRII-B, die lediglich einen Anstieg des ligandenunabhéngigen
Signals zur Folge hatte (Abb.29A, Spalte 10). Zu erwahnen ist weiterhin eine geringe
Geninduktion nach Stimulation mit TGF-31 bei Co-expression von TRRII-B und Alk 4,
dem Aktivin Typ I-B Rezeptor (Abb.29A, Spalte 8). Aus diesen Daten geht hervor,
daR3 die TRRII-B-Signalubertragung auf den Smad2/3 Signalweg vornehmlich durch
die Aktivierung von Alk 5 zustande kommt.

Das Reportergen pSBE-luc, das neben Smad2/3 auch Uber Smad1/5/8 aktiviert
werden kann, wurde ebenfalls in erster Linie durch die Expression von Alk 5 Uber
Smad?2/3 induziert (Abb.29B, Spalten 9 und 10). Zuséatzliche Expression von TRRII-B
fuhrte ebenfalls zur Erh6hung des ligandenunabhéngigen Signals hatte jedoch sonst
keinen Einflul auf die Signalstarken (Abb.29B, Spalte 10). Transfektion von Alk 1,
Alkk 3 (BMP Typ I-A Rezeptor) und Alk 6 (BMP Typ I-B Rezeptor) produzierte
ligandenunabhéngige Genexpression, welche durch die Stimulation mit TGF-31 oder
TGF-32 nicht oder nur leicht beeinflu3t wurde. Diese Signale wurden durch die
Uberexpression des TRRII-B kaum verandert (Abb.29B, Spalten 1, 2, 5, 6, 11 und
12). Bemerkenswert ist die hohe ligandenunabhangige Induktion der
Luziferaseaktivitat bei Expression von Alk 4 (Abb.29B, Spalten 7 und 8). Eine
Signaliibertragung via Alk 2 (Aktivin Typ I-A Rezeptor) und Alk 7 blieb vollstandig aus
(Abb.29B, Spalten 3, 4, 13 und 14).
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Abb.29A+B Reportergenexperimente in R1b/L17 Zellen zur TRRII-B Signalweiterleitung Uber die

verschiedenen Alks. (A) Messung der Induktion des p3TP-luc Reportergens. (B) Messung der

Induktion des pSBE-luc Reportergens. Es ist angegeben welche DNA transfiziert und mit welchen

Liganden stimuliert wurde.
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A.11.9.3. Untersuchungen zum pSBE-luc-Reportergenkonstrukt

Wie bereits erwahnt wird das pSBE-luc Reportergen durch Transfektion
unterschiedlicher Alks, wie z.B. Alk 1, Alk 3, Alk 4 und Alk 6, ligandenunabhéangig
induziert (vgl. Abb.29B). Diese Induktion wird durch Zugabe von TGF-3 nur
geringfigig verandert, in den meisten Fallen verringert. Aufgrund dieser
Beobachtung stellte man sich die Frage, ob das verwendete pSBE-luc Konstrukt
maoglicherweise  kryptische’, durch anderweitige Transkriptionsfaktoren aktivierbare
Promotorregionen beinhaltet, die eine Expression des Luziferasegens unabhéangig
vom Smad-Pathway initieren kdnnen [203]. In einem derartigen Fall, wirde ein
Fehlen der SBE4-Region im Konstrukt die beobachteten Luziferase-Signale nicht
beeinflussen, da diese Uber Bindung anderer Faktoren an entsprechende DNA-
Sequenzen induziert wirden. Um dies zu Uberprufen wurde die Smad-Bindungsstelle
(SBE;) aus dem pSBE-luc Reporterkonstrukt durch Restriktionsverdau mit den
Enzymen Xho | und Bgl Il entfernt. Die entstandenen Schnittstellen wurde mit Hilfe
des Klenow-Fragments aufgeflllt und anschliel3end religiert. Die Richtigkeit des
Plasmids der hergestellten Reportergen-Variante, pSBE-luc(-), wurde durch
Sequenzierung uberpruft.

PSBE-luc(-) wurde dann in verschiedenen Reportergenexperimenten, die in Abb.30
aufgefuhrt sind, eingesetzt. Zum einen wurde die TGF-3 responsive Zellinie Mv1Lu
mit den Reportergenkonstrukten pSBE-luc bzw. pSBE-luc(-) in Kombination mit pRL-
TK Uber Lipofectamin transfiziert (Abb.30, Grafik A). Stimuliert wurde sowohl mit
TGF-R1 als auch TGF-32. In weiteren Ansatzen wurden R1b/L17 Zellen verwendet.
Diese wurden neben den angegebenen Reportergenen jeweils mit Alk 5, Alk 4 und
Alk 6 co-transfiziert (Abb.30, Grafik B, C und D). Die Messungen der
Luziferaseaktivitaten im Fall von transfiziertem pSBE-luc sind mit den Ergebnissen in
Abb.29B vergleichbar. Transfektion von pSBE-luc(-) hingegen fuhrt in R1b/I17 Zellen
zu fast vollstdndiger Reduktion des Luziferase-Signals, unabhangig von Alk-
Expression und TGF-B Stimulation. Im Fall von MvlLu Zellen sinkt die
Luziferaseaktivitat auf die Stufe unstimmulierter Zellen. Aufgrund des Ausbleibens
der Luziferase-Expression bei Verwendung der pSBE-luc(-) Variante, ist die
beobachtete ligandenunabhangige Luziferase-Expression bei Alk 4 oder Alk 6
Transfektion in R1b/L17 Zellen nicht auf  kryptische’ Bindungsstellen im
Reportergenplasmid zurtickzufiihren, sondern entsteht Uber eine Aktivierung der

SBE,-Region des Luziferase-Konstruktes.

62



A.ll. Ergebnisse

8 16

- Ono ligand 14 Eno ligand
240pM R1 7 240pM R1

6 E 240pM B2 12 4 B 240pM R2

10

Luziferaseaktivitat
D

Luziferaseaktivitat
©

0 l_-_

Mv1Lu MviLu R1b + Alk 5 Rib + Ak 5
pSBE-luc pSBE-luc (-) pSBE-luc pSBE-luc (-)
C D
6 6
Ono ligand O no lig.
s | m240pM B1 5 | 240pM R 1
B 240pM 32 240pM R 2
T 4 T 4
= s
k> k>
< o]
§ 3 § 3
8 8
5 24 5 2
- -
1 1 A
0 0
Rib + Alk 4 R1b + Alk 4 Rib + Alk 6 R1b + Alk 6
PSBE-luc pPSBE-luc (-) pSBE-luc PSBE-luc (-)

Abb.30 Luziferase-Messungen zur Induzierbarkeit des pSBE-luc Reportergens. Es wurden MvlLu
Zellen (Grafik A), sowie R1b/L17 Zellen (Grafiken B-D) verwendet. Fiir die Transfektion eingesetzte
DNAs und verwendete Liganden sind den Beschriftungen zu entnehmen. Die Luziferaseaktivitaten sind
in arbitraren Einheiten angegeben.
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A.11.10. Untersuchungen zur Spezifitat dominant negativer TGFE-[3 Typ |l

Rezeptoren (Acyt-Mutanten)

Zur Inhibierung von Genfunktionen auf Proteinebene werden héufig Proteinmutanten
eingesetzt, die auf ihr wildtypisches Gegenstiick dominant negativ wirken. Im Hinblick
auf den TGF-B Typ II-B Rezeptor stellt sich die Frage, ob die verkirzte Form des
TGF-B Typ Il Rezeptors (TRRII-Acyt), deren dominant negative Wirkungsweise
gegenuber TRRII gezeigt ist, auch mit dieser alternativ gespleil3ten Rezeptorvariante
interagiert und sie in ihrer Funktion inhibiert. Falls dies nicht so ist, waren bisherige
TRRII-Acyt Experimente in Frage zu stellen, da dann nicht von einer vollstandigen
bzw. gleichwertigen Unterdriickung der TGF-3 Signale ausgegangen werden kann.

Die Spezifitat von TRRII-Acyt sowie von TRRII-B-Acyt, einem analog trunkierten
TRRII-B Rezeptors, ist im Hinblick auf ihre wildtypischen Interaktionspartner von
grolRem Interesse, da so eventuell Untersuchungen zur spezifischen TRRII- bzw.
TRRII-B-vermittelten Signaltbertragung und Genexpression durchfihrbar werden.
Wenn durch Uberexpression von TRRII-B-Acyt ein spezifisches Ausschalten des
TGF-I3 Typ 1I-B Rezeptors in einzelnen Geweben mdglich ware, kdnnten anhand von
phanotypischen Auswirkungen, Ruckschliisse auf die spezifische Funktion dieses
Rezeptors in einem bestimmten Gewebe gezogen werden. Ebenfalls von Interesse
ist in diesem Zusammenhang die Isoformspezifitat des Typ |I-B Rezeptors, da
maoglicherweise durch Inhibierung von TRRII-B ein Wirken von TGF-32 unterbunden
werden kann. Dies kénnte beispielsweise fur Zellen, die keinen TGF-3 Typ Il

Rezeptor exprimieren, von Bedeutung sein (z.B. U20S-Zellen).

A.11.10.1. Herstellung der Acyt-Konstrukte

Die trunkierten Rezeptorkonstrukte wurden mit Hilfe von PCR-Mutagenese
hergestellt. Hierflr wurden Typ Il Rezeptor spezifische Primer hergestellt: DC-1 fuhrt
ein Stopcodon anstelle von Ser199 ein, DC-2 ist der entsprechend reverse Primer zu
DC-1, DC-3 fuhrt eine BamH1 Schnittstelle ein, um das PCR-Produkt anschlieend
mit Restriktionsenzymen behandeln zu kénnen. Au3erdem wurde der HH-P1 Primer
verwendet, welcher vor der Start-AS eine Hindlll Schnittstelle einbringt
(Primersequenzen siehe Anhang). Als Templates wurden die TRRII-B-HA sowie
TRRII-HA Konstrukte (beide in pcDNA1) verwendet, welche Uber extrazellulare HA-
Epitope verfugen. Es wurden nun PCR-Reaktionen mit den Primerkombinationen
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HH-P1/DC-1 sowie DC-2/DC-3 durchgefihrt, die Produkte eluiert und in Kombination
als Matrize fur die folgenden rekombinanten PCRs eingesetzt. Die so erhaltenen
Produkte wurden mit den Restriktionsenzymen Hind Il und BamH | verdaut und in
den analog geschnittenen Expressionsvektor pcDNA3.1 einligiert. Nach
Transformation von DH5c Bakterien mit den Ligationsansatzen, wurden die
gewachsenen Klone mittels analytischer PCR nach Positiven durchsucht. Die
Plasmid-DNAs wurden prapariert und die Richtigkeit der Konstrukte mittels
Sequenzierung Uberprift. Die Vorgehensweise bei der PCR-Mutagenese ist in Abb.
31 schematisch dargestellt.

Die klonierten A-cyt-Mutanten von TRRIlI und TRRII-B, die beide ein HA-Epitop im
extrazellularen Bereich (zwischen AS 26 und 27) tragen, konnten fur die folgenden

Versuche eingesetzt werden.

wt-TRRII/II-B
. —>
1. PCR: HH-P1 DC-1(Stop)
. <4
2. PCR: DC-2(Stop) DC-3(BamH I)
. —> <4
rek. PCR: HH-P1 DC-3(BamH I)
Stop
| { ] |
Hin(lj 11l Ban%H |
verkirzter Rezeptor

Abb.31 Schema zur Herstellung verkurzter Rezeptorkonstrukte. Durch rekombinante
PCR wird nach der juxtamembranen Doméane der Typ Il Rezeptoren ein Stopcodon
eingefihrt, was zu einem verkirzten Polypeptid fihrt. Durch Primer werden aul3erdem
zusétzliche Schnittstellen eingefihrt, um eine anschlieRende Subklonierung in
Expressionsplasmide zu ermdglichen.

A.l11.10.2. Proteinexpression von wildtypischen und trunkierten TGF-R3
Typ Il Rezeptoren

Um die Expression der TRRII/-RII-BA-cyt-HA Konstrukte, sowie der wt-Rezeptoren
(TBRI-KHA und TRRI-B-HA) zu testen, wurden COS-7 Zellen mit den
entsprechenden Plasmiden transient transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert
und eine Immunprézipitation mit anschlieBendem Western-Blot durchgefihrt. Die wt-
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Rezeptoren konnten mit aCRIl (erkennt Peptid im zytoplasmatischen Bereich)
immunprazipitiert werden. Fir TRRII-B-Acyt-HA wurde der Typ 1I-B spezifische
Antikdrper ohRII-B verwendet, wéhrend TRRII-Acyt-HA nur mit oHA detektiert
werden konnte. Die Expression aller vier Konstrukte konnte im anschliel3enden
Western-Blot mit aHA nachgewiesen werden (Abb.32, Spalten 2-5).

Im Gleichen experimentellen Ansatz wurde versucht, eine ligandenunabhangige
Oligomerisierung der wt-Rezeptoren mit den trunkierten Mutanten zu detektieren.
COS-7 Zellen wurden hierfir mit Rezeptorkombinationen wie in Abb.32, Spalten 6-8
angegeben, transfiziert und die wt-Rezeptoren mit aCRIl immunprazipitiert. Im
anschlieRenden Western-Blot mit aHA sollten neben den wt-Rezeptoren die co-
prazipitierten trunkierten Rezeptoren sichtbar gemacht werden. Jedoch erscheinen
neben den Signalen fur die wt-Rezeptoren keine die den A-cyt-Mutanten
entsprechen. Ein Nachweis der Oligomerisierung scheint in einem derartigen

Versuchsansatz nicht maglich.

RII-HA

RII-Acyt-HA +
RII-B-HA +

RII-B-Acyt-HA + +

RII-B-HA g .
RII-HA . . "-"

RII-B-Acyt-HA ¥
RII—Acyt—HA[[ -
IP aCRIl ahRIIB| oaHA aCRIl
WB aHA

Abb.32 In WB-Experimenten mit vorangegangener Immun-
prazipitation konnte die Expression der wt-Rezeptoren sowie der
A-cyt Mutanten in COS-7 Zellen nachgewiesen werden.
Oligomerisierung von full-length® Rezeptoren und verkirzten
Rezeptoren konnte nicht gezeigt werden.
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A.11.10.3. Expression von TRBRII-B-Acyt-HA an der Zelloberflache und
ligandenabh&ngige Oligomerisierung

Zur Detektion des TRRII-B-Acyt-HA an der Oberflache wurde ein Bindungs- und
Crosslinking-Experiment mit [**°1]-TGF-B1 durchgefiihrt. AuBerdem sollte so die
Fahigkeit zur Ligandenbindung Uberprift werden. COS-7 Zellen wurden hierflr mit
TRRII-B-Acyt-HA (Abb.33, Spalte 1), sowie zur Kontrolle mit TRRII-B-HA (Abb.33,
Spalte 2), transfiziert. Das Labelling erfolgte mit 360 pM ['*I]-TGF-R1, die
Immunprazipitation mit dem Typ II-B spezifischen Antikorper ohRII-B. Die Proteine
wurden anschlieBend durch Gelelektrophorese aufgetrennt und konnten
autoradiographisch sichtbar gemacht werden. Es konnte so gezeigt werden, daf3
sowohl TRRII-B-Acyt-HA als auch TRRII-B-HA an der Zelloberflache exprimiert

werden und in der Lage sind den Liganden TGF-31 zu binden.

Abb.33 Bindungs- und
Crosslinking-Experiment  zum
Nachweis der Oberflachen-
expression von TRRII-BAcyt-
HA in COS-7 Zellen.

97kDa

66kDa

VH-Kova-IidgL  VH-E-1IIH9L

125).TGFR1
o hRII-B

1 2

In einem weiteren Ansatz wurden TRRII-B-HA und TRRII-B-Acyt-HA co-transfiziert
(Abb.34) um eine ligandeninduzierte Komplexbildung der Rezeptoren nachzuweisen.
Die Immunprézipitation wurde sowohl mit aHA als auch mit «CRII durchgefihrt.

Durch Verwendung von oCRIlI war es moglich beide Rezeptoren im Komplex

nachzuweisen (Abb.34, Spalte 2), aHA lieferte nur ein Signal, das der trunkierten
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Form des Rezeptors entsprach (Abb.34, Spalte 1). Daraus ist zu schlie3en, dal3
TRRII-B und TRRII-B-Acyt nur durch Zugabe von TGF-1 einen nachweislichen

Komplex bilden.

97kDa
TRRII-B
66kDa TBRII-BAcyt-HA
o HA o CRII
125 TGFR1
1 2

Abb.34 Nachweis der Komplexbildung aus TRRII-B und TRRII-
BAcyt-HA an der Zelloberflache. Hierfir wurde ein Bindungs-
und Crosslinking Experiment an COS-7 Zellen durchgefihrt.

A.11.10.4. Reportergen Messungen zur dominant negativen Wirkung von
TRRII-Acyt und TRRII-B-Acyt-HA

Zur Untersuchung der inhibitorischen Aktivitat der trunkierten Rezeptoren wurden
Luciferase-Reportergen-Experimente durchgefuhrt. DR-26 Zellen wurden hierbei mit
dem p3TP-luc Reportergen, sowie dem pRL-TK Referenzplasmid transfiziert.
Zusétzlich wurden die Typ Il Rezeptoren (TRRII und TRRII-B) alleine oder zusammen
mit den trunkierten Konstrukten in die Zellen eingebracht (vgl. Abb.35). Nach
Stimulation der Zellen mit 240 pM TGF-R1 bzw. TGF-R2, wurde deren Luziferase-
Expression gemessen. TGF-B Typ Il Rezeptoren sind in der Lage TGF-R3
Responsivitat in DR-26 Zellen wiederherzustellen (Abb.35, Spalten 2 und 6). Ein
Rickgang der Luziferaseaktivitdt bei Co-Transfektion von TRRII-Acyt-HA (Abb.35,
Spalten 3 und 7) oder TRRII-B-Acyt-HA (Abb.35, Spalten 4 und 8) weist auf den
dominant negativen Effekt dieser Konstrukte hin. Auffallig ist das Auftreten

stimulationsunabhangiger Luziferase-Expression bei Transfektion der Typ |
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Rezeptoren (Abb.35, Spalten 2 und 6), was vermutlich auch einen
Uberexpressionseffekt und/oder auf vermehrtes Vorhandensein von TGF-R im
Medium zurtckzufihren ist. Aufgrund der Reduktion dieser Luziferase-Signale bei
Co-Transfektion der A-cyt-Mutanten (vgl. Abb.35, Spalten 2, 3, 4, 6, 7 und 8, weil3e
Saulen) wird hier indirekt der Nachweis fur eine ligandenunabhangige
Komplexbildung von ,full-length* und verkirzten Rezeptoren erbracht.

1 2 3 4 5 6 7 8

O no lig -
O no lig
W 240pM R1 H 9 W 240pM R1 [

0O 240 pM B2 O 240 pM R2

Luziferaseaktivitat
(arbitrare Einheiten)
Luziferaseaktivitat
(arbitrare Einheiten)
[6)]
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840
75,
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77

Abb.35 Reportergenanalyse zur dominant negativen Wirkungsweise der A-
cyt Mutanten der Typ Il Rezeptoren in DR-26 Zellen. Die Daten wurden
beziglich der pRL-TK Aktivitat relativiert und reprasentieren ein Mittel aus
drei unabhangigen Experimenten.
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A.lll. Diskussion

A.lll.1. Klonierung von TRRII-B und alternatives Spleif3en

Bei der Durchfihrung von RT-PCR Reaktionen zur Untersuchung des TGF-3 Typ |l
Rezeptors in verschiedenen Zellinien wurde mit einer bestimmten Primerkombination
(P1/P5) neben dem erwarteten Produkt ein zusatzliches, groReres Produkt
amplifiziert (s. Abb.10). Nach Aufreinigung und Sequenzierung konnte es als cDNA
des TGF-B Typ II-B Rezeptors identifiziert werden. Die beiden Rezeptor-Typen
(TRRII und TRRII-B) unterscheiden sich in einer Insertion von 75 bp bzw. 25 AS im
extrazellularen Bereich des Proteins (s. Abb.11). Durch weiterfihrende
Sequenzierungen der vollstandigen Rezeptor-cDNA konnten keine Verkirzungen
oder anderweitigen Sequenzunterschiede zwischen den beiden Typ Il Rezeptoren
festgestellt werden (Daten werden hier nicht gezeigt), woraus hervorgeht, dalR es
sich bei TEBRII-B um eine gespleildte Form des tR3rll Gens handeln muf3. Waren im
Laufe der Evolution durch Genduplikation zwei unterschiedliche Gene entstanden, so
muften sich durch Auftreten spontaner Mutationen die Gensequenzen an mehreren
Stellen unterscheiden. Die Sequenz von TRRII-B wurde bereits 1994 von drei
unterschiedlichen Arbeitsgruppen in Mensch und Maus beschrieben (s. A.l.5.). Alle
drei vermuteten, dafl die Entstehung des TRRII-B auf alternatives Splei3en
zuruckzufihren ist [191] [129] [192]. Die Hypothese vom alternativen Spleil3en
bestarkte sich auRerdem bei Betrachtung der Exon-Intron-Struktur des tRrll Gens
sowie durch PCR an genomischer DNA (s. A.Il.3.). Die TRRII-B-spezifische Insert-
Sequenz konnte als Bestandteil der Intron-1-Sequenz im tRrll Gen identifiziert
werden. Im Fall von TRRII wird das vollstdndige Intron 1, und somit auch die II-B-
Insert-Sequenz aus der RNA geschnitten. Alternatives Splei3en wird moglich, wenn
die II-B-Insert-Grenzen als neue Spleil3-Donor und —Akzeptor Stellen erkannt
werden. Die Insert-Sequenz wird somit zu einem weiteren kleinen Exon, welches das
Intron 1 in zwei Teile teilt (Intron 1A und Intron IB) und in der mRNA erhalten bleibt (s.
Abb.14). Ob fur diesen alternativen Spleil3vorgang spezielle Faktoren vorhanden sein
mussen und ob die Existenz dieser Splei3faktoren fir das Auftreten alternativer
SpleiRformen limitierend ist, ist noch ungeklart.
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A.lll.2. Ligandenbindung und Komplexbildung

A.lll.2.1. Ligandenbindungsmodus von TRRII-B

Die drei in Saugern identifizierten TGF-B Isoformen zeigen auffallend groR3e
Sequenzhomologien, unterscheiden sich jedoch stark in ihren in vivo Funktionen wie
sich anhand der einzelnen Gen-Knockout-Phanotypen erkennen laRit (s. A.l.1.). Es
mufd also ein gewisser evolutionarer Druck bestanden haben, durch den einerseits
Differenzen entwickelt und gleichzeitig Ahnlichkeiten aufrecht erhalten wurden.
Unterschiede der TGF-3 Isoformen zeigen sich u.a. bei der Bindung an ihre
Rezeptoren. So kann die TGF-32 Isoform nicht direkt an TERII binden [185] sondern
bendtigt die  Co-Expression des Typ Il Rezeptors und dessen
ligandenprasentierende Funktion (s. A.l.4.2.) [176] [193]. Aufgrund dieses
unterschiedlichen Bindungsverhaltens der TGF- Isoformen wurde in einigen
Bindungs- und Crosslinking Experimenten das Bindungs- und Interaktionsverhalten
von TRRII-B im Vergleich zu TRRII untersucht. Es konnte hierin gezeigt werden, dal
TRRII-B im Gegensatz zu TRRII alle TGF-3 Isoformen, bemerkenswerterweise auch
TGF-32, ohne Mithilfe eines weiteren Rezeptortyps bindet (s. A.11.4.). Die N-terminale
Insertion des TRRII-B scheint fiur dieses unterschiedliche Bindungsverhalten
verantwortlich zu sein, erhéht aber nicht unspezifisch die Affinitdt gegenuber allen
Mitgliedern der TGF-R Superfamilie, da z.B. keine Bindung an Aktivin oder BMP
festgestellt werden konnte (Abb.15). In weiterfihrenden Co-Expressionsstudien
konnte die Interaktion des TRRII-B mit TBRI und TRRIIl in Anwesenheit aller drei
Isoformen nachgewiesen werden. Nachdem es offensichtlich zu einer
Heterooligomerisierung von TRRII-B und TRRIII kommt, die eigentlich fur eine TGF-
32 Bindung nicht erforderlich ist, stellt sich die Frage, ob der Ligandenbindung tber
das Heterooligomer eine andere physiologische Bedeutung zukommt als der direkten
Bindung. Es konnte in diesen Versuchen wiederholt bestatigt werden, daf? TRRII nur
in Anwesenheit eines co-exprimierten Rezeptors, TRRI oder TRRIII, in der Lage ist
TGF-32 zu binden (Abb.16A und B). Von Rodriguez et al. (1995) wurde postuliert,
dalR neben TRRIIl ein Vorhandensein praformierter Komplexe aus TRRII und TRRI
essentiell fir die TGF-R2 Bindung ist [31]. Die Beobachtung, daf3 in vivo die Mehrheit
der Typ | und Il Rezeptoren als Homodimere und nicht als Heterooligomere in
Abwesenheit des Liganden an der Zelloberflache vorhanden sind, spricht allerdings
gegen diese Theorie [194] [195]. Bindung von TGF-R2 an den TRRI/TRRI
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Rezeptorkomplex kann zwar durch Co-Expression der Rezeptoren in COS-7 Zellen
erreicht werden, ist aber vermutlich auf die starke Uberexpression der Rezeptoren
und teilweise auf endogenes Vorhandensein von TRRIII zurtickzufiihren. Rodriguez
stutzt seine Theorie der vorgeformten Komplexe auf eine Beobachtung von Lopez-
Casillas et al, der auch in Abwesenheit von TRRIIl eine gewisse
wachstumsinhibierende Wirkung von TGF-32 in LgEs Zellen nachweisen konnte
[176]. Ob dieser TGF-32 Effekt Uber den sehr geringen Anteil préformierter
TRRII/TRRI Komplexe und/oder Uber direkte Bindung an TRRIl — immerhin ist eine
gewisse, wenn auch geringe Affinitat des TRRII gegeniiber TGF-R32 vorhanden - oder
Uber Bindung an TRRII-B, dessen Expression nie Uberprift wurde, vermittelt wird, ist
jedoch ungeklart [167] [186].

In Mv1lLu und R1b/L17 Zellen, also Zellen, in denen die TGF-3 Rezeptoren endogen
exprimiert werden (R1b/L17 Zellen verfigen tUber TRRII und TRRII, aber keinen
funktionalen Typ | Rezeptor [204]), konnte nochmals bestatigt werden, dal3 eine
Bindung von TGF-R2 an TRRII nicht essentiell von dem Vorhandensein eines Typ |
Rezeptors und praformierter Komplexe abhangig ist, aber durchaus von der TRRIII
Expression (s. Abb.17). Denn wie in MvlLu Zellen ist auch in R1b/L17 Zellen trotz
Fehlen von TRRI eine TGF-R2 Bindung an den Typ |l Rezeptor detektierbar. Dies ist
nicht verwunderlich, da MvlLu und abgeleitete Zellinien, wie R1b/L17 und DR-26,
nachweislich das TRRIIl Polypeptid exprimieren (vgl. Abb.24). Nachdem in diesen
Zellinien kein TGF-B Typ II-B Rezeptor detektierbar ist (vgl. Abb.22), ist hier das
Vorhandensein von TRRIII fir die 32 Bindung und Signallibertragung von grofRer
Wichtigkeit.

Erwéhnt sei an dieser Stelle, dal’3 aufgrund der Eigenschaft von Endoglin kein TGF-
32 binden zu kénnen [205], hier der Versuch unternommen wurde herauszufinden,
ob die Co-Expression von TRRII-B die Bindung von TGF-32 an Endoglin erméglicht.
Zu diesem Zweck wurde ein Bindungs- und Crosslinking-Experiment mit [**°1] TGF-
32 in COS-7 Zellen durchgefihrt, bei dem Endoglin mit TRRII-B co-transfiziert wurde.
Es ging daraus hervor, daf3 eine Bindung von TGF-R2 an Endoglin auch in
Anwesenheit von TRRII-B ausbleibt. Dieses Experiment mul3 aus Grinden der
Reproduzierbarkeit wiederholt werden und ist daher im Ergebnisteil nicht aufgefihrt.
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A.lll.2.2. Oligomerisierungsverhalten von TRRII-B

In einem weiteren Ansatz wurde die Oligomerisierung der Typ |l Rezeptoren, T3RII-B
und TRRII, untereinander untersucht. In Anwesenheit von Liganden wurde hierbei
versucht, Komplexe aus Epitop-markierten und unmarkierten Rezeptoren in
aufeinanderfolgenden Immunpréazipitationen zu detektieren. Es konnte gezeigt
werden, dal’3 ligandenabhéangig Heterooligomere aus TRRIl und TRRII-B gebildet
werden und dal3 diese Komplexe in der Lage sind sowohl TGF-31 als auch TGF-32
zu binden (s. Abb.18). Demnach reicht eine einzelne Rezeptor-Untereinheit des
TRRII-B aus um eine TGF-R2 Bindung an beide Rezeptorketten, auch die des TRRII,
zu ermdglichen. Mit welcher Signifikanz diese heterooligomeren Komplexe in
endogen exprimierenden Zellen auftreten und welche physiologische Bedeutung
ihnen zukommt, ist ungeklart. Es ist allerdings durchaus denkbar, dal’3 durch diese
Art der Rezeptor-Heterodimerisierung eine erhohte Variabilitat bei der
Signallibertragung erreicht werden kann.

Es existieren neben TGF-3 Homodimeren auch TGF-3 Heterodimere (TGF-31.2 und
TGF-32.3) in vivo, die sich aus zwei in ihrer Struktur leicht unterschiedlichen
Monomeren zusammensetzen. Ein Liganden-Heterodimer, wie z.B. TGF-31.2, stellt
somit beziuglich Bindungseigenschaften und Signallibertragungspotenz eine
Zwischenstufe zwischen TGF-B1 und TGF-32 dar. Daher ist TGF-31.2, verglichen
mit TGF-32, zu einer starkeren Bindung an TRRII fahig, erreicht aber trotzdem nicht
die Qualitat einer reinen TGF-R1-Bindung [196] [206]. Rezeptor-Heterodimere wie
TRRI/TRRII-B, deren Untereinheiten unterschiedliche Affinitditen gegeniber den
einzelnen TGF-3 Isoformen zeigen, koénnten demnach ideale
Signaltbertragungsrezeptoren fur heterodimere Liganden darstellen.

Versuche, diese Rezeptor-Heterooligomerisierung in Abwesenheit von Liganden
mittels IP/WB-Experimenten nachzuweisen, scheiterten. Ebenso war es nicht
maoglich mit dieser Methode eine ligandenunabhéngige Homodimerisierung, wie sie
fur TRRII bekannt ist, auch far TRRII-B zu zeigen. Es war schon immer
problembehaftet oligomere Komplexe der TGF-8 Typ Il Rezeptoren (auch des Typ Il
Rezeptors, [193]) aufgrund ihrer labilen Konstitution ohne stabilisierende
Unterstlitzung eines chemisch vernetzten Liganden nachzuweisen. Diese
Rezeptorkomplexe halten keiner Behandlung mit Detergenzien, wie sie bei der
Zellyse  verwendet werden, stand und sind daher mit Ublichen

Immunprazipitationsprotokollen kaum detektierbar. Auch Versuche bei denen mit
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Hilfe zusétzlicher Proteinmarkierung, wie Biotinylierung oder [**S]-Labelling, selbst
geringe Rezeptor-Mengen sichtbar gemacht werden kdnnten, schlugen daher fehl.
Nachweise zur ligandenunabhangigen Homooligomer-Bildung von TRRII konnten
auch von anderen Arbeitsgruppen nur unter Verwendung von Techniken wie FACS-
Analyse, Sucrose-Gradienten-Zentrifugation oder Co-Patching durchgefiihrt werden
[207] [194] [193]. In dieser Arbeit wurde allerdings anhand von Reportergenstudien
mit dominant negativen Rezeptorkonstrukten, die in Punkt A.Ill.10.4. beschrieben
sind, indirekt ligandenunabhéngige Homo- und Heterooligomerisierungen gezeigt. In
weiterfuhrenden Experimenten soll aber auch mittels Co-Patching-Studien die Homo-
und Heterooligomerisierungen des TGF-3 Typ II-B Rezeptors genauer zu analysiert

werden.

A.lll.3. Analyse der TGFE-32 Bindung an TRRII-B

A.lll.3.1. Alternative Ligandenbindungsstellen am Typ |I-B Rezeptor ?

Die Insertion des TRRII-B, die auf alternatives Spleil3en zurlickzufiihren ist, macht
einen entscheidenden strukturellen Unterschied zwischen den beiden Typ I
Rezeptoren aus und beeinfluf3t mit grof3er Wahrscheinlichkeit das Bindungsverhalten
des TRRII-B. TGF-32, wie auch die anderen Isoformen, werden an diesen Rezeptor,
im Gegensatz zu TRRII, hochaffin gebunden. Dies lieRe sich durch eine Veranderung
innerhalb der Ligandenbindungsstelle oder durch eine andere Lokalisierung dieser
Bindungsstelle erklaren. Die Insertion des TRRII-B enthalt zwei Cystein-Reste und
eine potentielle N-Glykosylierungsstelle (Asn48), also Aminosauren, die fir den
strukturellen Charakter einer potentiellen neuen Bindungsstelle wichtig sind und
diese somit favorisieren. Der Austausch dieser AS-Reste gegen Alanin zeigt jedoch
keine signifikanten Veranderungen im TGF-2-Bindungspotential dieser TRRII-B-
Konstrukte (s. A.ll.6.1. und A.ll.6.2.). Ebenso wird die Fahigkeit mit TRRI zu
interagieren nicht beeinflu3t (Daten sind unter A.lll. nicht gezeigt).

Alternativ sollte mit Hilfe von Tunicamycin, einem deglykosylierenden Agens, die
Wichtigkeit der zusatzlichen N-Glykosylierungsstelle des TRRII-B fur die TGF-R
Bindung untersucht werden. Von Wells et al. (1997), wurde bereits gezeigt, dal3
Tunicamycin-Behandlung transfizierter COS-7 Zellen die Bindung von TGF-R1 an
TRRII nicht beeintrachtigt [208]. Vergleichbare Ergebnisse zur Bindung von TGF-31
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und TGF-B2 wurden mit Tunicamycin-behandelten TGF-3 Typ II-B Rezeptoren
erzielt. Das ist ein weiteres Indiz daftir, dal3 Asn48 keinen entscheidenden Einfluf
auf die Ligandenbindung hat (dieses Experiment wurde von M. Roth, Biozentrum

Wirzburg durchgefiihrt, die Daten sind aber im Ergebnisteil nicht enthalten).

Nachdem das TRRII-B Konstrukt N-terminal nur wenige AS vor der Insert-Sequenz
mit einem HA-Epitop versehen wurde (s. A.ll.2.), ergab sich die Fragestellung ob
diese Modifikation — nahe der vermuteten ,neuen’ Ligandenbindungsstelle -
maoglicherweise die Bindungseigenschaften dieses Rezeptors verandert. Aufgrund
eventueller gegenseitiger Behinderung von Epitop und Insert, ware eine
Verschlechterung der Zugénglichkeit zum Epitop, bzw. der Erkennung des Epitops
durch den Antikérper durchaus vorstellbar. In Punkt A.lIl.6.3. ist der Versuch
beschrieben, durch den gezeigt werden konnte, dal3 die Bindung von Antikérpern
nahe der potentiellen TRRII-B Ligandenbindungsstelle mit der TGF-R1 Bindung
interferiert, und dal3 dies vermutlich auf gegenseitiger sterischer Hinderung der
beiden Epitope (HA-Epitop und Insert) begriindet ist.

In frGheren Publikationen zum Thema TRRII-B, die kurz in der Einleitung beschrieben
sind, wurde, wenn auch nur wenig detailliert, auf die Bindungs- und
Signaleigenschaften der verschiedenen TGF-I3 Isoformen eingegangen. Hirai und
Fujita haben beispielsweise den Versuch unternommen in einem Bindungs- und
Crosslinking-Experiment die TGF-B1 Bindung an TRRII-B durch einen Uberschul? an
TGF-R2 zu kompetieren (s. Abb.36). Da keine Kompetition nachweisbar war, wurde
postuliert, daf3 TRRII-B bezuglich Bindung und Affinitdit gegenuber den TGF-3
Isoformen von TRRII nicht zu unterscheiden ist [129]. Aus den bisher vorgestellten
Versuchen geht jedoch klar hervor, dafl3 dieses Ausbleiben der Kompetition um die
TGF-R1 Bindung nicht auf eine geringe Affinitat des TRRII-B gegentber TGF-32
zurUckzufihren ist (TRRII-B bindet TGF-R2 direkt ohne Beisein eines anderen
Rezeptors). Das Ergebnis von Hirai und Fujita gibt vielmehr einen Hinweis auf die
Existenz unterschiedlicher Bindungsstellen fir die TGF-R Isoformen. Um diese
Theorie zu bestarken, ware es sinnvoll den Kompetitionsversuch mit ,vertauschten
Rollen’ erneut durchzufihren, d.h. es sollte getestet werden, ob sich TGF-R2 durch

einen UberschulR an TGF-R1 vom Rezeptor verdrangen lieRe.
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Abb.36 Kompetitionsversuch (Fig.3A aus Hirai und Fujita
(1996)). 293T Zellen wurden mit leerem pEF Vektor
(Spalten 1 und 2), mit TBRII- (Spalten 3 -5) und TRRII-B-

12346 &7 &8 95 101 °c s
Konstrukten (Spalten 6-8) transfiziert, und mit [*°I] TGF-

4 ' 1 affinitatsmarkiert. Es erfolgte ein Kompetitionsversuch

. mit 200fachem UberschuR an TGF-R1 (Spalten 2, 4 und

200— | 7) sowie TGF-32 (Spalten 5 und 8). Zu den Ansétzen 1, 3
und 6 wurde kein Kompetitor gegeben. Ein UberschuRR an

o] ' .-.- -. = nicht-radioaktivem TGF-31 fuhrte zum Verschwinden der
97 radioaktiven Signale fur Typ Il und Typ Ill Rezeptoren,
65— was auf eine Kompetition um die TGF-31 Bindungsstelle
an den Rezeptoren hinweist. Die Zugabe von nicht-

46— radioaktivem TGF-R2 fuhrte zwar zu Verringerung der
an— TRRII-Signalstarke, anderte aber nichts an den Typ Il

Rezeptor-Signalen. In den Anséatzen 9-11 wurden MvllLu
Zellen verwendet, um einen vergleichbaren Nachweis in
endogen exprimierenden Zellen zu erbringen. Hierbei
wurden in den Anséatzen 10 und 11 TGF-B1 bzw. TGF-32
im UberschuRR eingesetzt, Ansatz 9 enthalt hingegen

keinen potentiellen Kompetitor.

Bei dem Versuch von Hirai und Fujita fallt aul3erdem das Verschwinden des TRRIII
Signals nach TGF-32 Gabe auf (Abb.36, Spalten 5 und 8). Die Bindung von TGF-31
an TRRIII kann somit im Gegensatz zur Bindung an TRRII-B durch TGF-R2
kompetiert werden. TGF-32 interagiert also mit TRRIII, was vermuten laf3t, dald auch
eine Uberfihrung zum Typ 1I-B Rezeptor stattgefunden hat und einen weiteren
Hinweis auf die Existenz einer alternativen TGF-32 Bindungsstelle an diesem
Rezeptor gibt. Jedoch ist zu beachten, dald TRRIII geringfiigig hohere Affinitat zu
TGF-R2 als zu den anderen TGF-R Isoformen aufweist [209] [210], was eine
Kompetition um die Bindung an TRRIII fur TGF-R2 leicht macht. Uber die Affinitaten
des TRRII-B zu den TGF-3 Isoformen ist jedoch nichts bekannt. Wenn die Affinitat
gegenuber TGF-R2 nur wenig schwécher als die gegenuber TGF-31 ware, konnte
dies eine Kompetition erschweren und wirde somit ebenfalls einen moglichen

Erklarungsansatz fur das beobachtete Ergebnis liefern.

A.lll.3.2. Erkenntnisgewinnung durch Strukturanalyse ?

Vergleicht man die Kristallstrukturen der drei TGF-R Isoformen, finden sich, trotz
groRer Ahnlichkeiten, in einzelnen Strukturelementen durchaus signifikante
Differenzen bezlglich Konstellation und Flexibilitat, was mit Unterschieden bei der
Rezeptorbindung und Signaltransduktion in Verbindung steht [7] [211] [212] [213].
Bei der Gegenuberstellung von TGF-B1 und TGF-R2 konnten im Bereich der AS-
Reste 69-72 Divergenzen festgestellt werden, die sich in der Auspragung
unterschiedlicher ,Drehungs-Typen‘ (Typ | ,turn‘ und Typ Il ,turn‘) manifestieren.
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Diese Region des TGF-3 Molekils ist an der Rezeptorbindung beteiligt und
Veranderungen in diesem Bereich sind daher mdglicherweise von funktionaler
Signifikanz [214] [215]. Weiterhin wurden die AS-Reste 92-95 bei der Erkennung der
extrazellularen Domane des Typ Il Rezeptors fiur wichtig befunden [216]. Dieser
Bereich stellt eine Oberflachen-exponierte Struktur der TGF-3 Proteine dar und
unterscheidet sich in TGF-B1 und —R2 beziglich seiner Konformation. Es ist
durchaus moglich, dafl3 dieser strukturelle Unterschied die Affinitdten zwischen
Ligand und Rezeptor (TRRII zeigt eine bis zu 100-fach hdhere Affinitdt gegeniber
TGF-B1 im Vergleich zu TGF-32) sowie die Qualitat der Interaktion beeinflu3t. Es
konnten neben den genannten noch weitere Regionen mit kritischen AS-Resten
identifiziert werden, die sich in den TGF-B Isoformen unterscheiden und
maoglicherweise zur Spezifitdt der TGF-3 Funktionen beitragen [213].

Um genaue Aussagen uber die Beteiligung einzelner AS-Reste bei der Interaktion
von Ligand und Rezeptor machen zu koénnen, muissen strukturelle Analysen der
Komplexe unter Verwendung von NMR-Messungen oder X-ray-Kristallographie
vorgenommen werden. Uber die Struktur der Rezeptoren der TGF-R Familie ist
bisher relativ wenig bekannt. So ist der murine ActRIl der einzige Typ Il Rezeptor,
Uber den strukturelle Informationen vorhanden sind [217]. Erst kirzlich konnte die
Struktur des BMP-2/BMPRI-A Komplexes aufgeklart werden, woraus eine Vielzahl an
Informationen Uber die an der Ligandenbindung beteiligten AS-Reste und uber
Konformationen struktureller Elemente gewonnen werden konnten [218].

Von Hinck et al. wurde die Kristallstruktur der extrazellularen Doméane des TGF-3
Typ Il Rezeptors (ecTRRII) im Komplex mit TGF-R3 aufgeltst [294]. Hieraus geht
hervor, dal’ insgesamt elf Reste des ecTRRIl und neun Reste des TGF-R3 an der
Komplexbildung beteiligt sind. Die AS-Reste der Rezeptoren sind in verschiedenen
Spezies identisch, innerhalb der TGF-[3 Rezeptor-Familie ist die Konservierung an
homologen Positionen jedoch variabel. Auf Seite der Liganden sind nur im Fall von
TGF-R2 drei AS-Reste, die an der Interaktion beteiligt sind, ausgetauscht
(Arg25(R1/R3) zu Lys(R2), Val92(R1/R3) zu lle(R2), Arg94(31/R3) zu Lys(l32)). Man
geht davon aus, dal3 die verringerte Affinitat von TRRII gegeniber TGF-R2 teilweise
auf den Verlust dieser guinstigen Interaktionen begriindet ist [213] [212]. Direkte und
indirekte Interaktionen zwischen TRRIlI und TGF-R3 erstrecken sich Uber einen
breiten Bereich der extrazellularen Rezeptorsequenz (beteiligte AS: Leu27, Phe30,
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lle 50, Thy51 und Ile53). Im Fall des TGF- Typ II-B Rezeptors kommt es durch die
Insertion von 25 AS zu einer bedeutenden strukturellen Veranderung des
extrazellularen Proteinsegments, was somit mit groRer Wahrscheinlichkeit die sehr
diffizile Ligand-Rezeptor Interaktion entscheidend beeinfluf3t.

Weiter ist zu berticksichtigen, daf3 u.a. die Ergebnisse aus Mutationsanalysen sowie
das Fehlen konservierter AS-Reste an homologen Regionen der ActRIl und TRRII
Liganden-Bindungsstellen darauf hinweisen, dall die Rezeptoren der TGF-i
Superfamilie mit ihren entsprechenden Liganden {ber unterschiedliche
Bindungsoberflachen interagieren und die Art der Bindung eine signifikante
strukturelle Diversitat aufweist [219] [220]. Auch dies spricht fur ein im Vergleich zu
TRRIlI abgewandeltes Ligandenbindungsverhalten des TGF-3 Typ 1I-B Rezeptors.

A.lll.4. Bedeutung der TRRII-B Expression in Knochengeweben

A.lll.4.1. Spezifische Oberflachenexpression von TRRII-B

Die Expression von TRRII-B wurde auf mRNA- und Proteinebene mittels RT-PCR
und Bindungs- und Crosslinking-Experimenten in Zellen unterschiedlicher Gewebe-
Herkunft untersucht (s. A.I.7.). Uberraschenderweise wurden abhéngig von Zelltyp
verschiedene Szenarien fur die TRRII-B Expression beobachtet, aus denen
hervorgeht, dal vom mRNA-Nachweis nicht automatisch auf das Vorhandensein des
Polypeptids an der Zelloberflache geschlossen werden darf. Es féllt aul3erdem auf,
dal TRRII-B v.a. an der Zelloberflache verschiedener osteoblastarer Zellinien
detektierbar ist. Beschrankt man sich auf die hier getesteten Zellinien, so tritt TRRII-B
im Vergleich zu TRRII relativ spezifisch auf. Ob diese Spezifizierung allerdings
eindeutig als solche bezeichnet werden kann bleibt aufgrund des relativ schmalen
Auswahlspektrums an Zellinien fraglich. Trotzdem ist ein pradominantes Auftreten
des TGF- Typ II-B Rezeptors, der in der Lage ist TGF-32 hochaffin zu binden und
demnach eine wichtige Rolle bei der TGF-[32 Signalubertragung zu spielen scheint,
in TGF-R2-beeinfluRten Geweben durchaus wahrscheinlich und sinnvoll. Neuronale
Organsysteme sind in diesem Zusammenhang ebenfalls von Interesse, da hier TGF-
32 neben TGF-R33 die vorherrschende Isoform ist [221].

Aus diesen Erkenntnissen und Vermutungen geht hervor, dall weitere

Untersuchungen zur Gewebeverteilung des TRRII-B unerlaRlich sind. Versuche
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hierzu, d.h. Northernblot-Analysen und Immunhistologien verschiedener Gewebe und
Spezies, sind in Planung. Um jedoch ein Bild des gesamten Ausmalf3es der TRRII-B
Expression und Wirkungsweise zu bekommen, wéare es sinnvoll den Rezeptor
spezifisch durch Gen-Knockout auszuschalten. Hierdurch kénnen verschiedene
Entwicklungs- sowie adulte Stadien intensiv untersucht werden.

Beachtenswert ist zudem die mesenchymale Vorlauferzellinie C2C12. Diese Zellen
haben das Potential durch Kultivierung in Medium mit geringem Serumanteil (0,2 —
2,0 % FCS) Myotuben auszubilden und bei gleichzeitiger Prasenz von BMP-2 in die
osteoblastare Richtung zu differenzieren (s. Abb.37) [198]. TRRII-B ist bereits in der
Vorlauferzellinie vorhanden, in differenzierten Zellen, v.a. in Osteoblasten, kommt es
jedoch zu einer verstarkten Expression (s. Abb.22C). Da es in der Regel bei der
Differenzierung pluripotenter Zellen zu Verdnderungen der Proteinexpression und
deren Regulierung kommt, ist dies nicht verwunderlich. So wurde auch ein Variieren
der relativen Menge an TRRIIlI wéahrend Differenzierungsprozessen beobachtet.
Beispielsweise befinden sich in wenig differenziertem Knochengewebe grol3e TRRIII-
Mengen, die im Laufe der weiteren Entwicklung, u.a. verstarkt durch BMP-2 Gabe,
reduziert werden. Die TRRIII-Expression kann uber Wachstumsfaktoren und
Hormone reguliert werden, wie sich aus Analysen der Promotor-Region des tRrlll
Gens ergab [222]. Die Prasenz von TRRIII ist bekanntlich essentiell fur eine TGF-3
Isoform-spezifische Signaltibertragung. Durch die Regulation der TRRIII-Expression
wird daher indirekt die TGF-32 Sensitivitat der Zellen Uber TRRII, nicht jedoch Gber
TRRII-B, kontrolliert.

Interessanterweise kommt es aber bei der Differenzierung zu Osteoblasten neben
der verringerten TRRII-Expression auch zu einer verstarkten TRRII-B-Expression.
Durch diesen ausgleichenden Mechanismus bliebe trotz TRRII-Verlust die
Moglichkeit zur TGF-B32 Signalibertragung erhalten. Ob jedoch durch die
unterschiedlich vermittelten TGF-32 Signale unterschiedliche Genantworten
hervorgerufen werden, ist fraglich. Wenn dies so wére, wirde eine gezielte
Veranderung der Rezeptorkonstellation wahrend der Differenzierung zu einer

gezielten Veréanderung der Genexpression fuhren.
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- .| C2C12 Zellen, zu Myotuben
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Abb.37 Verschiedenartige Differenzierung der mesenchymalen Vorlauferzellinie C2C12. Durch
Kultivierung in JJlow serum‘ (LS = 0,2% FCS) wird eine Differenzierung zu Myotuben provoziert. Bei
zusétzlicher Gabe von 40 nM BMP-2 erfolgt eine Differenzierung in die osteoblastare Richtung.

Uberproportionale Mengen an TRRIII behindern und limitieren das Binden von
Liganden an Signalrezeptor-Komplexe ([223] [178] [224]. Moglicherweise soll auch
einfach durch die Verringerung der TRRIII-Expression ein Funktionieren der TGF-R3
Signallibertragung im allgemeinen gewahrleistet werden.

A.lll.4.2. Die Rolle von TGF-3 im Knochen

Das vorrangige Auftreten von TRRII-B in osteoblastaren Zellen, 1ai3t eine spezielle
Funktion dieses Rezeptors in Knochen-verwandten Geweben vermuten, in denen
neben den BMPs auch die TGF-3 Isoformen entscheidende Rollen bei der
Differenzierung von Knochen und Knorpel spielen. TGF-Bs werden als sog.
,Kopplungs-Faktoren' bezeichnet, da sie sowohl osteoblastére als auch osteoklastére
Aktivitaten regulieren.

Knochengewebe besteht im Allgemeinen aus hoch strukturierter extrazellularer
Matrix, welche Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten enthalt. Osteoblasten

sind mesenchymalen Ursprungs und synthetisieren und sekretieren Knochenmatrix,
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die im Laufe der Zeit mineralisiert. In Knochenmatrix eingebettete Osteoblasten
differenzieren zu Osteozyten. Im Gegensatz dazu sind Osteoklasten
hamatopoetischen Ursprungs und fur die Resorption des Knochen zusténdig. Die
Struktur und Integritat eines Knochens wird durch einen fortlaufenden Prozel3 aus
Knochenauf- und —abbau erhalten, der durch die Aktivitaiten von Osteoblasten und
Osteoklasten koordiniert wird [225]. Wie diese Aktivitaten allerdings miteinander
gekoppelt sind, ist nicht vollstandig verstanden. Die einzelnen Vorgange sind jedoch
genau aufeinander abgestimmt und Fehlfunktionen haben fortschreitende
Knochenmasse-Veranderungen und erhéhtes Fraktur-Risiko zur Folge [226].

TGF-I3 wird sowohl von Osteoblasten als auch von Osteoklasten synthetisiert und in
der Knochenmatrix abgelagert. Latentes, in der Matrix gespeichertes TGF-3 wird
durch die saure Umgebung, die innerhalb der Verschmelzungs-Zone unterhalb der
Knochen-resorbierenden Osteoklasten geschaffen wird, freigesetzt und aktiviert [227]
[228] [229]. Freies TGF- dient dann wiederum der Regulation von Osteoklasten und
Osteoblasten bei Knochen-Formation und -Umgestaltung [230] [231]. Wie die
einzelnen Zelltypen auf TGF- reagieren ist jedoch komplex und hangt vom
Differenzierungsgrad der entsprechenden Zelle ab. So kann TGF-3 z.B. inhibierend
auf Differenzierungsaktivititen von Knochenmark-Monozyten wirken, aber auch
bereits differenzierte Osteoklasten in ihren Aktivtaten unterstiitzen [232] [233] [234].
Unterschiedliche, vom Differenzierungsstadium abhéngige TGF-3 Antworten ergeben
sich moglicherweise durch Veranderungen der TGF-3 Rezeptorzahl, der Typl/Typll
Rezeptor Ratios, oder durch das Auftreten bestimmter Rezeptoren zu bestimmten
Zeitpunkten [235] [224]. In diesem Zusammenhang koénnte auch die Expression von
TRRII-B von Bedeutung sein.

Neben regulatorischen Funktionen bezlglich des Zusammenspiels von Knochenauf-
und —abbau, deren molekulare Mechanismen noch weitgehend unverstanden sind,
werden TGF-3 noch weitere Aufgaben zugesprochen. Beispielsweise nimmt TGF-3
EinfluR auf die Expression verschiedener Gene, die mit osteoblastaren Aktivitaten
assoziiert sind. So wird die Expression von Matrix-Proteinen, wie Typ | Collagen,
Osteopontin und Osteonectin, durch TGF- induziert, wahrend die Expression des
Osteocalzins verringert wird [231]. TGF- beeinflul3t auRerdem Expression und
Zusammenspiel von PTH (Parathyroid-Hormon) und Vitamin D, Faktoren, die im
Knochen fur die Modulation des Calcium-Haushaltes verantwortlich sind. PTH ist
ebenfalls an Auf- und Umbau Prozessen im Knochen beteiligt, indem es
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osteoblastare Vorlauferzellen rekrutiert und reife Osteoblasten aktiviert [236]. So
konnte gezeigt werden, daR TGF-3 die Expression des PTH Rezeptors beeinfluf3t
und in die Regulation der PTHrP (Parathyroid hormon related protein) Sekretion
involviert ist [237] [238]. Weiterhin soll TGF-3 chemotaktisch auf Osteoblasten und im
Besonderen auf osteoblastare Vorlauferzellen wirken [239]. Eine derartige Aktivitat ist
moglicherweise fur die Dirigierung mesenchymaler Zellen zu Stellen neuer
Knochenbildung wichtig.

Defekte der TGF-B Expression oder Signalibertragung haben oftmals
schwerwiegende Folgen. Beispielsweise fuhrt eine vermehrte Expression von TGF-
32 zu erhohter Osteoblasten- und Osteoklasten-Aktivitat, was wiederum in
Knochenmassenverlust und spontanen Frakturen, vergleichbar mit einem
Osteoporose-Phanotyp, resultiert [240]. Wird die TGF-I3 Signaltransduktion inhibiert,
kommt es zur Degeneration von Gelenk-Gewebe, wie es auch bei Osteoarthritis
beobachtet wird [241]. In einem anderen Ansatz wurde bei Inhibierung des TRRII
durch eine dominant negativ wirkende Form des Rezeptors verringerte
Knochenmodellierung  festgestellt, was  vermutlich  auf verringerter
Knochenresorption durch Osteoklasten beruht [242].

Die TGF-B Isoformen sind sowohl in embryonalem als auch in maturem
Knochengewebe exprimiert, jedoch unterscheiden sie sich in Lokalisation und Potenz
abhéangig von Zelltyp und Entwicklungsstadium [231]. Inwieweit den einzelnen TGF-3
Isoformen spezifische Aktivitaten und Funktionen bei der Knochenformation
zukommen ist ungeklart. Es konnten beispielsweise TGF-R2-vermittelte Effekte
nachgewiesen werden, wie die Erh6hung osteoblastéarer Aktivitat durch die Induktion
der Sekretion extrazellularer Matrixproteine. Dies fuhrt zu Inhibierung von Matrix-
Mineralisierung und moduliert die Proliferation von Osteoprogenitorzellen [231] [243].
AuRerdem wird, wie bereits erwahnt durch Uberexpression von TGF-R2 ein
Osteoporose-Phanotyp provoziert. Dies und ein Auftreten eines Phanotyps mit
skelettaren Defekten bei TGF-R2 Knockout-Méausen spricht durchaus fur eine
essentielle Rolle dieser Isoform in Knochengeweben [124].

TGF-3 spielt auch bei der Metastasenbildung von Brustkrebszellen im Skelett eine
Rolle, indem es nach Freisetzung aus der Knochenmatrix oder den Tumorzellen
selbst metastatisches Wachstum fordert [238]. Auch in diesem Kontext kann die
spezifizierte TRRII-B Expression von Bedeutung sein. Beispielsweise zeigt die MCF-
7 Brustkrebs-Zellinie keine Typ Il Rezeptor Expression [168], trAgt aber TRRII-B an
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der Zelloberflache (eigene nicht gezeigte Daten). Diese Zellinie zeigt somit, wie auch
U20S Zellen, eine TGF-32 Antwort, die ausschlie3lich Uber TRRII-B vermittelt wird
(vgl. Abb.26). Durch eine gezielte Blockade dieses Rezeptors, kdnnte also spezifisch
die TGF-32 Signalliibertragung ausgeschaltet und méglicherweise eine Verringerung
der Proliferation dieser metastasierenden Zellen erreicht werden. Es scheint daher
durchaus vielversprechend sich weiterfuhrend mit Moéglichkeiten der spezifischen
Inhibierung von TGF-R Isoformen mittels TRRII-B in im Knochen metastasierenden

Zellen, wie Brustkrebszellen oder Zellen aus Prostata-Karzinomen, zu beschaftigen.

A.lll.5. Signaltibertragung via TRRII-B

Um die Fahigkeit zur SignalUbertragung des TRRII-B zu testen, bot sich die DR-26
Zellinie an, da sie endogen keine TGF-3 Typ Il Rezeptoren exprimiert [204]. Diese
urspringlich TGF-R-resistente Zellinie kann jedoch durch Einbringen eines
funktionales Typ Il Rezeptors sensitiv gemacht werden, wie man in Reportergen-
Assays mit TGF-B-responsiven Elementen zeigen kann. Das Mal3 der
Luziferaseexpression gibt hierbei Hinweise auf die Funktionalitdt des eingebrachten
Rezeptors. Es stellte sich heraus, dal3 TRRII-B ein funktionierender TGF-3 Rezeptor
ist, der nicht nur verschiedene TGF-3 Isoformen bindet, sondern auch deren Signale
weiterleitet. In dem verwendeten System konnten bezilglich Qualitat und Intensitéat
der Signaliibertragung keine signifikanten Unterschiede zwischen TGF-R1 und —32
Stimulation festgestellt werden (s. A.ll.8.1.). Hirai und Fujita erzielten in einem
ahnlichen Versuchsansatz mit stabil transfizierten DR-26 Zellen ein vergleichbares
Ergebnis [129]. Zu beachten ist jedoch die Préasenz des Typ Ill Rezeptors in dieser
Zellinie (s. Abb.24), aufgrund dessen hier nicht zwischen Signaliibertragung via
TRRI/TRRIN, TRRI-B/TRRII oder TRRII-B alleine unterschieden werden kann. Die
Verwendung von Reportergen-Konstrukten, die andere, madglicherweise
funktionsspezifische, TGF-I3 responsive Promotor-Elemente enthalten, konnte eher
Aufschluf3 Uber Unterschiede bei der Genexpression, die eventuell durch die

verschiedenen Rezeptorvariationen hervorgerufen werden, geben.

Um nun die ,Konkurrenz', die bei der TGF-R2 Signalubertragung durch den Typ lli
Rezeptor entsteht, auszuschalten, wurden fur weitere Untersuchungen U20S und L6
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Zellen verwendet, da diese Zellinien nachweislich kein TRRIII Polypeptid exprimieren
(s. Abb.24) [168] [176]. U20S Zellen verfligen jedoch im Gegensatz zu L6 Zellen
Uber TRRII-B an der Zelloberflache (s. Abb.22B). Durch Verwendung eines
Antikorpers, der spezifisch die phosphorylierte Form von Smad2 erkennt [202],
konnte gezeigt werden, dal3 TGF-R2-vermittelte Smad2-Phosphorylierung nur, bzw.
im Vergleich zu L6 verstarkt, in U20S Zellen auftritt (s. Abb.25). Die TGF-R2
Signallibertragung ist in Abwesenheit von TRRIII also vom TGF-3 Typ II-B Rezeptors
abhangig.

Dieses Ergebnis bestatigte sich durch Reportergen-Messungen in U20S Zellen.
Auch hier kommt es zu TGF-R2 vermittelter Luziferaseexpression, die auf die
Prasenz des TRRII-B zurtickzufiihren ist und sich in ihrer Intensitét nicht vom TGF-31
Signal unterscheidet (s. Abb.26).

Wenn also TRRIlI-defiziente Zellinien, wie vaskularen Endothelzellen,
hamatopoetische Vorlauferzellen oder endokardiale Zellen des Herzens, Resistenz
gegenuber TGF-R2 zeigen, spricht dies mit grol3er Wahrscheinlichkeit ebenfalls far
ein Fehlen des TRRII-B [190] [244] [188] [189]. Interessant ware zu verfolgen, ob
Einbringen von TRRIII oder TRRII-B in diese Zellen eine TGF-32 Signallbertragung
ermoglichen wirde und ob dies, abhéngig vom transfizierten Rezeptor,
unterschiedliche TGF-32-Antworten hervorrufen wirde.

Um sich dieser Fragestellung anzunahern, wurden die verschiedenen TGF-I3
Rezeptoren (TRRII, TRRII-B und TRRII) in L6 Zellen transient Uberexprimiert. Die L6
Zelle liefert aufgrund ihres eingeschrankten Rezeptor-Repertoires ein ideales
System, um die TGF-B2 Signalubertragung via TRRIII und TRRII-B getrennt
voneinander  zu betrachten und  miteinander zu  vergleichen. In
Reportergenexperimenten mit p3TP-luc konnte gezeigt werden, dafl sowohl
Einbringen des TRRIIl, als auch des TRRII-B eine TGF-R2 Signallbertragung
ermoglicht, wahrend Uberexpression von TRRII keinen vergleichbaren Effekt an den
Tag legt (s. Abb.27). Auch Fragen beziglich unterschiedlicher Genexpression
kénnten mit Hilfe dieses Zellsystems effizient untersucht werden, wobei sich hier die

Verwendung von DNA-Chip Technologien anbieten wirde.
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A.lll.6. Interaktion von TRRII-B mit Typ | Rezeptoren der TGF-3 Familie

Die Vielzahl der verschiedenen Typ | Rezeptoren (Alks) und ihre Fahigkeit in einigen
Fallen nicht nur mit einem speziellen Typ Il Rezeptor interagieren zu kdnnen, gab
Anlal3 zu der Vermutung, dafld méglicherweise auch TRRII-B nicht ausschliel3lich Gber
Alk 5 Signale transduziert. Dies war v.a. im Hinblick auf die besondere Funktion des
TRRII-B bei der TGF-R2 Signaliibertragung von Interesse. Uber den Typ | Rezeptor
wird festgelegt welcher Signallbertragungsweg eingeschlagen wird, was letztendlich
EinfluR auf die Genexpression nimmt [24] [148]. Die Rekrutierung eines alternativen
Typ | Rezeptors ware somit ein Indiz fir die Entstehung eines veranderten
Genexpressionsmusters bei der Transduktion von TGF-3 Signalen via TRRII-B. In
Punkt A.I1.3. wurden die verschiedenen Alks bereits ausfihrlich vorgestellt. V.a. Alk 1,
Alk 2, Alk 4 und Alk 7 schienen als potentielle Interaktionspartner fur TRRII-B in
Frage zu kommen, da sie teilweise relativ unspezifisch in ihren Funktionen oder
allgemein noch wenig charakterisiert sind.

Die Aktivin Typ | Rezeptoren Alk 2 und Alk 4 waren aufgrund ihrer Fahigkeit, wie Alk
5, Signale via Smad2/3 Ubertragen zu kdnnen von Interesse. Alk 2 nimmt aul3erdem
eine Sonderstellung ein, da es sowohl Aktivin- als auch BMP-Signale Ubertragt und je
nach Ligand unterschiedliche Smads phosphoryliert [158] [154]. Ebenso wurde eine
Involvierung bei der AMH-Signaliibertragung festgestellt [159].

Alk 1 ist ein relativ ungenau charakterisierter Typ | Rezeptor, der zwar mit TGF-3
interagieren kann, dessen eigentlicher Ligand aber noch unbekannt ist [28] [153].

Alk 7 ist besonders interessant, da fir diesen Rezeptor weder Ligand noch
funktionale Interaktionspartner bekannt sind. Aul3erdem konnte Alk 7-vermittelte
Induktion des Smad2/3 Signalweges nachgewiesen werden. Alk 7 wird praferenziell
in neuronalen Geweben vorgefunden und ist dort an Proliferations- und
Differenzierungsmechanismen beteiligt [162] [163] [150]. Wie bereits erwahnt ist es
durchaus wahrscheinlich, daf3 TRRII-B in neuronalen Geweben eine besondere Rolle
zukommt, da TGF-32 hier die vorherrschende Isoform ist. Eine Co-Expression der
Rezeptoren wére also durchaus vorstellbar und wirde dementsprechend auf eine
Interaktion hinweisen.

In einem Vorexperiment sollte mittels Bindungs- und Crosslinking-Studien
herausgefunden werden, ob eine TGF-B1- oder —f32-abhangige auffallende
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Interaktion des TRRII-B mit einem der Alk Proteine auftritt. Hierbei wurden
Immunprazipitationen mit Antikdrpern, die sowohl gegen TR3RII-B als auch gegen die
HA-Epitope der Alks gerichtet sind, durchgefihrt. In Abb.28 ist ein reprasentativer
Auszug (Alk 1 und Alk 4 neben der Alk 5-Kontrolle) des ganzen Experimentes
dargestellt. Einheitlich konnten alle Alk-Proteine mit TRRII-B co-préazipitiert werden.
Die Intensitat einer Co-prazipitation mit Alk 5 wurde jedoch mit keinem anderen Alk-
Molekul erreicht. Ein vergleichbares Bild ergab sich bei analoger
Versuchsdurchfiihrung mit TRRII (Daten wurden nicht gezeigt). Ubereinstimmend mit
den hier erhaltenen Ergebnissen ist eine Affinitat zwischen Typ | und Typ I
Rezeptoren der TGF-3 Superfamilie in der Literatur erwéhnt [161]. Mit diesem
Versuchsansatz konnten also keine Ergebnisse erzielt werden, aus denen auf
funktionale Interaktion der Rezeptoren, geschlossen werden kann.
Dementsprechend wurden im folgenden Reportergen-Experimente in R1b/L17 Zellen
durchgefihrt, in denen das Reportergen p3TP-luc und, um auch Aktivierung tber
den Smad1/5/8 Signalweg detektieren zu kénnen, das pSBE-luc Reportergen zum
Einsatz kamen.

Aus dem Versuchsansatz mit p3TP-luc (s. Abb.29A) geht eindeutig hervor, dal eine
ligandenabhéngige Luziferaseaktiverung sowohl mit TGF-R31 als auch mit TGF-R2
nur Uber den TRRII-B/Alk 5 Komplex vermittelt wird. Aufféllig hierbei ist die nur durch
TGF-R1 vermittelte Reportergenexpression im Fall der Co-Expression von Alk 4 und
TRRII-B. Dies wird auch bei Uberexpression von Alk 4 und TRRII beobachtet (Daten
wurden nicht gezeigt). Alk 4 kann also TGF-R1 (nicht TGF-R2) in Kombination mit
TRRII oder TRRII-B binden, ist aber nur bei Gewahrleistung einer hohen Typ Il
Rezeptor-Dichte in der Lage dieses TGF-31 Signal weiterzuleiten.

Bei der Verwendung des pSBE-luc Reportergens kann neben TGF-(3-induzierter
Luziferaseexpression uber Alk5 oder TRRII-B/AIK5 auch vielfach eine Aktivierung des
Reportergens in Anwesenheit eines der anderen Alk-Proteine (Alk 1, Alk 3, Alk 4 und
Alk 6) festgestellt werden. Diese Induktion tritt unabhangig von einer Stimulation mit
TGF-B1 oder —f32 auf. Ligandenunabhangige Signaltransduktion wird haufig
beobachtet, wenn Rezeptoren transient Uberexprimiert werden und somit die
Rezeptor-Dichte an der Zelloberflache stark erhoht ist. Ortliche Nahe macht eine
gegenseitige Aktivierung der Rezeptoren ohne Mitwirkung eines Liganden maoglich.
Die hier erhaltenen ligandenunabhangigen Signale werden durch TGF-3 Stimulation

jedoch nicht verstarkt.
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Diese Beobachtung gab AnlaR zu der Vermutung, dal3 das pSBE-luc Reportergen
maoglicherweise versteckte Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren beinhaltet,
Uber die das eingebrachte Luziferasegen Stimulus-unabhangig aktiviert werden kann
[203]. Aus diesem Grund wurde wie unter A.11.9.3 beschrieben der Smad-bindende
DNA-Teil (SBE,4) aus dem pSBE-luc Konstrukt entfernt und das so erhaltene pSBE-
luc(-) Plasmid in verschiedenen Versuchsansatzen (s. Abb.30) getestet. Eine
Induktion der Luziferaseexpession blieb jedoch in allen Féllen aus. Es findet also in
R1b/L17 Zellen eine Signaltransduktion tber die transfizierten Rezeptorkomplexe
statt, die tatséchlich eine Reaktion des pSBE-luc Reportergens, das im Vergleich zu
p3TP-luc zwar weniger spezifisch aber dafir sensitiver ist, hervorruft.

Wenn also die beobachteten Luziferase-Signale auf Uberexpression der Rezeptoren
und hohe Sensitivitat des pSBE-luc zurtickzufihren sind, stellt sich die Frage,
weshalb bei Transfektion von Alk 2 und Alk 7 diese Signale extrem gering, bzw. nicht
vorhanden sind. Eine Interaktion mit TGF- und/oder TRRII-B schien v.a. fur diese
beiden Typ | Rezeptoren wahrscheinlich, da Alk 2 als ein sehr vielseitiger Typ |
Rezeptor bekannt ist und Alk 7 eine groRe Ahnlichkeit zu Alk 5 aufweist. Es wurde
daher eine inhibitorische Wirkung dieser Rezeptoren erwartet. Moglicherweise findet
zwar Ligandenbindung aber keine Komplexbildung mit Typ Il Rezeptoren statt, oder
umgekehrt. Beides wirde keine Signallibertragung zulassen. Aus diesem Grund
wurde Alk 7 auf inhibitorische Funktionen getestet, indem es zusammen mit TRRII-B
und Alk 5 in R1b-/L17 Zellen eingebracht wurde. Es konnte jedoch kein negativer
Effekt auf die Alk 5 vermittelte Signaltibertragung festgestellt werden (Daten wurden
nicht gezeigt). Alk 2 und Alk 7 zeigen also vermutlich extrem wenig Affinitat
gegeniiber TGF-R Typ Il Rezeptoren, weshalb es auch bei starker Uberexpression zu
keiner unspezifischen Interaktion bzw. Signalibertragung kommt.

Erwahnt sei hier ein weiterer Versuchsansatz, der sich mit TGF-R-vermittelter
Induzierbarkeit von Alk 1, die von Oh et al. (2000) in Endothel-Zellen gezeigt wurde,
beschaftigt [153]. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Oh et al. konnte in dem hier
verwendeten System durch Transfektion von Alk 1 Induzierbarkeit des Reportergens
beobachtet werden, die nicht durch Stimulation mit TGF-I3 hervorgerufen wurde (vgl.
Abb.29). Dieser Unterschied schien auf die Abwesenheit von Endoglin in R1b/L17
Zellen zurtickzufuhren zu sein, weshalb Alk 1 und Endoglin in einem neuen Ansatz
co-exprimiert wurden. Dies fuhrte allerdings zu keiner stimulationsabhéngigen
Erhohung des Luziferasesignals (Daten wurden nicht gezeigt) und deutet somit
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darauf hin, dafl} die Beobachtung von Oh et al. kein genereller Effekt ist, sondern
vermutlich stark von zusatzlichen Faktoren abhangt.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, da? TRBRII-B im Komplex mit Alk 5 und tber
den Smad2/3 Signalweg Signale transduziert. Eine unspezifische Aktivierung der
Smad-Signalkaskaden wird vermutlich durch starke Uberexpression der Typ |
Rezeptoren hervorgerufen. Die Co-Expression von TRRII-B hat hierauf keinen
EinfluR. Inwieweit TRRII-B in die Aktivierung anderer Signalwege involviert ist, ist

noch ungeklart, aber von groRem Interesse.

A.lll.7. Spezifitat dominant negativer Typ |l Rezeptor-Mutanten

Durch Transfektion von dominant negativen Rezeptor-Mutanten kénnen Signalwege
blockiert, und die Auswirkungen dieser Ausschaltung analysiert werden. In Punkt
A.11.10. ist kurz beschrieben, welche Intention hinter der Verwendung von A-cyt
Mutanten im Zusammenhang mit TERII-B steht.

Fur die durchgefuhrten Untersuchungen, wurden entsprechende A-cyt-Konstrukte via
PCR-Mutagenese hergestellt. Die Proteinexpression dieser Konstrukte in COS-7
Zellen wurde mit Hilfe von IP/WB-Experimenten getestet und bestatigt (s. Abb.32)
Eine ligandenunabhangige Oligomerisierung von verkirzten mit wildtypischen
Rezeptoren konnte hierbei jedoch nicht gezeigt werden. Vom Vorhandensein
derartiger Oligomere wird jedoch ausgegangen, da sich dadurch mitunter die
dominant negative Wirkung erklaren lafdt (vgl. 1.2.5.). Es ist aber davon auszugehen,
daR’ diese aufgrund der fehlenden Kinasedomane der A-cyt-Mutanten ,ungleichen’
Oligomere extrem labile Komplexe reprasentieren. Die stringenten Lysisbedingungen
(1% Triton-X) lieRen daher keinen Zusammenhalt der Rezeptoroligomere wéahrend
der Immunprazipitation zu. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dal3 die Verwendung
milderer Lysispuffer einen Nachweis dieser extrem instabilen Komplexe ermdglicht,
da auch Versuche homooligomere wt-Rezeptor Komplexe mit dieser Methode
nachzuweisen, erfolglos blieben (vgl. A.lll.2.2.).

In Bindungs- und Crosslinking-Experimenten konnte die Oberflachenexpression des
TRRII-B-Acyt Konstruktes bestatigt werden (s. Abb.33). Eine ligandeninduzierte
Oligomerisierung von TRRII-B-Acyt mit TRBRII-B ist in Abb.34 gezeigt. Mit dem oCRII

Antikdrper wird TRRII-B immunpréazipitiert welcher mit TRRII-B-Acyt in einem
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Komplex vorliegt. Da die Rezeptoren mit dem Liganden sowie auch untereinander
quervernetzt wurden, ist der Nachweis von Oligomeren mit dieser Methode einfacher.
Dennoch ist die Qualitdt des Antikdrpers entscheidend. Der aHA Antikdrper ist im
Vergleich zum oCRII um ein Vielfaches schwacher und daher nicht in der Lage den

Rezeptorkomplex zu detektieren.

Um die Spezifitdt von dominant negativ wirkenden Typ Il Rezeptormutanten zu testen
wurden DR-26 Zellen, welche aufgrund einer Mutation keinen funktionalen TGF-i3
Typ 1l Rezeptor tragen [204], mit wt-Rezeptoren und A-cyt-Mutanten transfiziert (s.
A.l11.10.4.). Durch Einbringen von wt-TRRII oder wt-TRRII-B wurde die Responsivitét
der Zellen gegentber TGF-3 wiederhergestellt (s. Abb.35). Sowohl Stimulation mit
TGF-R1, als auch mit TGF-32 hatte eine Induktion der Luziferase-Aktivitat zur Folge.
Bei einem Vergleich mit den mock-transfizierten Kontrollzellen, fallt die erhéhte
Luziferase-Aktivitat der  nicht  stimulierten  Zellen ins  Auge. Diese
ligandenunabhangigen Signale sind vermutlich auf Uberexpressionseffekte
zuruckzufihren. Wie bereits erwdhnt bilden sich bei hoher Rezeptor-Dichte auch
ohne Mitwirken eine Liganden allein durch 6rtliche Nahe aktivierte Rezeptorkomplexe
an der Zelloberflache. Eine andere mdgliche Erklarung ware eine autokrine Wirkung
von TGF-R3, welches von den Zellen selbst produziert wird.

Weiterhin kann festgestellt werden, dal3 sowohl TRRII-Acyt, als auch TRRII-B-Acyt
inhibitorisch auf die Luziferaseexpression wirken, egal mit welchem wt-Rezeptor sie
co-transfiziert wurden. Eine Rezeptorspezifitat der dominant negativen Wirkung ist
also nicht festzustellen. Ebenfalls scheint es keine Rolle zu spielen ob es sich beim
Stimulus um TGF-B1 oder —R2 handelt. Beachtenswert ist der Rickgang des
ligandenunabhéngigen Signals, welches ebenfalls durch die Anwesenheit der
verklrzten Rezeptoren verringert wird. Die leicht potentere Inhibierungswirkung von
TRRII-B-Acyt konnte eventuell auf eine geringfligig hohere Affinitat von TRRII-B
gegenuber den TGF-3 Isoformen, was in vielen Experimenten beobachtet werden
konnte, zurtickzufiihren sein. An der Zelloberflache exprimiertes TRRII-B-Acyt wirde
dann effektiv TGF-3 binden und von verbleibenden wt-Rezeptoren abfangen. Jedoch
sind hier auch Qualitatsunterschiede bei den einzelnen Plasmid-DNAs als Grund in
Erwagung zu ziehen. Es ware daher interessant Affinititsmessungen mit Hilfe eines
,Biacore'-Mel3gerates durchzufiihren, anhand derer genaue Aussagen uber etwaige
Affinitdtsunterschiede gemacht werden kdnnen.
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Der Einsatz von dominant negativ wirkenden Typ Il Rezeptor-Mutanten ist also fur
Fragestellungen, die einen spezifischen Ausschlul? eines der beiden Typ |l
Rezeptoren voraussetzen, nicht moéglich. Es mussen daher andere Alternativen ins
Auge gefaldt werden, wie z.B. die Verwendung von inhibitorischen Antikdrpern, d.h.
Antikdrpern, die TGF-B-Bindungsstellen blockieren, oder Peptiden, die TGF-3 affin
binden kdnnen und somit mit den Rezeptoren um den Liganden konkurrieren.

In dieser Versuchsreihe konnte au3erdem bewiesen werden, dal3 TRRII-B mit TRRII-
B ligandeninduzierte Homooligomere bildet und diese in der Lage sind Signale zu
transduzieren (vgl. A.lll.2.2.). Ebenso wurde nochmals bestétigt, da? TERII/TRRII-B
Heterooligomere gebildet werden koénnen (vgl. A.Il.5.3.). Die Existenz von
TRRII/TRRII Homooligomeren wurde bereits beschrieben und wird hier ebenfalls
bestatigt [193] [194].

Aus den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen und Diskussionspunkten geht
hervor, dal3 dem TGF-R Typ II-B Rezeptor aufgrund seiner Isoform-spezifischen
Wirkungsweise eine Sonderstellung innerhalb TGF-3 Rezeptorfamilie zukommt. Die
genauen Funktionen und Wirkungsorte sind noch weitgehend unerforscht und lassen
eine Vielzahl von Fragen offen. Das ,TRRII-B-Projekt' kann und soll in verschiedene
Richtungen weitergeftihrt werden. Beispielsweise sind Versuche zur Gewebe-
spezifischen Expression des Rezeptors und Studien zur Inhibierung der TGF-32
Signalliibertragung durch TRRII-B-Blockade unter Verwendung von Peptiden und
Antikdrpern geplant. Fragestellungen, die TRRII-B vermittelte Genexpression
betreffen konnten mit Hilfe von DNA-Chip Techniken angegangen werden, fur
Funktionsanalysen ware die Generation von Gen-Knockouts in Erwagung zu ziehen.
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B. Charakterisierung von Mutationen in der Signalpeptidsequenz des
TGF-3 Typ | Rezeptors in B-Zellen von Patienten mit chronischer

lymphatischer Leukamie

B.l. Einleitung

B.l.1. Die Rolle von TGF-3 bei Entstehung und Wachstum von Tumoren

Obwohl TGF-3 ein potenter Inhibitor fir das Wachstum epithelialer Gewebe ist, kann
es sowohl hindernd als auch fordernd auf die Entstehung von Tumoren Einflul3
nehmen. In frihen Tumorstadien wirkt TGF-3 vorwiegend tumorsuppressiv, indem es
die Proliferation von nicht-transformierten Zellen und damit die Formation von
Tumoren inhibiert. In spateren Stadien geht diese suppressorische Wirkung jedoch
haufig verloren, wodurch ein Fortschreiten des Tumorwachstums, die Einwanderung
von tumorigenen Zellen ins Gewebe und Metastasierung begunstigt werden [245]
[246].

In einer Vielzahl von Tumoren kommt es zu keiner TGF-B vermittelten
Wachstumsinhibierung der Zellen [247]. Dies kann sowohl auf einer Fehlregulation
von Zellzyklus-Effektoren (cdk-Inhibitoren, cdks, Cycline, c-myc usw.) beruhen,
wodurch eine korrekte Arretierung der Zellen in G; verhindert wird [14], als auch auf
Mutationen in einzelnen Komponenten des TGF-I3 Signalweges. Durch letzteres ist
eine funktionierende TGF-3 Signaltibertragung nicht mehr mdglich [247].

B.l.1.1. Autokrine Wirkung von TGF-3

Die tumorprogressive Wirkung von TGF-I3 wird gréf3tenteils durch eine vermehrte
TGF-R Ausschittung der Tumorzellen selbst méglich gemacht. Eine autokrine
Wirkung von TGF-3 zeigt sich beispielsweise im Auftreten von EMT (epithelial to
mesenchymal transition of cells). Hierbei kommt es zu Zerstérung von Zell-Zell-
Kontakten sowie auch zu einer verringerten Expression von Zell-Zell
Adhésionsproteinen (z.B. E-Cadherin). Gleichzeitig werden vermehrt Molekile
gebildet, die fur die Assoziation von Zellen mit extrazellularer Matrix essentiell sind.
All dies fuhrt zu erhéhter Migrationsfahigkeit und verstarkt die invasiven
Eigenschaften der Tumorzellen. Derartige Veranderungen im Zell-Phéanotyp werden
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haufig in spaten Stadien der Tumorentwicklung beobachtet und korrelieren mit dem

metastatischen Potential der Tumorzellen [248] [249].

B.l.1.2. Parakrine Wirkung von TGF-I3

Vom Tumor produziertes TGF-I3 tragt auf indirektem Weg u.a. durch Induktion der
Expression verschiedener Metalloproteasen (MMPs) zur Tumorprogression bei.
MMPs spielen bei der proteolytischen Degradation von Basalmembranen eine
wichtige Rolle und sind daher fur eine Tumorinvasion essentiell [250].

Andere wichtige parakrine Effekte von TGF-I3 beziehen sich auf die Regulation der
Tumor Angiogenese. Hierbei wird durch TGF-3 vermittelte Stimulation die Produktion
angiogener Faktoren erzielt. Durch die Formation neuer BlutgefalRe wird eine
adaquate Blutversorgung eines soliden Tumors gewahrleistet [251].

Da TGF-R1 und —R2 stark immunsuppressiv wirken kénnen [118], ist es durchaus
denkbar, daR aufgrund der erhéhten TGF-R-Sekretion im Tumor die immune
Uberwachung unterdriickt wird. TGF-R sorgt also fiir ein ,Uberleben’ des Tumors,
indem es die Effektorzellen des Immunsystems (z.B. cytotoxische T-Zellen) inhibiert

und die Entstehung tumor-reaktiver T-Zellen abschwéacht [252].

B.1.1.3. Tumorprogression durch selektive Signaltibertragung

Wie bereits erwahnt, unterliegen Tumorzellen in einem fortgeschrittenerem Stadium
meist keiner TGF-3 vermittelten Wachstumskontrolle, sind jedoch anderweitig TGF-3
responsiv. Sie zeigen beispielsweise erhohte Migrationsfahigkeit und invasives
Verhalten. Um zwischen antiproliferativen und Matrix-assoziierten Effekten zu
unterscheiden, scheint es Mechanismen zu geben, welche es Tumorzellen
ermdglichen, den TGF-I3 Signalweg selektiv im Hinblick auf Tumorprogression zu
nutzen. Einige Studien tragen mittlerweile zum Verstandnis bei, wie es
transformierten Zellen méglich ist autokrine Wachstumskontrolle zu verlieren und
gleichzeitig andere TGF-3 vermittelte Eigenschaften beizubehalten. Vermutlich
missen, um bestimmte TGF-3 Antworten hervorrufen zu kdnnen, entsprechende
Signalschwellenwerte erreicht werden. Mdoglicherweise kann bereits eine geringe
Beeintrachtigung des TGF-3 Signals zum Verlust des antimitogenen TGF-3 Effekts
fuhren, wahrend die Toleranzgrenze fur TGF-3 Effekte, welche mit Zelladh&sion,
Invasion und Metastasenbildung einhergehen, um einiges hoher liegt. Au3erdem
scheint nicht eine sondern multiple biochemische Mechanismen zur Verstarkung des
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tumorprogressiven Effekts von autokrinem TGF- beizutragen. Einige dieser
Mechanismen sind moglicherweise unabhéngig von Smad Funktion und TRRI-
Phosphorylierung [249].

B.l.2. Inaktivierung von Komponenten der TGF-3 Signhalkaskade

wahrend der Tumorgenese

Das Entwickeln einer Resistenz gegentuber TGF-[3 stellt ein Schltsselereignis fur das
Fortschreiten der Tumorentstehung dar. Zellulare Insensitivitdt gegentber TGF-[3 ist
in vielen Fallen das Resultat einer defekten Signallbertragung. Eine Reihe von
Komponenten der TGF-3 Signalkaskade liegen in einer Vielzahl von Tumoren
inaktiviert vor oder sind ganz verloren gegangen. Verantwortlich hierfr sind
beispielsweise Genmutationen, LOH (loss of heterozygosity), Repression der
Transkription und Auftreten von DNA-Methylierung an CG-reichen Regionen
vornehmlich im Promotorbereich [253].

B.l1.2.1. Defekte der TGF-3 Rezeptoren bei der Tumorentstehung
Der TGF-B Typ Il Rezeptor:

Derart inaktiviert liegen in einer betrachtlichen Zahl von Tumoren die TGF-R3

Rezeptoren vor. Der TGF-3 Typ Il Rezeptor (TRRII) ist bei der Mehrzahl von Magen
und Darm Karzinomen, welche mit Microsatelliten Instabilitat (MSI) einhergehen,
mutiert [254] [255]. Als Beispiel kann hier HNPCC (hereditary nonpolyposis colon
cancer), ein familidr vererbtes Krebssyndrom, genannt werden [256]. Ein
Charakteristikum derartiger Tumoren ist ein Defekt der DNA-Reparatur Maschinerie
(MMR = DNA missmatch repair), welcher zum Phanomen der Microsatelliten-
Instabilitat fihrt. Aufgrund dieses DNA-Reparatur Defizits kommt es im kodierenden
Bereich des TGF-B Typ Il Rezeptors haufig zu ,frame-shift’ Mutationen innerhalb
einer zehn Basenpaar langen Adenin-Sequenz (nt 709 — 718, Sequenz siehe
Anhang). Durch Insertion oder Deletion von Adeninen in diesem Bereich kommt es
zum vorzeitigen Abbruch der Translation. Derartig verkirzte Proteine sind aufgrund
der fehlenden Kinase-Domane nicht funktionsfahig. In Kolon-Karzinomen ohne MSI
kénnen mit einer Haufigkeit von 15% Missense-Mutationen in der Kinase-Domane
des Typ Il Rezeptors gefunden werden [253].
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Verlust von funktionalem TRRII spielt auch in einer Reihe von T-Zell Lymphomen
eine Rolle. Beispielswiese wurde in einem cutanen T-Zell Lymphom eine dominant
negativ wirkende Mutation im TGF-3 Typ Il Rezeptor gefunden. Hierbei fihrt eine
heterozygot auftretende Substitution einer einzelnen AS (D404G) in der Kinase-
Domane von TRRII zur Inhibierung des wildtypischen Rezeptors und somit zum
Verlust der TGF-B vermittelten Wachstumsinhibierung [257]. In Fallen von
myodysplastischem Syndrom, akuter lymphoblastischer Leukéamie und chronischer
myeloider Leukdmie wurden zwar keine TRRII-Mutationen gefunden, jedoch konnte
eine verringerte Expression des Proteins beobachtet werden [258] [259] [260].
Inaktivierung und verringerte bzw. nicht nachzuweisende Expression des TGF-I3 Typ
Il Rezeptors wurden in einer Vielzahl weiterer Tumorarten beschrieben. Zu nennen
sind hier neben diversen Lungenkrebsarten v.a. Brustkrebs, Eierstock-Karzinom,
Tumoren der Prostata, der Harnblase und Speiseréhre sowie Osteosarkome [253].

Der TGF-R Typ | Rezeptor:

Nachdem beide TGF-B Rezeptorarten gleichermal3en essentiell fir die

Signaltbertragung sind, kann davon ausgegangen werden, dal3 Mutationen im Gen
fur TRBRI gleiche funktionale Auswirkungen haben wie TRRII-Mutationen.

Das Fehlen einer einfachen repetitiven Nukleotidsequenz scheint das tRRI Gen
weniger anféllig fur Mutationen zu machen, die aus DNA-Reparatur Defekten
resultieren. Trotzdem konnten bereits haufig Veranderungen am TGF-B Typ |
Rezeptor und dessen Expression festgestellt werden, welche die TGF-I
Signaltransduktion negativ beeinflussen.

Beispielsweise wurde eine Kinase-Mutante von TRRI in einem Brust Karzinom
beschrieben. Hierbei handelt es sich um eine Substitution im Codon 387, bei welcher
Serin durch Tyrosin ausgetauscht wird. Diese Mutation verringert die Féhigkeit des
Rezeptors TGF-I3 abhangige Effekte auf Genexpressionsebene zu Ubertragen [261].
In einem Cervix-Karzinom beeinfluf3t eine stille Mutation korrektes Splei3en der TRRI
MRNA [262]. Transkriptionelle Repression von TRRI, welche zu verringerter bzw.
fehlender Expression des Rezeptors fihrt, wurde in verschiedenen Krebs-Zellinien
festgestellt. Es handelt sich hierbei um Zellen aus Kolon-Karzinomen, sowie
Tumoren des Magens und der Prostata [263] [264].

Um den transkriptionellen Startpunkt des tRRI Gens gelegene Sequenzbereiche
weisen einen auffallend hohen Gehalt an Guanin und Cytosin auf (66%). Diese
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sogenannten GpC Inseln sind  Angriffspunkte  fir  DNA-Methylierung.
Hypermethylierung an CpG Inseln im 5'-Bereich des tBRI Gens wurde sowohl in
Magenkrebs Zellinien, als auch in primaren Tumoren nachgewiesen [265]. Dies stellt
maoglicherweise eine Alternative fir die Inhibierung der TGF-3 Signaltransduktion in
humanen Tumoren dar.

Eine 5kb groRe Deletion im tBRI Gen fuhrt zu TGF-3 Resistenz in einem cutanen T-
Zell Lymphom. Die Deletion eliminiert die letzten 178bp von Exon 1 einschlief3lich
des Start-Methionins sowie das gesamte Intron 1. Der verkirzte Rezeptor wird nicht
an der Zelloberflache exprimiert und fuhrt daher zu Insensitivitdt beziglich TGF-3
vermittelter Wachstumskontrolle [266]. Fehlen von funktionalem TRRI an der
Zellmembran wird auch bei Patienten mit chronischer lymphatischer Leukamie
beobachtet [267]. Genauere Untersuchungen zu diesem Phanomen sind u.a. Inhalt
dieser Arbeit und werden an entsprechende Stellen genau dargestellt und diskutiert.
In einer Reihe von Krebsarten wurden Deletionen von drei Alaninen in einer neun AS
langen Alanin-Sequenz des TRRI entdeckt [268, 269] [262]. Diese Mutationen fiihren
nicht zu Insensitivitit gegenuber TGF-B, scheinen jedoch die TGF-3
Signaltbertragung negativ zu beeinflussen und damit Tumorprogression zu
unterstitzen. Auch hierauf soll in dieser Arbeit noch genauer eingegangen werden.

B.1.2.2. Defekte der Smad-Proteine bei der Tumorentstehung

Die TGF-[3 Signalubertragung kann auch durch Mutationen in den Smad Molekuilen
negativ beeinfluBt werden. Das Gen fir Smad4 wurde urspringlich als
Tumorsuppressorgen auf Chromosom 18q21 kloniert. Dieses Gen ist in ungeféhr der
Halfte aller Pankreas-Karzinome deletiert, worauf auch der Orginalname, DPC4
(deleted in pancreatic carcinoma locus 4), begrtindet ist [61]. Smad4 liegt in mutierter
Form aul3erdem in einem betrachtlichen Anteil der kolorektalen Karzinome vor,
weniger haufig in Brust-, Eierstock-, Prostata- und Magen-Karzinomen [270]. Hin und
wieder werden Smad4-Mutationen im Zusammenhang mit Mutationen der TGF-I3
Rezeptoren gefunden, woraus gefolgert werden kann, daf3 Smad4, TRRIlI und TRRI
bestimmte, sich nicht Uberschneidende tumorsuppressive Aktivitdten beinhalten [271]
[272].

Das Gen fur Smad2 ist ebenfalls auf Chromosom 18q21 lokalisiert und ist haufig Ziel
inaktivierender Mutationen in kolorektalen Karzinomen [60]. Zur Inaktivierung von

Smad2 oder Smad4 kommt es durch den Verlust der gesamten
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Chromosomenregion, durch kleinere Deletionen oder durch Frameshift-, Nonsense-
und Missense-Mutationen. Derartige Mutationen sind vornehmlich in der Smad-MH2-
Domaéne zu finden und beeintréchtigen die Proteinfunktion auf unterschiedlich Weise.
Ein Teil der beschriebenen Mutationen verhindert ein korrektes Falten der MH2
Domane, wodurch die Stabilitdt des gesamten Proteins verringert wird. Wahrend der
TGF- Signalubertragung von der Membran in den Zellkern, bilden sich sowohl
homo- also auch heterooligomere Smad-Komplexe. Diverse Mutationen in der MH2-
Domane fuhren zur Destabilisierung dieser Komplexe und wirken so negativ auf die
Signalweiterleitung. Andere Mutationen wiederum betreffen die L3-loop Region der
Smads, die, da sie permanent an der Proteinaul3enseite exponiert ist, Interaktionen
mit anderen Proteinen, im Speziellen Rezeptoren, vermitteln kann [270].
Beispielsweise verhindert eine Mutation im L3-loop von Smad2 die Interaktion mit
dem aktivierten TGF-I3 Rezeptor [78].

Nur eine geringe Zahl inaktivierender Mutationen betreffen die Smad-MH1-Domane
und wurden bisher nur in Pankreas- und Kolon-Karzinomen nachgewiesen. In einem
bemerkenswerten Fall tritt eine Mutation an dem gleichen konservierten AS-Rest
sowohl in Smad2 (R133C) als auch in Smad4 (R100Y) auf. Hierbei erhdht sich die
Affinitat der MH1-Doméane zur MH2-Domane, wodurch ein ,Aufklappen’ des Proteins
und somit dessen Aktivierung erschwert bzw. verhindert wird. Diese
autoinhibitorische Interaktion der beiden Domanen verringert gleichzeitig die Stabilitat
des gesamten Proteins [273] [274]. Da die MH1- Domé&ne von Smad4 auch an der
DNA-Bindung beteiligt ist, ist eine Inhibierung von TGF-@ Effekten durch MH1-
Mutationen auch auf Genexpressionsebene durchaus wahrscheinlich [270].
Smad3-Mutationen konnten bisher in keinem humanen Tumor entdeckt werden.
Dennoch war es moglich nachzuweisen, dal3 Mause mit homozygoter Deletion von
Smad3 aggressive kolorektale Karzinome entwickeln [275]. AuRRerdem wurde in
weiteren Versuchen mit Smad-defizienten Mausen die Tumorsuppressor-Rolle der
Smads eindeutig belegt [247]. Auch die sogenannten inhibitorischen Smads, Smad6
und Smad7, kdbnnen zum Verlust der wachstumsinhibitorischen Funktion von TGF-i3
beitragen. So wurde konstitutive Uberexpression von Smad 6 und Smad7 in
pankreatischen Tumorgeweben und Zellinien nachgewiesen [276] [277].
Inhibitorische Smads bilden Komplexe mit Typ | Rezeptoren und verhindern dadurch
das Andocken und Aktivieren der signaltransduzierenden Smads. Durch eine
Uberexpression dieser Inhibitoren wird also die TGF-R Signalkaskade unterbrochen.

96



B.I. Einleitung

Nachdem v.a. in letzter Zeit vermehrt Proteine identifiziert wurden, die mit Smads
interagieren konnen und als transkriptionelle Co-Repressoren bzw. -Aktivatoren
dienen (Ski, SnoN, TGIF, CBP, p300), ist durchaus denkbar, dal3 Ungleichgewichte
bei der Smad-Aktivierung und -Repression, die durch diese Proteine verursacht
werden, in den Prozel3 der Tumorprogression einflie3en [278].

B.1.3. Chronische lymphatische Leukamie (B-CLL)

B.1.3.1. Charakteristische Merkmale der Erkrankung

Da sich die vorliegende Arbeit mit der Expression der TGF-3 Rezeptoren in B-Zellen
von Patienten mit chronischer lymphatischer Leukdmie beschéftigt, soll die Krankheit
an dieser Stelle kurz charakterisiert werden.

Chronische lymphatische Leukamie ist die haufigste Form adulter Leukamie in
westlichen Landern. Das Durchschnittsalter von Patienten betragt zum Zeitpunkt der
Diagnose ca. 65 Jahre, nur ein geringer Prozentsatz der Patienten ist jinger als 50
Jahre. Meist sind mehr Méanner als Frauen betroffen. B-CLL ist ein langsam
voranschreitender Krebs, der sich durch klonale Proliferation und Akkumulation
neoplastischer B-Lymphozyten in Blut, Knochenmark, Lymphknoten und Milz
auszeichnet. Der klinische Verlauf dieser Krankheit kann sehr unterschiedlich sein.
So liegt die Uberlebensdauer von Patienten in einem Bereich von wenigen Monaten
und einigen Jahren. Jedoch ist B-CLL bis dato unheilbar und wird von sekundaren
Komplikationen begleitet, die sich negativ auf eine Prognose auswirken kdnnen [279]
[280]. Typisches B-CLL kann =zu einem aggressiven Grof3zell Lymphom
transformieren (Richter's Syndrom), welches &uf3erst schlecht auf Therapien
anspricht [281]. Die fur B-CLL typische erhéhte Lymphozytenzahl kommt aufgrund
von Apoptose-Defizienzen zustande und nicht durch autonomes und unkontrolliertes
Zellwachstum. So sind B-Zellen von B-CLL Patienten in der Go, Phase arretiert
anstatt klonal zu expandieren und den Zellzyklus tGberméafiig schnell zu passieren.
Die Zellen werden also in einem nicht-apoptotischen Ruhestadium gehalten. Das
,normale’ Gegenstick von CLL Zellen sind reife CD5+ B-Lymphozyten. Aufgrund
inhibierter Apoptosemechanismen akkumulieren diese CD5+ Lymphozyten mit der
Zeit und transformieren zu CLL-Zellen. Zytokine wie TNFa, IL10 und TGF-R3 sind bei

Regulation, Wachstum und Differenzierung der CLL-Zellen involviert. In Féllen von B-
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CLL werden auRerdem haufig Uberexpression des c-myc Onkogens, Deletion des
Retinoblastoma Gens Rbl, sowie Mutationen des p53 Tumorsuppressorgens
detektiert [280] [282]. Zytogenetische Abnormalitéaten werden in ca. 50% der B-CLL
Patienten nachgewiesen. Hierbei sind Deletionen in den Chromosomen 13q, 11q und
6q zu erwahnen. Chromosom 17p beinhaltet den p53 Genlocus und weist ebenfalls
eine hohe Deletionsfrequenz auf. Auerdem sind Trisomie des Chromosoms 12q
sowie Translokationen an Chromosom 14q nicht selten. Es konnte gezeigt werde,
dalR diese Chromosomenaberrationen mit einem rapiden Voranschreiten der
Krankheit, verringerter Uberlebenszeit und Therapieresistenz einhergehen [283]
[284].

Therapieansatze fur B-CLL beinhalten meist kombinatorische Chemotherapie, bei
der u.a. Purin-Analogons verwendet werden. Ziel hierbei ist v.a. die Induktion von

Apoptose hervorzurufen [280].

B.1.3.2. Verlust von funktionalem TRRI an der Zelloberflache von TGF-R
resistenten B-Zellen bei chronischer lymphatischer Leukamie

B-Zellen zeigen generell eine Uber TGFR vermittelte Wachstumshemmung. In
DeCoteau et al. (1997) wurde jedoch beschrieben, dal3 B-Zellen in etwa 1/3 der
untersuchten Patienten mit chronischer lymphatischer Leukdmie eine Resistenz
gegen TGF-3 vermittelte Wachstumsinhibierung entwickelt haben [267]. Diese Zellen
tragen keinen funktionalen TGF-B Typ | Rezeptor an der Zelloberflache und dies
obwohl normale Mengen an Rezeptor mRNA exprimiert werden. Anhand der
bisherigen Daten aus Bindungs- und Crosslinking-Studien kénnen keine definitiven
Aussagen dariber gemacht werden, ob der scheinbare Verlust von TRRI an der
Zelloberflache auf einem tatsachlichen Fehlen des Proteins beruht, oder ob TRRI
zwar vorhanden ist, aber nicht in der Lage mit TRRII zu interagieren oder TGF-[3 zu
binden. Es ist auch nicht vollstandig auszuschlie3en, daf3 ein Defekt am Typ Il
Rezeptor vorliegt, der die Detektion von TRRI mit den verwendeten Techniken nicht
moglich macht. Es war nun Ziel dieser Arbeit diesen noch ungeklarten Punkten
nachzugehen und die bisherigen Studien zu vervollstdndigen. Eventuelle Mutationen
in den TGF-3 Rezeptoren sollten mittels RT-PCR ausfindig gemacht und anhand von
Expressions- und Aktivitatstests charakterisiert werden. Genaue Vorgehensweisen
und Ergebnisse sind im experimentellen Teil dieser Arbeit beschrieben.
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B.1l. Ergebnisse

B-Zellen von Patienten mit chronischer lymphatischer Leukamie (CLL) zeigen
Resistenz gegenuber TGF-B3 vermittelter Wachstumsinhibierung und veranderte
Oberflachenexpression der TGF-3 Rezeptoren. Dies beruht mdglicherweise auf
Mutationen in den Rezeptorgenen. Um nun die molekulare Basis der TGF-I3
Resistenz von B-CLL-Zellen zu definieren wurden die im Folgenden beschriebenen
Versuche durchgefiihrt. Die dargestellten Ergebnisse wurden zur Veréffentlichung
eingereicht und werden unter ,Schiemann et al., ,TGF-B-resistant B Cells from
Chronic Lymphocytic Leukemia Patients Contain Recurrent Mutations in the Signal

Sequence of TGF-R Type | Receptor’, zu finden sein.

B.Il.1. Klonierung von TRRRI und TRRII cDNAs mittels RT-PCR und deren

Sequenzierung

Zur Verfugung stand mRNA, welche aus TGF-[3 resistenten B-Zellen zweier CLL-
Patienten (s. DeCoteau et al., Patienten 2 und 3) isoliert wurde (erh. v. P. Knaus,
Biozentrum Wiurzburg) [267]. Mit Hilfe von RT-PCR konnten die cDNAs der beiden
TGF-I3 Rezeptoren (TRRI und TRRII) unter Verwendung rezeptorspezifischer Primer,
welche aufRerdem Restriktionsschnittstellen einflihren; amplifiziert werden. Die
erhaltenen PCR-Produkte wurden mit den entsprechenden Restriktionsenzymen
geschnitten und in das prokaryontische Expressionsplasmid pBluescript einligiert.
DH5a-Bakterien wurden anschlie3end mit diesem Konstrukt transformiert. Positive
Bakterienklone wurden auf Amp/Tet-Agarplatten selektioniert und in 2ml LB-Medium
weiterkultiviert. Es wurden Mini-Plasmidpréaparationen durchgefiihrt, woraufhin die
Rezeptor-cDNAs mit entsprechenden Primern sequenziert werden konnten.

In den cDNAs des TGF-3 Typ Il Rezeptors konnten keine Verdnderungen der
Nukleotidsequenz festgestellt werden. Im Gegensatz dazu wurden in den TRRI
cDNAs beider Patienten zwei Mutationen mit 100%iger Haufigkeit detektiert, welche
in der mutmallichen Signalpeptidsequenz des Rezeptors lokalisiert sind. Es handelt
sich zum einen um die Substitution eines einzelnen Nukleotids in Codon 12 (CTG —
CAG), was einen Aminosaureaustausch von Leucin gegen Glutamin, L(12)Q, zur
Folge hat. Diese Mutation tritt in Kombination mit der ,in-frame‘-Deletion eines
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einzelnen Alaninrestes innerhalb einer Kette von insgesamt neun Alaninen auf. Die
Mutationen sind in Abb.38 schematisch dargestellit.

WE-TRBR-1: ATGGAGGCGGCGGTCGCTGCTCCGCGTCCCCGGCTGCTCCTCCTCGTG 48
M E A AV A APRWPRILTILTLLYV 16

TRBR-1/A8:- ATGGAGGCGGCGGTCGCTGCTCCGCGTCCCCGGCAGCTCCTCCTCGTG 48
M E A AV A APRPIRIOQUL L L V 16
wt-TRBR-1: CTGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGCTGCTCCCGGGGGCGACG 96

L AAAAAAAAALL P GAT 32

TRR-1/A8:- CTGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCG:C: : TGCTCCCGGGGGCGACG 96
L AAAAAAAA L L P G AT 32

Abb.38 Nukleotid- und Proteinsequenzen des wt-TRRI im Vergleich zum mutierten TRRI
(TBRI/A8). Die L(12)Q- und die Ala8-Mutation sind hervorgehoben.

B.1l.2. Herstellung des eukaryotischen TRRI/A8 Expressionsplasmides

Um nun die Auswirkungen der identifizierten Mutationen auf Expression des
Rezeptors und TGF-[3 Signaliibertragung untersuchen zu kénnen, wurde ein mutante
TRRI cDNA, die beide Mutationen enthalt, synthetisiert und in den eukaryotischen
Expressionsvektor pcDNA3.1 subkloniert.

Hierzu wurde der mutierte N-terminale Teil der TRRI cDNA mit den
Restriktionsenzymen Not | und BsrG | aus einem TRRI-pBluescript Konstrukt (s.0.)
geschnitten. Das erhaltene 279bp Fragment wurde anschliel3end in ein wildtypisches
TRRI-pcDNA3.1 Konstrukt, das an identischen Stellen geschnitten wurde, einligiert.
Das so synthetisierte Konstrukt wird im Folgenden TRRI/A8 genannt. Der Ligation
folgte die Transformation von DH5a Bakterien und eine Ampicillin-Selektion. Positive
Klone wurde weiterkultiviert und die Plasmid-DNA mittels Midi-Praparation isoliert.
Die Richtigkeit des Konstrukts wurde durch Sequenzierung tberpruft.
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B.1l.3. Untersuchungen zur Expression und Transport von TRRI/A8

Zuerst sollte die Frage beantwortet werden, ob die beiden Mutationen die Expression
des TRRI-Proteins beeinflussen. Zur Klarung wurde die Methode des in vivo
Labellings eingesetzt.

Unter Verwendung der CaCl,-Methode wurden 293T Zellen transient mit einem wit-
TRRI-HA Konstrukt bzw. mit TRRI/A8 transfiziert. Kontrollzellen wurden mit einem
Jeeren’ Expressionsplasmid transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen mit
[*°*S] Cys/Met in vivo markiert. Die Zellysate wurden einer Immunprézipitation mit
dem TRRI-spezifischen Antiserum a-VPN (vgl. 1V.2.7.) unterzogen und anschliel3end
Uber SDS-PAGE aufgetrennt. Die markierten TRRI-Proteine konnten mittels

Autoradiographie sichtbar gemacht werden und sind in Abb.39 dargestellt.
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Abb.39 Nachweis der Proteinexpression von
TRRI/A8 durch in vivo Markierung mit [358]
Cys/Met.

Es wird deutlich, da? durch die Expression der TRRI/A8 cDNA in 293T Zellen ein
Polypeptid produziert wurde, welches bezilglich GréRe und Intensitat nur aufgrund
des HA-Epitops am wt-TRRI-Konstrukt vom wt-TRRI Polypeptid (Abb.39, Spalten 1
und 2) unterscheidbar ist. Die Kontrollzellen (mock) liefern eine leichte TRRI-Bande,
die auf das Vorhandensein endogenen Rezeptors zuriickzufuhren ist (Abb.39, Spalte
3). Die Mutationen innerhalb der TRRI-Signalpeptidsequenz beeinflussen also nicht

die Translation der mRNA.

Im Weiteren sollte getestet werden, ob die Mutationen, die ja innerhalb des
Signalpeptids von TRRI/A8 lokalisiert sind, die Prozessierung des Proteins und seine

Translokation zur Plasmamembran behindern.
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Es wurden wiederum 293T Zellen mit wildtypischen oder mutanten TRRI-CDNA-
Konstrukten transient transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die
Zelloberflachenproteine mit einem Biotin-Derivat (EZ-Link Sulfo-NHS-LC Biotin)
markiert. Nach Zellyse wurden die TRBRI Polypeptide durch Immunpréazipitation mit a-
VPN isoliert. Es wurde eine SDS-PAGE mit anschlieBendem Western-Blot
durchgefuhrt. Biotinylierte TGF-3 Typ | Rezeptoren konnten durch Interaktion mit
Peroxidase-gekoppeltem Streptavidin tUber Chemilumineszenz sichtbar gemacht

werden.

L]
1 2 3
Abb.40 Nachweis der Oberflachenexpression von

TRRI/A8 mittels Rezeptorbindung an ein Bioton-
Derivat.

Abb.40 zeigt die &aquivalente Zelloberflachenexpression von wt-TRRI-HA und
TRRI/A8 in 293T Zellen (Abb.40, Spalten 1 und 2). Der geringe Grof3enunterschied
der Signale ist wiederum auf des HA-tag am wt-TRBRI zurtickzufihren. Die mock-
Kontrolle, bei der ,leerer' Vektor transfiziert wurde, zeigt keine Bande (Abb.40, Spalte
3). Demnach wird auch ein korrekter Transport von TRRI zur Plasmamembran durch
die beiden Signalsequenz-Mutationen nicht negativ beeinfluf3t.
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B.ll.4. Reportergenstudien zur Untersuchung der Signalubertragungs-
aktivitat von TRRI/A8

Nachdem gezeigt werden konnte, dal3 T3RI/A8 trotz der Mutationen im Signalpeptid
nicht im Zytoplasma zuriickgehalten wird, sollte als nachstes untersucht werden, ob
Veranderungen beziglich der Signaltibertragungskapazitat von TRRI/A8 zu
beobachten sind. Aus diesem Grund wurden Reportergenstudien in R1b/L17 Zellen
durchgefihrt. Diese Zellinie ist im parentalen Zustand nicht TGF-3 responsiv, da sie
Uber keinen funktionalen Typ | Rezeptor verfugt [197]. Durch Einbringen von TRRI
kann die TGF-3 Responsivitat der Zellen wiederhergestellt werden. Unterschiede bei
der Reportergenexpression in diesen Zellen lassen folglich Schlisse uber die
Funktionalitat des transfizierten Typ | Rezeptors zu.

Fir die Durchfilhrung eines Reportergen-Assays wurden 1,3 x 10° Zellen mit 1 pg
p3TP-luc-Reportergen zusammen mit 0,3 ug Referenzplasmid (pRL-TK) und 2 pg
TRRI-wt bzw. TRRI/A8 unter Verwendung der Lipofectamin-Transfektionsmethode
transfiziert. Die Zellen wurden mit 200 pM TGF-R1 ca. 20 h inkubiert. Anschliel3end
wurden die Luziferaseaktivitdten in einem Luminometer bestimmt. Abb.41 und
Abb.42 beinhalten die Mittelwerte der Daten aus drei unabhangigen Experimenten

mit entsprechenden Standardabweichungen (xSEM).
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Abb.41 Luziferase-Messung in R1b/L17 Zellen. TGF-B Responsivitat wird
durch Einbringen beider Rezeptorkonstrukte wiederhergestellit.

103



B.Il. Ergebnisse

Wie erwartet wurde die TGF-3 induzierte Luziferase-Expression in R1b/L17 Zellen
durch Einbringen vonTRRI-wt wiederhergestellt (Abb.41, Saule 2). Die Transfektion
von TRRI/A8 fiihrte ebenfalls zu Luziferase-Expression (Abb.41, Sé&ule 3). Die
gemessene Luziferase-Aktivitat in TRRI/A8-Proben lag jedoch ca. 30% unter dem
TRRI-wt-Wert. Diese Beobachtung weist auf eine negative Beeinflussung der
Signalliibertragungsaktivitat durch die Mutationen hin.

Durch Uberexpression der transfizierten Rezeptorkonstrukte, die von einen starken
CMV-Promotor getrieben sind, konnten mdglicherweise Differenzen zwischen
wildtypischem und mutantem TRRI, die zwar geringflgig erscheinen aber dennoch
biologisch signifikant sind, nicht angemessen detektiert werden. Aus diesem Grund
wurden in einem neuen Ansatz R1b/L17 Zellen mit fortlaufend geringeren Mengen
Rezeptor-DNA transfiziert. Es wurden die gleiche Zellzahl, sowie gleiche Reporter-
und Referenzplasmid Mengen wie im vorherigen Versuch verwendet. Ebenso wurden
die Zellen wiederum mit 200 pM TGF-31 stimuliert.

—o— Wt-TRR-I
—&— TRR-I/A8

Luziferaseaktivitat
(arbitréare Einheiten)
D
a

Oug 0.1ug 0.3ug 0.5ug 1.0ug 1.5ug

Abb.42 Luziferase-Messung mit unterschiedlichen Mengen an transfizierter
Rezeptor cDNA.
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In Abb.42 ist zu sehen, dal3 beide Rezeptortypen, wt-TRI und TRRI/A8, in der Lage
sind sogar in sehr geringer Konzentration (0,1 pg) die TGF- Sensitivitat der Zellen
zu rekonstruieren. Jedoch ist die Signalstarke der TRRI/A8 transfizierten Zellen im
Vergleich zu den TRRI-Kontrollzellen erheblich verringert. TRRI/A8 ist also weniger
effizient bei der TGF-3 Signaltibertragung als wt-TRRI und zwar in allen verwendeten
cDNA Konzentrationen. Eine maximale Reduktion der Luziferase-Aktivitat um 65%
wurde mit einer cDNA Konzentration von 1,5 pg erreicht. Aus den in Abb.42
dargestellten Ergebnissen |3t sich wiederum ablesen, dal’ der mutierte TGF-R Typ |
Rezeptor die TGF-R Signaluibertragung beeintrachtigt. Eine starke Uberexpression
scheint das allgemeine Bild nicht zu beeinflussen, da sich alle bei allen cDNA-
Konzentrationen, auch bei geringen, die gleiche Tendenz abzeichnet. Es bleibt
allerdings zu beachten, dal3 vermutlich auch geringe Mengen transfizierter DNA
physiologische Konzentrationen um ein Vielfaches Ubersteigen. So kann ein
maskierender Uberexpressionseffekt auch bei geringen DNA-Mengen nicht
ausgeschlossen werden.
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Ein heterotetramerer Komplex aus TRRI und TRRII ist Voraussetzung fir eine TGF-I3
vermittelte Signallibertragung [22] [195]. Der Verlust einer dieser beiden Rezeptoren
hat in einer Vielzahl von Tumorzellen Insensitivitdat gegentber TGF-3 vermittelter
Wachstumsinhibierung zur Folge. Unterschiedlichste Mechanismen kdnnen einem
Rezeptorverlust zu Grunde liegen. Beispielsweise haben Deletionen und Mutationen
in den entsprechenden Gensequenzen den Verlust von mRNA Expression zur Folge.
Ebenso kdnnen Translation und Proteintargeting negativ beeinflul3t sein. Beobachtet
werden auch Mutationen innerhalb der Rezeptor-Kinase Doménen, welche diese
inaktivieren, somit eine SignalUbertragung verhindern und daher eine TGF-R
Resistenz verursachen (s. B.1.2.).

In DeCoteau et al. (1997) konnte gezeigt werden, dal3 B-Zellen einiger B-CLL
Patienten Resistenzen gegeniber TGF-B vermittelten wachstumsinhibitorischen
Effekten aufweisen. Dies hat eine Proliferation der Zellen trotz permanenter
Anwesenheit von TGF-B im Kulturmedium zur Folge. Aus Bindungs- und
Crosslinking- Studien ging aufRerdem hervor, dafl3 B-Zellen sowohl von TGF-3
sensitiven als auch von TGF-B insensitiven B-CLL Patienten TGF-B Typ Il
Rezeptoren an der Zelloberflache exprimieren. Ein funktionaler TGF-B Typ |
Rezeptor findet sich jedoch nur in TGF-3 sensitiven B-Zellen, nicht in insensitiven.
Der Nachweis von mRNA der TGF-B Rezeptoren mittels Northern Blot Analyse
macht deutlich, daf? B-Zellen beider B-CLL-Populationen &quivalente Mengen Typ |
und Typ Il Rezeptor mRNA exprimieren. Eine vollstandige Deletion des TRRI Gens
kann demnach ausgeschlossen werden. Aul3erdem liegen scheinbar keine
Veranderungen in den Rezeptorgenen vor, die eine Transkription verhindern oder
beeintrachtigen wurden [267].

Diese Feststellungen lassen nun die Vermutung zu, da? TGF-3 Resistenz von B-
Zellen einiger B-CLL Patienten die Konsequenz von Mutationen innerhalb des
kodierenden Bereichs des tl3rl Gens ist. Dadurch wird mdglicherweise die Expression
des Rezeptorproteins an der Zelloberflache, die TGF- Bindung an den Rezeptor
oder die Interaktion von TRRI mit TRRII verhindert. Im Hinblick auf eine funktionelle
Rezeptor-Interaktion sind demnach auch Defekte am TGF-B Typ Il Rezeptor nicht
auszuschlieBen. Es ist demnach durchaus denkbar, daf3 ein Fehlen funktionaler
TGF-3 Rezeptoren an der Zelloberflache fur die TGF-R Resistenz der B-Zellen in
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einigen Fallen von CLL verantwortlich ist. Ziel dieser Arbeit war nun die molekulare
Basis dieser Resistenz zu definieren.

Hierfir wurde RT-PCR an B-Zell mMRNA durchgefihrt um die TGF-3 Rezeptor cDNAs
aus beiden in DeCoteau et al. (1997) beschriebenen Patienten (Patienten 2 und 3)
zu isolieren und anschlie3end zu sequenzieren (vgl. B.11.1.).

In einer Mehrzahl humaner Tumoren ist TGF-3 Resistenz auf mutationsbedingter
Inaktivierung des TRRII Gens begrindet. Mutationen in der Poly-Adenin Sequenz
des TRRII entstehen als Konsequenz von zellularer Microsatelliteninstabilitéat und
resultieren in verkirzten TRRII-Polypeptiden [254] [255]. Ein Vorhandensein von
Veranderungen dieser Art scheint fur die TRBRIlI Gene der 0.g. B-CLL Patienten sehr
unwahrscheinlich, da B-Zellen beider Patienten normal grof3e TRRII Proteine
exprimieren [267]. Mutationen, die einen dominant negativ wirkenden TRRII-
Phanotyp zur Folge haben, sind daher ebenfalls weitgehend ausgeschlossen;
ebenso Mutationen, die die Ligandenbindung beeinflussen. Es galt dennoch die
TRRII cDNA beziglich anderweitiger Auffalligkeiten zu untersuchen, die
maoglicherweise Strukturveranderungen oder Rezeptorinaktivierung bewirken. Durch
Sequenzierung einer reprasentativen Zahl von TRRII cDNA-Klonen konnte definitiv
gezeigt werden, daf’ keine Veranderungen in der TRRII-Nukleotidsequenz in B-CLL-
Zellen auftreten.

Im Gegensatz dazu wurden Mutationen in den TRRI cDNAs beider Patienten
detektiert. 100% der untersuchten cDNAs enthalten eine L(12)Q Substitution in
Kombination mit einer ,in-frame‘-Deletion eines einzelnen Alaninrestes innerhalb
einer Aneinanderreihung von insgesamt neun Alaninen (9-Alanin-Kette) (s. Abb.38).
Beide Mutationen sind im Exon 1 lokalisiert und sind Teil der putativen
Signalpeptidsequenz des Rezeptors [16]. Da beide Mutationen in allen cDNA-Klonen
vorhanden sind, kann von einer homozygoten Manifestation ausgegangen werden.
Eine groBe Anzahl an hydrophoben Aminosdureresten ist nachweislich ein
essentielles Charakteristikum fur Signalpeptide sekretorischer Proteine [285]. Die
Zahl der Alanine in einem Bereich, der zusatzlich die potentielle
Signalpeptidspaltungsstelle im tRrl Gen beinhaltet, kdnnte demnach ein wichtiges
Kriterium fir effiziente Peptidspaltung und funktionierendes Proteintargeting
darstellen. Falsches Targeting aufgrund unvollkommener Pepitidabspaltung ware
durchaus eine Erklarung fir das beobachtete Fehlen des TRRI an der Zelloberflache

der untersuchten B-Zellen.
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Mit dieser Intension und um den genaueren Einfluf3 beider Mutationen auf die TGF-I3
Signaltbertragung zu validieren, wurde eine die Mutationen enthaltende TRRI
Variante, TRRRI/A8, konstruiert und Untersuchungen zu deren Expression, Targeting
und biologischer Aktivitat durchgefuhrt.

Experimente in 293T Zellen (s. B.11.3.) zeigen, dal3 weder die Translation der TRRI
MRNA, noch die Expression des TRRI Polypeptids an der Zelloberflache durch die
vorhandenen Signalsequenz-Mutationen negativ beeinfluf3t werden.
GroRRenunterschiede im Vergleich zu wt-TRRI, die auf eine fehlende Abspaltung des
Signalpeptids hinweisen wirden, sind nicht zu erkennen. Aufgrund der vorliegenden
Daten kann fehlgesteuertes Proteintargeting ebenfalls ausgeschlossen werden. Die
Ergebnisse bestatigen u.a. die Daten von Chen et al. (1999) und bekréaftigen somit
die Vermutung, dal3 die 9-Alanin-Kette innerhalb der Signalpeptidsequenz von TRRI
fur die Translokation und Expression des Rezeptors an der Zelloberflache nicht
benttigt wird [262]. Die vermutete Abwesenheit des TGF-I3 Typ | Rezeptors an der
Zelloberflache TGF-R resistenter B-CLL-Zellen ist demnach nicht das Resultat der
beiden Mutationen innerhalb der Signalsequenz. Statt dessen missen andere, bisher
ungeklarte Mechanismen zugrunde liegen.

Nachdem die exakte Spaltstelle des Signalpeptids noch nicht exakt festgelegt wurde,
ist eine Lokalisation der neun Alaninreste am aufl3ersten N-Terminus des reifen
Polypeptids und somit eine Einbeziehung in den Ligandenbindungsprozess ebenfalls
denkbar. Eine verringerte Alaninzahl kénnte somit die Ligandenbindung und
Signallibertragung stérend beeinflussen. Um dies zu untersuchen wurden
Reportergenstudien in R1b/I17 Zellen durchgefiihrt (s. B.1l.4.). Diese Zellinie ist
aufgrund fehlender TRRI Expression nicht TGF-I3 responsiv. Sensitivitat gegentber
TGF-3 kann jedoch durch Einbringen von TRRI cDNA vollstdndig wiederhergestellt
werden. In Abb.41 ist dargestellt, wie sowohl Einbringen von wt-TRRI als auch von
TRRI/A8 eine TGF-R3-stimulierte Luziferaseexpression ermoglicht. Die durch TRRI/A8-
Transfektion erzielte Luziferase-Aktivitat ist jedoch um ca. 30% geringer als die von
wt-TRRI transfizierten Zellen. Dennoch ist TRRI/A8 biologisch aktiv und in der Lage
mit dem Liganden TGF-B1 zu interagieren. Trotz durchaus bemerkenswerter
Unterschiede  bezlglich der Luziferaseexpression darf ein  moglicher
Uberexpressionseffekt, ein Nebeneffekt eines starken CMV-Promotors im
Expressionsplasmid, nicht ausgeschlossen werden. Die Uberexpression der
Rezeptoren, welche die Proteinmenge biologischer Systeme um ein Vielfaches
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Ubersteigt, maskiert madglicherweise ausschlaggebende Unterschiede bei der
Signallibertragung von wildtypischem und mutiertem Rezeptor. Um dieser Hypothese
auf den Grund zu gehen und um Effekte der Uberexpression zu mindern, wurden
R1b/L17 Zellen in einem neuen Ansatz mit sukzessiv abnehmenden Mengen an
Rezeptor cDNA transfiziert. Die TGF-3 Sensitivitdt von R1b/L17 Zellen wurde bei
allen cDNA-Konzentrationen (0,1 - 1.5 pg) wiederhergestellt, jedoch zeigten TERI/A8
transfizierte Zellen in allen verwendeten cDNA Konzentrationen verringerte
Luziferase-Signalstarken im Vergleich zu wt-TRRI transfizierten Zellen (s.Abb.42)
TRRI/A8 ist demnach weniger effizient bei der TGF-3 Signaliibertragung,
unbeeinfluBt von Uberepressionseffekten und cDNA Konzentrationen.
Veranderungen in der Zahl der Alaninreste dieser N-terminalen Alanin-Kette des
TGF-B Typ | Rezeptors wurden bereits mehrfach in unterschiedlichen humanen
Tumorformen, wie in Kolon-, Cervix- und Blasen-Karzinomen, Keimzelltumoren und
Tumoren des hé&matopoethischen Systems beschrieben [268] [269] [262] [286].
Auffallend haufig kommt es zur Deletion von drei Alaninresten der 9-Alanin-Kette.
Diese Rezeptormutante (TRRI/A6) findet sich hetero- und homozygot héaufig bei
Patienten mit Krebsdiagnose. Es wird vermutet, daf3 es sich bei diesem polymorphen
Allel um ein 'Tumor-Empféanglichkeits-Allel' handelt, das mdglicherweise zur
Tumorentstehung beitragt [269]. Alle TRRI-Molekile mit veranderter 9-Alanin-Kette
(Deletionen, Insertion von einem Alanin) koénnen normal exprimiert und zur
Zelloberflache transferiert werden [262] [268]. Beachtenswerterweise zeigt TRRI/A6
in  Reportergenstudien genau wie TRRI/A8 eine etwas geringere
Signalubertragungsaktivitdt. Auch Limitierung der Rezeptorexpression durch
Transfektion geringer DNA Mengen liefert vergleichbare Ergebnisse [262]. Pasche et
al. (1998) konnten zwar in Reportergenstudien keine derartigen Tendenzen, sprich
verringerte TGF-3 Responsivitdt von TRRI/A6 transfizierten Zellen im Vergleich zu
wt-TRBRI transfizierten Zellen, feststellen, jedoch durchaus beachtenswerte
Unterschiede beziglich TGF-I3 vermittelter Wachstumsinhibierung. Expression von
TRRI/A6 resultierte in einem verringerten TGF-[3 antiproliferativen Effekt und laf3t
daher auf eine gesteigerte tumorigene Empfanglichkeit schliel3en [268, 269].

Es konnte also von verschiedenen Seiten gezeigt werden, dal3 sowohl
Wachstumsinhibierung als auch Reportergen-Induktion durch Uberexpression von
Alanin-Mutanten verringert werden. Die molekularen Mechanismen jedoch, die der
Fahigkeit von TRRI-Alanin-Mutanten TGF-R Resistenz hervorzurufen, zugrunde
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liegen, sind soweit noch vollstandig ungeklart. Obwohl gezeigt wurde, daf} die 9-
Alanin-Kette nicht zur Translokation und Expression des TR3RI Proteins bendtigt wird
[262], ist dennoch unklar ob dieser Sequenz nicht eine alternative Rolle beziglich
Bindungsverhalten, SignalUbertragung und/oder zielgerichteter Expression des
Polypeptids, zukommt.

Verringerte Sensitivitdt gegentuber TGF- involviert maoglicherweise zellulare
Schwellenwerte fur die TGF-B Signallbertragung. Es ist davon auszugehen, daf3
eine verringerte Wirksamkeit von TGF-[3, die beispielsweise auf einer Reduktion der
Rezeptorzahl an der Zelloberflache oder auf einer Reduktion der Rezeptorkopplung
beruht, die Starke des intrazellularen TGF-B vermittelten Signals ernsthaft
abschwaécht. Aufgrund der zu geringen Signalstarke, die gewisse Schwellenwerte
nicht Ubersteigt, konnte es zu einem Ausfall einer entsprechenden biologischen
Antwort kommen. Chen et al. (1999) konnte zeigen, daR
Signalluibertragungsdifferenzen von TRRI/A6 offensichtlicher bei geringeren als
hoheren cDNA Konzentrationen werden [262]. Eine supra-physiologische Expression
dieser TRRI Mutante Ubersteigt also Minimal-Schwellenwerte, die fur eine zellulare
Antwort  benétigt werden. Aus diesem  Grund wird die wahre
Signalluibertragungsdeffizienz, die sich in diesen Zellen manifestiert hat, verdeckt.
Von Piek et al. (1999) konnte in einem weiteren Beispiel gezeigt werden, daf3
zellulare Responsivitdt gegenidber Mitgliedern der TGF-R Superfamilie durch ein
Erreichen von basalen Schwellenwerten reguliert wird. Eine Differenzierung von
Brust-Epithelzellen (NuMG) in die mesenchymale Richtung (epithelial to
mesenchymal transdifferentiation, EMT) ist durch Stimulation mit TGF-R3, jedoch nicht
mit Aktivin, erreichbar, und dies, obwohl die Rezeptoren fur Aktivin und TGF-3 die
gleiche Signalmaschinerie benutzen. Dies beruht auf einer zu geringen Expression
der Aktivin Rezeptoren an der Zelloberflache. Das durch Aktivin propagierte Signal ist
demnach zu gering um erforderliche zellulare Schwellenwerte zu Ubersteigen [287]
Im Hinblick auf B-CLL darf nicht auRer Acht gelassen werden, dal3 TGF-R
Rezeptoren endogen in sehr geringer Zahl an der Zelloberflache exprimiert werden
(< 2000 Rezeptoren / Zelle) [288]. Es ist daher durchaus denkbar, dal3 bereits
geringfugige Veranderungen entweder der Zelloberflachenexpression oder der
Signalliibertragungsaktivitatt des TGF-B Typ | Rezeptors pathologische
Konsequenzen haben konnen. Zusétzlich ist fur eine funktionierende TGF-I3
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Signaltbertragung das Beibehalten einer korrekten zellularen Ratio von Typ | zu Typ
Il Rezeptoren absolut essentiell [265] [289].

Eine verringerte Signalentwicklung unterhalb von bestimmten zellularen
Schwellenwerten, wirde also maligne B-Zellen einer Wachstumskontrolle durch
TGF-I entziehen und gleichzeitig vor TGF-I3 vermittelter Apoptose, dem prinzipiellen
Mechanismus zur Eliminierung von autoreaktiven Lymphozyten, schitzen. Da TGF-3
als extrem immunsuppressiv gilt, kann zuséatzlich die generelle Immunuberwachung
durch vermehrte Produktion von TGF-3 von malignen TGF-3 resistenten B-Zellen
unterdrtickt werden. Durch diese Mechanismen wirde eine graduelle Expansion von
malignen B-Zellen vorangetrieben.

Obwohl die zugrunde liegenden Mechanismen noch ungeklart sind, schwachen
Mutationen innerhalb der 9-Alanin-Kette die TGF-I3 Signalibertragung nachweislich
ab. Es stellt sich daher die Frage nach der Haufigkeit des Auftretens von derartigen
Mutationen in TGF- sensitiven und insensitiven Zellen von B-CLL Patienten. In einer
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von M. Kadin (Beth Israel Medical Center,
Boston) wurden Zellen von 33 B-CLL Patienten bezlglich ihrer Sensitivitat
gegeniiber TGF-RB mit Hilfe eines [*H]Thymidin-Einbau-Proliferationstests untersucht
[267]. Eine verringerte Proliferationshemmung der Zellen dient als Nachweis fir TGF-
3 Resistenz. Es wurde festgestellt, dald TGF-3 Resistenz von B-CLL-Zellen nicht auf
den Gesundheitszustand des Patienten oder den klinischen Status der Krankheit
schlielBen lafRt. Jedoch konnte eine absolute Korrelation zwischen der TGF-
Sensitivitat eines B-CLL Patienten und dem Vorhandensein von Alanin Mutationen
innerhalb der Signalsequenz des tl3rl Gens nachgewiesen werden. Jeder TGF-
insensitive B-CLL Patient besalR, ganz im Gegensatz zu TGF-R sensitiven
Kandidaten, eine oder mehrere 'in frame' Alanin-Deletionen innerhalb der 9-Alanin-
Kette des Rezeptor Polypeptids. Ungefahr 10% der untersuchten B-CLL Patienten
wiesen TGF-3 Resistenz der B-Zellen und somit Alanin-Mutationen im TRRI auf, ein
Prozentsatz der mit Untersuchungen anderen Tumorarten tbereinstimmt [268, 269].
Wiederum konnte hier, wie auch in einer Vielzahl anderer Tumoren, die 9-Alanin-
Kette des TGF-3 Typ | Rezeptors als ein 'hot spot' fir Mutationen identifiziert werden.
TGF-I3 Resistenz ist fur die Entwicklung von B-CLL nicht erforderlich. Dies lai3t die
Spekulation zu, dal3 Signalsequenz-Mutationen des TRRI und deren Fahigkeit die
zellulare Sensitivitat gegentiber TGF-R zu verringern, den Ubergang vom indolenten

zum aktiven Krankheitsstadium fordern.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, daf3 hier die ersten Mutationen in den
tBrl Genen TGF-B resistenter B-CLL Patienten identifiziert wurden. Diese
Signalsequenz-Mutationen, die die Signalwirkung von TGF-3 reduzieren,
beeinflussen madglicherweise die Wachstumskontrolle maligner B-Zellen und
unterstitzen gleichzeitig deren langsame und graduelle Expansion, eine Eigenschatft,
die typisch fur diese bisher noch unheilbare Krankheit ist [280]. Nachdem Alanin-
Mutationen des TRRI mit TGF-[3 Resistenz der B-Zellen korrelieren, kénnten durch
einfaches Screenen von B-CLL Patienten fir Signalsequenz-Mutationen im t@3rl Gen
Aussagen uber die TGF-I3 Sensitivitat der Patienten gemacht werden. Wenn Alanin-
Mutationen tatsachlich den Ubergang zum aktiven Status der Krankheit beeinflussen,
kann die Einschatzung der TGF-3 Resistenz eine wichtige Voraussetzung fir eine

zielgerichtete Therapie dieser weitverbreiteten Krankheit sein.
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IV.1. Abkiirzungen

O—
AK
Alk
AA
Amp
APS
AS

BA
3-Gal
bp
BMP
BR-1A
BSA
Ci
CMV
dH,0O
Da
DEAE
DMSO
DNA
DNase
dNTP
ds
ECL

E. coli
EtBr

FKBP12
HA
HPLC
IP

anti-

Antikorper

Activin like kinase
Acrylamid

Ampicillin
Amoniumpersulfat
Aminoséure
Methylenbisacrylamid
3-Galaktosidase
Basenpaare

bone morphogenetic protein
BMP Typ IA Rezeptor
Rinderserumalbumin

Curie

Cytomegalo-Virus
deionisiertes Wasser

Dalton

Diethylaminoethyl
Dimethylsulfid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
2'-Desoxy-nucleosid-5'-triphosphat
doppelstrangig

Enhanced Chemilumineszens

Escherichia coli
Ethidiumbromid

FK506 binding protein

Hamagglutinin

high performance liquid chromatography
Immunprazipitation
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kDa
LB
MAD
MH
Nt
oD

PAGE
PAS
PBS
PCR
Pen
Pfu
PMSF
pox
P/S
RNA
RNase
rpm
RT

Ss
SDS
TAE
Taq
TRRI/II
TCA
TEMED
Tet
TGFR
Tris
TRIP
U

UNK
uv

Kilodalton

Luria-Broth

mothers against dpp
MAD-Homology

Nukleotid

optische Dichte

Phospho-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Protein A-Sepharose

phosphate buffered saline
polymerase chain reaction
Penicillin

Pyrococcus furiosus
Phenylmethylsulfonylfluorid
horseradish peroxidase
Penicillin/Streptomycin
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

einzelstrangig
Natriumdodecylsulfat
Tris-Acetat-EDTA

Thermophilus aquaticus
TGF-3-Rezeptor Typ I/l
Trichloressigsaure
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Tetracyclin

transforming growth factor 3
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

TGF-I3 receptor interacting protein
unit

Uber Nacht Kultur

ultraviolett
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Vol Volumen

WB Western-Blot
wit Wildtyp
X-Gal

IV.2. Arbeitsmaterialien

IV.2.1. Gerate

Blot-System
Elektrophoresekammer
Elektrophorese-Powersupply
Horizontal-Elektrophorese
Entwicklermaschine
Geltrockner

Heizblock
Inkubationsschrank
Lichtmikroskop
Luminometer
PCR-Cycler
Phosphoimager
Schiuittler

Speed-Vac
Spektrophotometer
Sterilbank

Waage

Feinwaage

y-Zahler
Mikrozentrifuge
Zentrifuge

Zentrifuge

Kihlzentrifuge

Mini-V 8.10 (Blot Module)
Mini-Protean Il
Phero-stab. 500

Caompact 35
Model 483 slab dryer

Heraeus 6000

Leitz DM IL

FB 12

Cetus DNA Thermal Cycler

Mixer 5432

Kontron Uvicon 930
HLB 2472

1264 MP

2001 MP2

Gamma 4000
Centrifuge 5417C
Sepatech Megafuge 1.0
Rotanta/RPC

Beckman J2-21

5-Bromo-4-chloro-3.indolyl beta-D-galactopyranosid

Bio-Rad
Bio-Rad
Biotech-Fischer
Werkstatt Biozentrum
Protec
Biorad
Liebisch
Heraeus
Leica
Berthold
Perkin Elmer
Molecular Dynamics
Eppendorf
Bachofer
Kontron
Heraeus
Satorius
Satorius
Beckman
Eppendorf
Heraeus
Hettich
Beckman
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IV.2.2. Chemikalien und Reagenzien
Grundchemikalien wurden von den Firmen Merck, Roth, Serva und Sigma in den
hochsten Reinheitsstufen bezogen.
Artikel und Reagenzien fur die Zellkultur stammen von den Firmen Biochrom,
BioWhittaker, Falcon, Gibco BRL, Greiner, Nunc und Merck.
Nahrmedien fur Bakterien wurden bei den Firmen Roth und Difco erworben.
Alle Loésungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt, das teilweise

Millipore-Qualitat besal3.

IV.2.3. Zellkulturmaterial
Kulturmedien werden nach Herstellerangaben gel6st, sterilfiltriert und bei 4°C

gelagert.

EMEM (BioWhittaker) Essential Minimum Eagle Medium
DMEM (Gibco BRL) Dulbecco's Modified Eagle Medium

FCS (Gibco BRL) Fetal Calf Serum wird vor Verwendung fur 30 min bei
56°C hitzeinaktiviert.
L-Glutamin (Biochrom) wird in einem 1:100 Verhéltnis zugegeben;

= Konzentration im Medium =1mM

P/S 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin (=100x
Stocklosung)

Nu-Serum (BD) wird vor Verwendung fir 30 min bei 56°C hitzeinaktiviert.

NEA (Biochrom) Nicht essentielle Aminosauren werden in einem 1:100

Verhaltnis zugegeben.
2x Trypsin (Biochrom) wird zusammen mit EDTA in PBS geldst
Trypanblau (Biochrom) wird 1:4 mit PBS verdiinnt
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IV.2.4. Zytokine
Rekombinantes humanes TGF-31, 2 und 3 sowie humanes Aktivin A wurden von der
Fa. R&D bezogen.
Rekombinant hergestelltes BMP-2 [290] wurde von Prof. W. Sebald, Universitat

Wdrzburg, erhalten.

IVV.2.5. Oligonukleotide
Die hier verwendeten Oligonukleotide wurden von der Fa. Interactiva synthetisiert.
Die Lyophilisate wurden in dH,O aufgenommen (Endkonzentration 100 pmol/ul,

Sequenzen s. Anhang)

IV.2.6. Enzyme
e Restriktionsenzyme MBI Fermentas oder New England Biolabs
(NEB)
¢ DNA-modifizierende Enzyme:
- Pfu-Polymerase Stratagene
- Tag-Polymerase wurde von W. Hadelt (Biozentrum, Uni-

Wirzburg) hergestellt

- T4-DNA-Ligase Promega
Superscript Il reverse Transkriptase Gibco BRL
e RNase Roth

IV.2.7. Antikbrper

Die in Tab.1 aufgelisteten Antikérper wurden in Immunprazipitationen sowie fur die
ldentifizierung spezifischer Proteine in Western-Blots mit anschlieRender
Luminoldetektion eingesetzt. Detektionsantikorper (Tab.2) sind Meerrettich-
Peroxidase (pox) konjugiert. Als Affinitatsmatrize in Immunprézipitationen wurde

Protein A-Sepharose (Sigma) verwendet.
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Antikérper

Herkunft /| Referenz

anti-HA (12CA5)
(monoklonal, Maus)

Hamagglutinin-Epitop,

wurde von T. Lutz (Uni-
Wirzburg) aus Hybridomazellen
nach Standardmethoden isoliert

und gereinigt.

anti-myc (9E10) myc-Epitop, wurde von T. Lutz (Uni-

(monoklonal, Maus) Wrzburg) aus Hybridomazellen
nach Standardmethoden isoliert
und gereinigt.

anti-flag (M2) flag-Epitop, Sigma

(monoklonal, Maus)

anti-P-Smad?2
(polyklonal, Hase)

phosphorylierte Form des
Smad2 SSXS-Motivs

erhalten von P. ten Dijke
(Upsalla); [202]

anti-Smad2 (SED)
(polyklonal, Hase)

Smad?2 Linker-Region

erhalten von P. ten Dijke
(Upsalla); [26]

anti-BRla(FB14/15) |juxtamembrane Domane des [29]
(polyklonal, Hase) |BR-IA
anti-CRII (260) C-Terminus des TGF-B Typ Il |[177]
(polyklonal, Hase) |Rezeptors (C552 — K567)
anti-RIIB(750/751) |Insertsequenz des murinen [128]
(polyklonal, Hase) | TGF-R Typ II-B Rezeptors
(DVEMEAQKDEI)
anti-hRIIB(500/501) | Insertsequenz des humanen [128]
(polyklonal, Hase) | TGF-R Typ II-B Rezeptors
(KDEIICPSCNRTAHPLRH)
anti-RIIl (277) Zytoplasmatische Doméne des [[177]
(polyklonal, Hase) | TGF-3 Typ Il Rezeptors (S833
- C847)
anti-VPN Zytoplasmatische Region des |[16]

(polyklonal, Hase)

humanen TRRI (V156 — D177)

Tab.1 Erstantikorper
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Detektionsantikdrper Beschreibung

anti-mouse-lgG-pox |erkennt schwere und leichte Kette von Maus-IgG (Dianova),
polyklonal, Ziege

anti-rabbit-lgG-pox erkennt schwere und leichte Kette von Hasen-1gG (Dianova),
polyklonal, Ziege

Streptavidin-pox Peroxidase-gekoppeltes Streptavidin zur Detektion von
Biotin-Markierungen (Pierce)

Tab.2 Zweitantikorper

IV.2.8. Expressionsvektoren und Bakterienstdmme

pBluescript (pBS) (Stratagene) prokaryotischer Expressionsvektor

pcDNA 1* (Invitrogen) Vektoren zur Expression von rekombinanten
pcDNA 3 (Invitrogen) Proteinen in eukaryotischen Saugerzellen.
pcDNA 3.1 (Invitrogen) *Vermehrung nur in E.coli MC1061 méglich

Tab.3 Expressionsvektoren

Escherichia coli MC1061/P3:
Genotyp: F hsdR (ri’,my) araD139 A(araABC-leu)7679 galU galK AlacX74 rpsL thi
merB {P3: KanR AmpR (am) TetR (am)}

Dieser Bakterienstamm ist flr Vektoren entwickelt worden, die das P3 Episom zur

Selektionierung der transfizierten Bakterien besitzen wie z.B. pcDNA 1.

Escherichia coli DH5a.:
Genotyp: ¢80dlacZAM15,recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17 (Ry, my'), SUpE44,
relAl, deoR, A(lacZYA-argF)U169 [291]

Escherichia coli C600:
Genotyp: thi-1, thr-1, leuB6, lacY1, tonA21, supE44 [292]
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IV.2.9. Zellinien

COS-7 (CRL-1651, ATCC)

293T (erh. v. D. Lindemann, Wirzburg)

Hep3B (HB-8064, ATCC)

MviLu (CRL-6584, ATCC)

R1b/L17 (erh. v. J. Massague, New
York)

DR 26 (erh. v. J. Massague, New York)

C2C12 (CRL-1722, ATCC)

C3H10T, (CRL-226, ATCC)

MC3T3-E1 (erh. v. P. ten Dijke,

Uppsala)

hFOB (CRL-11372, ATCC)

U20S (erh. v. J. Hoppe, Wirzburg)

IMR 32 (erh. v. K. Unsicker, Heidelberg)

L6 (CRL-1458, ATCC)

fibroblastendhnliche Nierenzellen aus
Makaken, transformiert mit dem T-Antigen
das SV40 Virus

Humane, embryonale Nierenzellinie
humane Hepatoma Zellinie

Lungenepithelzellinie vom Nerz

Mv1Lu abgeleitete Zellinie, die keinen TRRI
exprimiert [293].

Mv1Lu abgeleitete Zellinie, die keinen
TRRII exprimiert [197].

murine mesenchymale Vorlauferzellinie

murine pluripotente fibroblastenahnliche

Zellinie

murine mesenchymale Osteoblasten-

vorlauferzellinie

humane fétale Osteoblastenlinie

humane Osteosarkoma Zellinie

humane Neuroblastoma Zellinie

myoblastare Rattenzellinie
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IV.3. L6sungen und Puffer

AA/BAA:

30% Acrylamid
1% N, N‘-Methylenbisacrylamid

Chloroquin-NS-Medium:

DMEM-Medium

10% NU-Serum (Becton Dickinson)

80 uM Chloroquine (in H,O gel.)

DNA-Probenpuffer (6x):

0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol
30% Glycerin

Elutionspuffer:

4 mM HCI
75 mM NacCl
0,1% BSA

2xX HBS:

50 mM Hepes (pH 7,05)
10 mM KCI

12 mM oa-D-Glucose
280 mM NacCl

1,5 mM Na,HPO,4

KRH-L6sung (pH 7,5):

50 mM Hepes
128 mM NaCl
1,3 mM CacCl,
5 mM MgSO,
5 mM KCl,

LB-Medium (pH 7,4):

10 g/l Bacto-Trypton
5 g/l Yeast-Extrakt
10 g/l NaCl

Lower Tris (4x) (pH 8,8):

1,5 M Tris/HCI
0,4% SDS

Losung 1 (pH 8,0):

25 mM Tris/HCI
50 mM Glucose
10 mM EDTA

5 mg/ml Lysozym

LOsung 2:

0,2 N NaOH
1%SDS

Losung 3 (pH 4,8):

3 M KaAc

PBS:

120 mM NaCl

2 mM KCI

3 mM KH,PO,
7 mM Na,HPO,

Phosphataseinhibitor-Mix (100x):

5 M NaF
0,01 M NaVOq4
3 M Na-PP

Proteinprobenpuffer (pH 8,6):

62,5 mM Tris/HCI

2% SDS

20% Glycerin (87%)
1% Bromphenolblau
5% 3-Mercaptoethanol

Re-IP-Puffer:

1% SDS
50 mM Dithiothreitol
10% 3-Mercaptoethanol
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SDS-Laufpuffer (pH 8,6):

25 mM Tris/HCI
190 mM Glycin
0,15% SDS

SOB-Medium (pH 7,0):

20 g/l Bacto Trypton
5 g/l Yeast-Extrakt
0,5 g/l NaCl

0,83 mM KCI

SOC-Medium:

100 ml SOB-Medium
+ 1 ml 40% Glucose
+1ml1M MgCl,
+1ml1MMgSO,

Stripping-Puffer:

5 mM Phosphatpuffer
2% SDS
0,014% 3-Mercaptoethanol

TAE-Puffer (10x):

400 mM Tris/Acetat (pH 8,5)

10 mM EDTA
TBS (TBS-T): 50 mM Tris (pH 7,4)

150 mM NaCl

0,1% Tween-20 (=T)
Tag-Polymerase-Puffer 500 mM KCI

15 mM MgCl,

100 mM Tris/HCI (pH 8,3)
Tbf 1: 30 mM KCI

100 mM RbCI

10 mM CaC|2-2H20

50 nM MnCl,-4H,0 (pH 5,8)

+ 75 ml Glycerin (86%) ad 500 ml H,O
Tbf 2: 10 mM MOPS

75 mM CaCl,-2H20
10 mM RbCI (pH 6,5)
+ 15 ml Glycerin (86%) ad 100 ml H,O

TNE-Lysispuffer:

10 mM Tris (pH 7,8)
150 mM NaCl

1 mM EDTA

1% NP-40

Transfektionspuffer (pH 7,4):

10 mM NaPO4
150 mM NacCl

Tx-Lysispuffer

1 mM EDTA
1,0% oder 0,5% Triton X-100
in PBS

Upper Tris (4x) (pH 6,7): 0,5 M Tris/HCI
0,4% SDS

WB-Transferpuffer: 25 mM Tris
192 mM Glycin

20% Methanol

WB-Waschpuffer:

10 mM Tris (pH 8,0)
150 mM NacCl
0,1% oder 0,5% Tween-20
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X-Gal Inkubationspuffer (pH 7,0): 10 mM PBS

1 mM MgCl,

3,3 mM K4Fe(CN)6*3H20
3,3 mM K3F€(CN)6

Tab.4 Puffer und Lésungen

IV.4. Mikrobiologische Methoden

IV.4.1. Kultivierung von Bakterien

Bakterienkulturen wurden entweder aus bereits bestehenden Flissigkulturen,
Glycerin-Stammkulturen oder durch Picken einzelner Bakterienkolonien von
Agarplatten angelegt und Uber Nacht bei 37°C in LB-Medium (s. Tab.4) mit den
entsprechenden Antibiotika-Zuséatzen unter Schitteln kultiviert.

IV.4.2. Transformation von Bakterien durch Hitzeschock
Einer Hitzeschocktransformation muf3 die Herstellung chemisch kompetenter Zellen
vorausgehen.

Herstellung chemisch kompetenter Bakterien:
Die Bakterien wurden in 100 ml LB-Medium bei 37°C kultiviert, bis die Kultur eine OD

von 0,2-0,3 erreicht hatte. Nachdem die Bakterien 5 min auf Eis gekuhlt wurden,
wurden sie durch Zentrifugation sedimentiert (4°C, 2500 rpm, 10 min). Das erhaltene
Pellet wurde in 40 ml sterilem Tfb 1 (s. Tab.4) resuspendiert und erneut zentrifugiert
(4°C, 3000 rpm, 10 min). Nach erneuter Resuspension des Pellets in 8 ml sterilem
Tfb 2 (s. Tab.4) und Inkubation der Bakteriensuspension bei 0°C fur 15 min wurden
Aliguots von 200 ml in flussigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der
kompetenten Bakterien erfolgte bei —80°C.

Transformation kompetenter Bakterien durch Hitzeschock:

Der gewiinschte kompetente Bakterienstamm wurde auf Eis aufgetaut. Zu 100ul der
Zellsuspension wurden 1-10 ng Plasmid-DNA oder 100-200ng eines
Ligationsansatzes gegeben. Nach 30-minutiger Inkubation des Bakterien/DNA-
Gemisches auf Eis erfolgte der Hitzeschock, welcher zu der Aufnahme der DNA in
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die Bakterien fuhren soll, bei 42°C fur 90 sec. Die Zellen wurden anschliel3end in 1ml
SOC-Medium (s. Tab.4) aufgenommen und 45—-60 min bei 37°C inkubiert. Um nun
die transformierten Bakterien zu selektionieren, wurden 100 ul des
Transformationsansatzes auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten ausgestrichen und
Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

IV.5. Molekularbiologische Methoden

IV.5.1. Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen

(s. Sambrook et al.,(1989): Molecular cloning: A laboratory manual; abgeandert)

Mini-Plasmidpraparation (analytisch):

(Loésungen s. Tab.4)

Eine 2ml-Bakterienkultur wurde angeimpft und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die
Bakterien wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefal® tberfihrt, durch Zentrifugation
(10.000 rpm, 1 min, RT) sedimentiert und in 100 pl Lésung 1 resuspendiert. Nach
Zugabe von 3 pl RNase A (10 mg/ml) wurde das Gemisch 5-10 min auf Eis inkubiert.
Die Lyse der Bakterien erfolgte durch Zugabe von 200 pl Losung 2, vorsichtiges
Mischen durch Invertieren und Inkubation fir weitere 5-10 min auf Eis. Mit 150 pl
Lésung 3 wurde anschlieRend neutralisiert und wie zuvor inkubiert. Nach Zugabe von
450 yl 5 M LIiCl wurde das Gemisch wiederum 5-10 min auf Eis gestellt und
anschlieend zentrifugiert (Mikrozentrifuge, 13.000 rpm, 10-15 min, RT). Aus dem
Uberstand wurde anschlieBend die DNA durch Zugabe von 0,6 Volumenanteilen
Isopropanol in Gegenwart von monovalenten Kationen ausgefallt und danach in 20 pl

dH,O aufgenommen.

Midi-Plasmidpraparation (praparativ):

(Loésungen s. Tab.4)

50 ml einer LB-UNK wurden fiir 5 min zentrifugiert (Kiihizentrifuge, 6.000 rpm, 5 min,
4°C). Das Bakteriensediment wurde in 2 ml Lésung 1 resuspendiert, mit 50 ul RNase
A (10 mg/ml) gemischt und fur 5-10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 4 ml
Losung 2 wurde das Reaktionsgefald mehrmals vorsichtig invertiert und fur weitere 5

min auf Eis gestellt. Nach Neutralisation mit 3 ml Losung 3 fir 5-10 min auf Eis,

124



V1. Material und Methoden

wurden Zelltrimmer und Prazipitate durch Zentrifugation (16.000 rpm, 15 min, 4°C)
sedimentiert. Der Uberstand wurde anschlieRend durch Filtration in ein frisches
Falcon-Rohrchen von restlichen Verunreinigungen befreit. Nach Fallung der DNA aus
dem Filtrat mit Hilfe von Isopropanol (0,6 Vol.-Einheiten), wurde das abzentrifugierte
DNA-Pellet, luftgetrocknet, in 1 ml dH,O aufgenommen und mit 50 pul RNase A
versetzt. Dieser Ansatz wurde fur 30-60 min bei 37°C inkubiert.

Es folgte eine Phenol/Chloroform-Extraktion (s. IV.5.5.) zum Entfernen der RNase
und anderer Proteine. Anschlie3end wurde durch Zugabe von 0,1 Volumenanteilen
NaAc, pH 5,2 und 0,6 Volumenanteilen Isopropanol gefallt. Nach Zentrifugation und
einem Waschschritt mit 70% Ethanol wurde die DNA in 50-100 pl dH,O
aufgenommen und die Ausbeute wie unter IV.5.2. beschrieben spektrophotometrisch
bestimmt.

IV.5.2. Konzentrationsbestimmung von Nukleinséauren
Die Konzentration von Nukleinsauren kann spektrophotometrisch durch Messung der
Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt werden.
Hierzu wurde die Proben entsprechend verdinnt und deren Absorptionsspektrum im
Bereich von 240-320 nm aufgenommen.
Eine Absorptionseinheit (Azs0) entspricht: - 33 pug/ml bei Oligonukleotiden

- 40 pg/ml bei ssDNA oder RNA

- 50 pg/ml bei dsDNA

IV.5.3. Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen kdnnen spezifische palindrome DNA-Bereiche erkennen
und dsDNA an dieser Stelle spalten.

DNA wurde nach Standardmethoden und unter Berucksichtigung von
Herstellerinformationen mit entsprechenden Restriktionsenzymen behandelt. Die
Spaltprodukte konnten durch Agarose-Gelelektrophorese (s. 1V.5.6.) aufgetrennt

werden.
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IV.5.4. Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde von T4-DNA-Ligase (Promega) katalysiert,
die die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen 3'-Hydroxyl-Gruppen und 5'-
Phosphat-Gruppen in dsDNA ermaoglicht.

Ligationsansatze wurden den Herstellerangaben entsprechend pipettiert. Die
Ligationsreaktion erfolgte tber 2-3 h bei RT oder tiber Nacht bei 16°C.

IV.5.5. Phenol/Chloroform-Extraktion von Nukleinsauren

Die Phenol/Chloroform-Extraktion stellt eine Standardmethode zur Entfernung von
Enzymen und anderen Proteinen aus Nukleinsaure-Losungen dar.

Nach Zugabe des gleiches Volumens Tris/Phenol zu einer DNA-Probe wurde durch
Zentrifugation eine Phasentrennung erreicht. Die obere walrige Phase wurde in
einem  analogen  Arbeitsprozess mit der  gleichen Menge  eines
Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches (24:1) versetzt und abzentrifugiert. Nach
Wiederholen dieses Schrittes konnte die DNA, die sich in der oberen walrigen

Phase befand, mit Isopropanol gefallt werden.

IV.5.6. Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung und Reinigung von Nukleinsaure-Fragmenten erfolgte durch
horizontale Gelelektrophorese Durch Variation der Agarosekonzentration, d.h.
Veranderung des Vernetzungsgrades des Gels, schafft man optimale Trennbereiche
fur die jeweilige Lange der zu trennenden Fragmente. Uberwiegend wurden 1%ige
Gele verwendet, die fur Fragment-Langen von 400 bp bis 7 kb gut geeignet sind. Die
Agarose wurde in 1x TAE-Puffer (s. Tab.4) aufgekocht und bei 65°C gelagert
Aufzutrennende Proben wurden nach Zugabe von /s Volumen 6x DNA-Probenpuffer
(s. Tab.4) neben Langenstandards (s. IV.5.7.), die die spéatere Zuordnung der
untersuchten DNA-Fragmente erlaubten, aufgetragen. Durch Interkalation von EtBr in
die DNA konnte diese im Gel unter UV-Licht sichtbar gemacht und mit einem Skalpell
ausgeschnitten werden. Anschliel3ende Elution der DNA aus Gelstiicken wurde mit
dem CONCERT Rapid Gel Extraction System (Gibco BRL) nach Herstellerangaben
durchgefihrt.
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IV.5.7. DNA-GroRRenstandard
HMS ("high molecular weight standard"): A-Phagen-DNA, Hindlll gespalten
LMS ("low molecular weight standard"): pUC lac-DNA, Eco RI und Hinf | gespalten

Die Marker wurden in einer Konzentration von 25 ng/ul aufgetragen.

HMS LMS
Basenpaare Anteil Basenpaare Anteil
23130 48% 1608 21,2%
9416 19% 1201 15,9%
6557 14% 999 13,2%
4361 9% 711 9,4%
2322 5% 567 7,5%
2027 4% 517 6,8%
564 1% 396 5,2%
360 4,8%
222/219/214 8,6%
132/120/112 4,8%
75/65/30/27 2,6%

Tab.5 DNA-GroRenstandards

IV.5.8. Reverse Transkription (RT)

Praparation von Gesamt-RNA aus Zellen:

RNA wurde unter Verwendung des RNeasy Kits von Quiagen aus
Gewebekulturzellen nach Herstellerangaben isoliert. Es wurden in der Regel 1-5x10’
Zellen pro Praparation eingesetzt. Ausbeute und Qualitdt der RNA wurden

spektrophotometrisch sowie durch Agarose-Gelelktorphorese tberpriift.

Reverse Transkription:
Fir die reverse Transkription von RNA in cDNA wurde SUPERSCRIPT Il RNase H
Reverse Transcriptase (GIBCO BRL) verwendet. Pro Ansatz wurden 5 pg RNA

eingesetzt, welche, um Gesamt-RNA zu erhalten, mit 50 pmol Random-Hexameren
(Boehringer) geprimt wurden. Da ein mdglicher Abbau der RNA durch RNasen
verhindert werden sollte, wurden 0,5 pul RNasin zum Reaktionsansatz beigefiigt. Die
Reaktion wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die so produzierte cDNA

konnte als Matrize in einer PCR eingesetzt werden (RT-PCR).
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IV.5.9. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der Amplifikation definierter DNA- bzw. cDNA-
Fragmente.

Der zu amplifizierende DNA-Abschnitt mufd zunéchst in Einzelstrang-DNA Uberfihrt
werden (Denaturierung) und kann dann als Vorlage (Template) zur Synthese neuer
DNA dienen. Als Primer fur die darauffolgende DNA-Synthese werden synthetische
Oligonukleotide verwendet. Dem Denaturierungsschritt folgt die "Annealing"-Phase,
in der durch die Reaktion der DNA-Polymerase mit den dNTPs neue DNA gebildet
werden kann. In dem anschlieenden Extensionsschritt werden die DNA-Fragmente
in ihrer Lange vervollstandigt. In jedem Zyklus wird die gesamte vorhandene DNA
verdoppelt. Die Reaktionen eines Verdopplungszyklus missen beztglich Zeit und
Temperatur genau aufeinander abgestimmt sein.

Die PCR erfolgte in einem Perkin Elmer Cetus DNA Thermal Cycler in der Regel

nach folgendem Programm:

Denaturierung: 5 min 95°C

Denaturierung: 1 min 95°C

Annealing: 1 min 55°C x 30 Zyklen
Extention: 2 min 72° C

Extention: 8 min 72° C

Die Annealing-Temperatur ist abh&ngig von der Basenzusammensetzung der Primer.
Je hoher der GC-Gehalt, desto hoher sollte die Annealing-Temperatur gewahlt
werden. Da mit steigender Annealing-Temperatur die Spezifitat der Primer-Bindung
zunimmt, kann durch Veradnderung dieses Parameters der Grad der Stringenz

gewahlt werden.

Analytische PCR:
Um den Erfolg einer Klonierung zu uberprufen wurden entweder DNA-Proben

(analytisch prapariert) oder Einzelkolonien der zu untersuchenden Bakterien als
Template verwendet und mit geeigneten Primern amplifiziert. Es wurde hierbei
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Ublicherweise in 20ul-Ansatzen gearbeitet und Taqg-Polymerase (0,5 U / Ansatz)

verwendet.

Praparative PCR:

Da hierbei das gesamte PCR-Produkt in Klonierungen oder Sequenzierungen
weiterverarbeitet wird, muf3 in gréReren Ansatzen (50 pl) gearbeitet werden sowie die
Fehlerrate der DNA-Amplifikation durch Verwenden einer Polymerase mit hoher

,Jproof-reading’ Aktivitat (Pfu-Polymerase (1,0 U / Ansatz)) minimal gehalten werden.

PCR-Ansétze enthielten tblicherweise 10 pmol dNTPs (Pharmacia), /1o Vol. 10 x
Reaktionspuffer, 100 pmol Primer a, 100 pmol Primer b und 1-10 ng Template-DNA,
sowie die entsprechende DNA-Polymerase.

Die erhaltenen DNA-Fragmente konnten durch Agarose-Gelelektrophorese (s.

IV.5.6.) aufgetrennt und sichtbar gemacht werden.

Rekombinante PCR:

Diese Art der PCR wird bei der PCR-Mutagenese verwendet. Durch spezifisch

ausgewahlte Primer, die Epitope, zusatzliche Restriktionsschnittstellen oder
Mutationen einfiihren werden Gberlappende DNA-Fragmente amplifiziert. Diese DNA-
Sticke werden in einer folgenden PCR 1:1 eingesetzt und durch gegenseitige
Anlagerung miteinander verbunden. Sie dienen somit als Matrize und durch den
Einsatz der aulleren, beide Fragmente flankierenden Primer konnen die
entsprechenden  Veréanderungen an der DNA-Sequenz  doppelstrangig

abgeschrieben werden.

Die Methode der PCR wurde auch zur Amplifikation und Identifikation von
genomischer DNA verwendet.

IV.5.10. Sequenzierung
Die Sequenzierung von DNA-Fragmente aus PCR und RT-PCR, sowie von DNA-
Konstrukten wurde von W. Hadelt (Biozentrum, Uni-Wirzburg) mit Hilfe eines DNA-

Sequencers 373A (Applied Biosystems) durchgefihrt.
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IV.6. Zellbiologische Methoden

IV.6.1. Zellkultur

Die Kultivierung von Zellen erfolgte nach Standardmethoden (s. Lindl, T. und Bauer,
J. (1989): Zell- und Gewebekultur) in DMEM oder EMEM mit 10%FCS, 1% P/S und
1% Glutamin unter Berilcksichtigung empfohlener Kultivierungsbedingungen bei
37°C, 5% bzw. 10% CO, und 95% relativer Feuchte.

IV.6.2. Zellzahlbestimmung

Durch Behandlung der Zellen mit 0,5%iger Trypanblau-Lsung konnten tote Zellen
identifiziert werden, da nur diese den blauen Farbstoff aufnehmen. Die Bestimmung
der Zellzahl erfolgte durch Auszéhlen von zwei grol3en Quadranten einer Neubauer-
Zahlkammer. Durch Multiplikation der so erhaltenen Zahl mit dem Faktor 10* erhielt

man die Anzahl der Zellen pro ml Zellsuspension.

IV.6.3. Transfektionsmethoden
Die Transfektion ist eine Mdéglichkeit Plasmid-DNA in Zellen zu schleusen, in denen

die transferierten Gene exprimiert werden sollen.

Transfektion nach der DEAE-Dextran Methode: [294]
Die Transfektion wurde in 10 cm Kulturschalen bei 50-70%iger Konfluenz der Zellen

durchgefihrt. Jeweils 10 pg der zu transfizierenden DNA-Konstrukte wurden in 1140
pl Transfektionspuffer (s.Tab.4) aufgenommen und mit 60 pl DEAE-Dextran (10
mg/ml) vermischt. Nach dreimaligem Waschen der Zellen mit Transfektionspuffer
wurden die Zellen mit dem DNA/DEAE-Dextran-Gemisch 30 min bei 37°C inkubiert.
Nach Zugabe von 14 ml Chloroquine-NS-Medium (s. Tab.4) wurden die Zellen
wiederum fur weitere 2,5 — 3 h im Brutschrank kultiviert. Danach erfolgte der sog.
,DMSO-Schock’. Hierbei wurde das Transfektionsmedium durch DMEM-Medium mit
10% DMSO Anteil ersetzt und nach einer Einwirkzeit von 2,5 min bei RT wieder
abgenommen. AnschlieRend wurden die Zellen mit Wachstumsmedium Uberschichtet
und unter entsprechenden Bedingungen weiterkultiviert. Nach 48 h konnten die
transfizierten Zellen fir weiterfihrende Experimente verwendet werden.
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Transfektion mit CaCl,:

Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen auf 6 cm Platten in definierter
Zelldichte ausgesat. Da der pH-Wert des Mediums bei der Transfektion entscheidend
ist, wurde vor der Transfektion das Wachstumsmedium durch bereits im Inkubator
vorgewarmtes Medium ersetzt. Insgesamt 15 pg der zu transfizierenden DNA wurden
mit dH,O auf ein Gesamtvolumen von 438 pul gebracht und mit 62 ul 2 M CacCl,
vermischt. Unter stdndigem Vortexen wurden anschlieBen tropfenweise 500 pl
2XHBS (s. Tab.4) zugegeben. Nachdem dieses Transfektionsgemisch vorsichtig in
das Zellmedium pipettiert wurde, wurden die Kulturplatten fur 7-10 h im Inkubator
kultiviert. Danach konnte das Transfektionsmedium durch Wachstumsmedium
ausgetauscht werden. Nach 48 h wurden die transfizierten Zellen in weiterfiihrenden
Experimenten eingesetzt.

Alternativ wurden Zellen in 6-well Platten mit dem ,Calcium Phosphate Transfection
Kit" (Invitrogen), der auf der gleichen Methode basiert, nach Herstellerangaben

transfiziert.

Transfektion mit Lipofectamin:

Zellen wurden in definierter Zahl auf 6-well Platten ausgesat und am nachsten Tag
bei ca. 80%iger Konfluenz transfiziert. Es wurde Lipofectamin der Fa. Life
Technologies verwendet und die vorwiegend nach Herstellerangaben gearbeitet. 48
h nach Transfektion wurden die Zellen weiterverwendet.

IV.6.4. R-Galactosidase-Test

Nach 48-stundiger Inkubation von Zellen, die mit einem 3-Galactosidase-Konstrukt
transfiziert wurden, konnte die Transfektionseffizienz mit Hilfe des R-Galactosidase-
Tests festgestellt werden. Hierzu wurden die Zellen 15 min lang mit 200 pl
Glutaraldehyd in 5,5 ml PBS (s. Tab.4) bei 37°C inkubiert und somit fixiert.
AnschlieBend wurde ein Gemisch aus 300 upl 2% X-Gal und 2,7 ml X-Gal-
Inkubationspuffer (s. Tab.4) auf die Platte gegeben. X-Gal ist ein blauer Farbstoff, der
nach Hydrolyse von Galactosid aktiviert wird. Wahrend der Inkubationsdauer von 30
min bis 2 h konnte eine Blaufarbung der erfolgreich transfizierten Zellen beobachtet
werden. Anhand der Zahl der blaugefarbten Zellen ergab sich die

Transfektionseffizienz.
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IV.7. Proteinchemische und Immunologische Methoden

IV.7.1. Jodierung von TGF-3

Die radioaktive Markierung von TGF-R3 erfolgte nach der Chloramin T Methode [196].
2 ug TGF-3 (gelost in 4 mM HCI) wurden mit 10 ul einer 1 M NaPO, —L6ésung (pH
7,2) verdunnt. Nach Zugabe von 2 pl radioaktiv markiertem Nal (Amersham) (= 0,2
mCi), wurden 2 pl Chloramin T (50 pg/ul, gel6ést in H,O) zum Reaktionsgemisch
pipettiert. Nach einer Wartezeit von 2 min wurden nochmals 2 pl Chloramin T
zugegeben, was nach weiteren 90 s wiederholt wurde. 60 s spater wurde die
Reaktion durch Quenchen mit 10 pl einer 100mM Acetyl-Thyrosin-Lésung
abgebrochen. Anschlieiend wurden 100 pl einer 100mM KI-L6ésung sowie 100 pl
einer gesattigten Harnstoffessigsaure-L6sung zupipettiert.

Der Reaktionsansatz wurde auf eine NAP 10 Sephadex-G-25-Séule (Pharmacia)
aufgetragen. Das radioaktiv markierte TGF-I3 konnte nun mit Elutionspuffer (s. Tab.4)
von der S&aule gewaschen und fraktionsweise in Eppendorf-Reaktionsgefal3en
aufgefangen werden. AnschlieBend wurde mit einem Aliquot jeder Eluat-Fraktion
eine Dunnschichtchromatographie in  10%iger TCA durchgefuhrt, wodurch
proteingebundenes von freiem [**°I] getrennt wurde. Durch die darauffolgenden
Radioaktivitaitsmessung mit einem y-Zahler konnte somit ermittelt werden, in welcher

Eluat-Fraktion das [**°I]-markierte TGF-R vorrangig vorhanden war.

IV.7.2. Chemische Quervernetzung von [**1]-TGFR (Crosslinking)

Durch Crosslinking kann der Ligand kovalent an den entsprechenden Rezeptor
gebunden werden, welcher dadurch gleichzeitig radioaktiv markiert wird.

Zellen wurden dreimal mit erwarmten KRH-LOsung (+0,5% faf BSA) (s. Tab.4)
gewaschen und anschlieRend 30 min bei 37°C inkubiert. [***I]-TGFR wurde 350-500
pM der KRH-LOsung (+0,5%BSA) zugesetzt und dieses Gemisch auf die Zellen
pipettiert. Die Bindungsreaktion wurde fir 3-4 h bei 4°C unter leichtem Schutteln
durchgefiihrt. Nicht gebundenes [**1]-TGFR wurde daraufhin durch viermaliges
Waschen der Zellen bei 4°C mit KRH-LOsung entfernt. Fur die Vernetzungsreaktion
(crosslinking) wurden 10 mg/ml DSS (Disuccinimidyl Suberat, Pierce) in DMSO
gelést und 1:100 in KRH-LO&sung verdunnt. Die Zellen wurden mit jew. 3 ml dieses
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Ansatzes fiur 15 min bei 4°C leicht geschiittelt. Es schlossen sich eine Zellyse, wie
unter 1V.7.3. beschrieben, und eine Immunpréazipitation der Zielproteine (s. IV.7.4.)
an. Nach Auftrennung der Proteine tUber SDS-PAGE (s. IV.7.5.) wurde das Gel in
einem Geltrockner fur 3 h bei 80°C getrocknet. Zur Auswertung der radioaktiven

Signale wurde ein Phosphoimager benutzt.

IV.7.3. Zellyse

Zellen wurden mit Hilfe von entsprechenden Puffern (TNE-Lysispuffer, Tx-
Lysispuffer; s. Tab.4) lysiert, denen Proteaseinhibitoren (Protease-Inhibitor-Cocktail-
COMPLETE, Boehringer), PMSF und nach Bedarf Phosphataseinhibitoren (s. Tab.4)
zugesetzt wurden. Nach mehrmaligem Waschen der Zellen wurden diese mit
Lysispuffer bedeckt und mit Hilfe eines Zellschabers vom Untergrund abgeldst. Die
Lyse erfolgte anschlie3end in Eppendorf ReaktionsgefalRen fur mindestens 30 min
bei 4°C unter leichter Rotation. Die Sedimentation der Zelltrimmer erfolgte durch 10
minutige Zentrifugation in einer Mikrozentrifuge bei 13000 rpm und 4°C. Das
Uberstehende Lysat konnte abgenommen und in einer Immunprazipitation oder im

Western-Blot verwendet werden.

IV.7.4.Immunprazipitation von Proteinen

Der Uberstand einer Zellyse (s. IV.7.3.) wurde mit einem Antikérper gegen ein
Zielmolekil UN bei 4°C rotiert (s. Tab.1). AnschlieBend wurde der Probe Protein A-
Sepharose (50 pl/ml Zellysat bzw. 30 ul / 500 pl Zellysat) zugesetzt und weitere 2 h
bei 4°C rotiert. Protein A bindet IgG mit hoher Affinitat; die Kopplung an Sepharose
erlaubt eine Prazipitation des Immunkomplexes durch Zentrifugation. Die Probe
wurde anschliel3end zweimal mit Lysispuffer und zweimal mit PBS gewaschen. Die
Préazipitate wurden in 30 pl reduzierendem Proteinprobenpuffer (s. Tab.4) 5-8 min
aufgekocht, kurz bei 13000 rpm zentrifugiert und tber SDS-PAGE analysiert.

Im Fall einer Doppel-Immunprazipitation wurden die gebundenen Proteine durch
Aufkochen der Probe (95°C fir 5 min) mit 20-50 ul eines Re-IP-Puffers (s. Tab.4) von
der Affinitatsmatrix abgeldst. Der IP-Uberstand wurde mit Lysispuffer bis zu einer

SDS-Endkonzentration von <0,1% verdinnt und konnte daraufhin mit einem
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Antikorper fur eine zweite Immunprazipitation versetzt werden. Diese wurde wie oben

beschrieben durchgefihrt.

Antikdrper ul/ Lysat
a-HA 20 — 30
o-myc 20 — 30 pl
o-flag 2 pl
a-CRII (260) 15 pl
a-RIIB (750/751) 20
a-hRIIB (500/501) 20
a-VPN 15 pl

Tab.6 Antikérpermengen fur die Immunprazipitation. Die
angegebenen Volumina beziehen sich auf das Lysat einer
konfluenten 10 cm Zellkulturschale.

IV.7.5. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE wurde in einer Mini-V 8.10 Apparatur von Gibco BRL mit SDS-
Laufpuffer (s. Tab.4) nach Herstellerangaben durchgefihrt. Sie folgte im Prinzip den
Angaben von Laemmli (1970) [295].

Es wurden 10- bzw. 15-%-Gele (d=0,5 mm) nach folgendem Pipettierschema

hergestellt:
Losung Sammelgel (3,75%) Trenngel (10%) Trenngel (15%)
AA/BAA 250 pl 2,0 ml 3,0 ml
4x Lower Tris 1,5ml 1,5ml
4x Upper Tris 500 pl
H,O 1250 pl 2,5ml 1,5ml
APS 40% 4 ul 12 ul 12 ul
TEMED 4l 12 12

Tab.7 SDS-PAGE Pipettierschema

Nach Auftrennung von Proteinproben mittels SDS-PAGE wurden die Gele getrocknet

oder im Western-Blot eingesetzt.
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IV.7.6. Western-Blot

Western-Blots wurden in einer Mini-V8.10 Apparatur von Gibco BRL nach
Herstellerangaben durchgefuhrt. Der Proteintransfer auf die Nitrozellulosemembran
(Schleicher und Schiill) erfolgte bei 120 V fir 2 h mit WB-Transferpuffer (s. Tab.4).
Die Nitrozellulosemembran wurde fur mind. 30 min in PBS oder Waschpuffer (s.
Tab.4) + 3% Milchpulver geblockt. Erstantikérper (s. Tab.1) wurden wie in Tab.8
dargestellt in PBS oder Waschpuffer verdiinnt und UN bei 4°C inkubiert.

Antikorper Verdiinnung
o-HA 1:200 in PBS
o-myc 1:200 in PBS
o-flag 1:440 in Waschpuffer (0,5% Tween)
o-Smad2 1:1000 in Waschpuffer (0,5% Tween)
o-P-Smad?2 1:1000 in Waschpuffer (0,5% Tween)
a—rabbit-IlgG-pox | 1:10000 in Waschpuffer (0,5% Tween)
a—-mouse-lgG-pox |1:10000 in PBS

Tab.8 Antikdrperverdiinnungen

Nach dreimaligem Waschen mit WB-Waschpuffer wurde die Membran 1 h mit einem
Peroxidase-gekoppelten Zweitantikdrper in entsprechender Verdinnung (s. Tab.8)
bei RT geschiittelt. Die Detektion der Proteine erfolgte durch ECL und Exposition auf
Rontgenfilm.

Um einen Western-Blot ein weiteres Mal mit einen anderen Antikérper behandeln zu
konnen, missen die bereits gebundenen Antikdrper von der Membran entfernt
werden. Dies erfolgt durch Inkubation der Membran in sog. Stripping-Puffer (s. Tab.4)
fur 30 min bei 65°C. Nach intensivem Waschen mit PBS, kann die Membran erneut
geblockt werden und nochmals mit Antikdrpern, wie oben beschrieben, behandelt

werden.
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IV.7.7. ProteingrofRenstandard

Zur Identifizierung von Proteinen wurden bei der SDS-PAGE vorgefarbte
Proteinstandards verwendet. Es wurden jeweils nur wenige pl der Marker auf
Proteingele aufgetragen. Je nach Herstellungsnummer variierten die

Molekulargewichte der Standardproteine leicht.

14C-Rainbow-Protein-Marker (Amersham):

Dieser Marker wurde in Versuchen mit radioaktiv markierten Proteinen eingesetzt.

Protein Molekulargewicht

Myosin 200 kDa
Phosphorylase b 96 kDa
BSA 69 kDa
Ovalbumin 46 kDa
Carbonic anhydrase 30 kDa

Trypsin inhibitor 21,5 kDa

Lysozym 14,3 kDa

Tab.9 ProteingréRenstandard ("C)

SDS-7B-Proteinmarker (Sigma):
Dieser Marker wurde Ublicherweise in Western-Blot-Versuchen eingesetzt

Protein Molekulargewicht
a-Macroglobulin 205 kDa
3-Galactosidase 130 kDa

Fructose-6-Phosphat-Kinase 90 kDa
Pyruvat-Kinase 64 kDa
Fumarase 53 kDa
Lactische Dehydrogenase 37 kDa
Triosephosphat Isomerase 32 kDa

Tab.10 ProteingroRenstandard (SDS-7B)
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IV.7.8. In vivo Markierung von Zellen mit [*>S]-Cystein/Metheonin

Vor der methabolischen Markierung wurden Zellen in serumfreien Medium ohne
Cystein und Methionin fir 3-4 h bei 37°C gehungert. Danach wurde dieses Medium
durch frisches Hungermedium ersetzt, welches mit 0,2 mM oxidiertem Gluthation und
mit einem Gemisch aus [**S]Metheonin und [**S]Cystein (Dupont) in einer
Konzentration von 0,5 mCi/ml versetzt war. Die Zellen wurden daraufhin fir 2-3 h im
Brutschrank inkubiert. Danach schlof3 sich intensives Waschen mit PBS und die Lyse
der Zellen (s.IV.7.3.) an. Die Lysate wurden als Immunprézipitate oder direkt tber
SDS-PAGE aufgetrennt. Die markierten Proteine konnten anschlieRend mittels

Audioradiographie detektiert werden.

I\VV.7.9. Biotinylierung von Oberflachenproteinen

Aufgrund der starken Interaktion von Biotin mit Streptavidin, kénnen Biotin-markierte
Proteine sehr effizient mit Peroxidase-gekoppeltem Streptavidin detektiert werden.
Bei der Biotin-Markierung wird Biotin tGber Lysine an Proteine gebunden.
Ausplattierte Zellen wurden 3 x mit eiskaltem PBS (pH 8,0) gewaschen um
kontaminierende Proteine zu entfernen. Biotin (EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin, Pierce)
wurde in einer Konzentration von 0,5 mg/ml in PBS (pH 8,0) geldst und auf die Zellen
gegeben (2 ml / 10cm Platte). Nachdem die Zellen 30 min bei RT inkubiert wurden,
erfolgten, um nicht gebundenes Biotin zu entfernen, 3 weitere Waschschritte mit
eiskaltem PBS (pH 8,0). Die Zellen konnten daraufhin lysiert (s. IV.7.3.) und eine
Immunprazipitation (s. 1V.7.4.) durchgefiihrt werden. Es erfolgte die Auftrennung des
Immunprazipitate via SDS-PAGE (s. IV.7.5.) sowie der Transfer der Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran (s. IV.7.6.). Die Membran wurde fir ca. 30 min in TBS (s.
Tab.4) mit 5% BSA geblockt und anschlieend 20 min mit Streptavidin-pox
(ImmunoPure Streptavidin, Pierce) in einer 1 : 10000 Verdinnung in TBS-T (s.
Tab.4) inkubiert. Danach wurde die Membran intensiv mit TBS-T gewaschen und mit
ECL entwickelt.
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IV.7.10. Reportergen-Assay

Fur die Durchfihrung eines Luziferase-Reportergen-Assays missen Zellen mit
entsprechenden Reportegen-Plasmiden transfiziert werden. Die Transfektion wurde
Ublicherweise mit Lipofectamin durchgefihrt.

Um eine TGF-B Responsivitat mittels Reportergen-Aktivierung messen zu kdnnen,
mul3 dem eigentlichen Reportergen (Luziferase) ein TGF-[3 responsives Element, wie
beispielsweise das ,Smad binding element’ (SBE = CAGA-Box) oder der PAI-1
(Plasminogen Aktivator Inhibitor-1) Promotor vorangestellt sein. Die verwendeten
Reportergen-Konsrukte, p3TP-luc und pSBE-luc, sind im Folgenden dargestellt [15]
[65]:

p3TP-luc:

TRE TRE TRE - *
PAI-1 Promotor luc pGL2-basic

TRE = TPA Responsive Element (3TP) aus dem Kollagenase Promotor

pSBE-luc:

pGL3-basic

Um die gemessene Luziferase-Aktivitat mit der Transfektionseffizienz eines Ansatzes
in Relation setzten zu konnen, wurde das pRL-TK Konstrukt (=Renilla-Luziferase
vom Thymidin-Kinase-Promotor getrieben, Promega) als Referenz-Plasmid co-
transfiziert. In der Regel enthielt ein Transfektionsansatz 1 pg Reportergen-Plasmid,
0,3 pg Referenz-Plasmid und max. 2 pg einer weiteren DNA von Interesse.

12-24 h nach Transfektion wurden die Zellen fir 4-6 h in Medium mit 0,2% FCS
gehungert und anschliel3end mit entsprechenden Mengen an TGF-[3 fur weitere 18-
24 h stimuliert.

Die Zellyse und die Messung der Luziferase-Aktivitat erfolgte unter Verwendung des
Dualen-Luziferase-Assay-System von Promega nach Herstellerangaben in einem
FB12 Luminometer von Berthold.
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Berechnung arbitrarer Einheiten:
Durch Aktivierung der Reportergene p3TP-luc und pSBE-luc kommt es zur
Expression der ,Firefly’-Luziferase, deren Wert (A) in einem ersten Mel3schritt erfafdt

wird. In einer zweiten Messung wird die Expression der ,Renilla‘’-Luziferase (B), die
im co-transfizierten Referenzplasmid enthalten ist und konstitutiv aktiv vorliegt,

detektiert. =~ Der Renilla-Wert ist im  Gegensatz zum  Firefly-Wert

stimulationsunabhangig und dient der Ermittlung der Transfektionseffizienz.

Probe Rep1A Net A Rep 1B Net B Ratio (A/B)

ohne R1 3789|3789.00 7987216|7987216.00 | 0,00047438
5pM 31 7574|7574.00 7698782|7698782.00 | 0,00098379
10pM 1 20630/20630.00 7312256|7312256.00 | 0,00282129
20pM R1 30306{30306.00 7290033|7290033.00 | 0,00415718
50pM 31 103316|103316.00 5360784/5360784.00 | 0,01927255
200pM 1 109100{109100.00 4900694|4900694.00 | 0,02226215

Tab.11 Werte einer Luziferasemessung unter Verwendung des Dualen-Luziferase-
Assay-Systems. TGF-B responsive Zellen wurde mit ansteigender TGF-R1
Konzentration stimuliert. Fir jede Probe wurde zwei Werte gemessen: A= Firefly-
Luziferasewert, B= Renilla-Luziferasewert. Die Berechnung der Ratio A/B ist ndtig
um, die eigentliche Induktion der Luziferaseaktivitdt zu erhalten und um
verschiedene Proben miteinander vergleichen zu kénnen.

Um nun die eigentliche Induktion der Luziferaseaktivitat verschiedener Proben
miteinander vergleichen zu kénnen, werden A- und B-Wert jeder Probe zueinander in
Relation gesetzt (A/B). Die resultierende Ratio reprasentiert einen abgeglichenen

Luziferasewert, der fir weitere uswertungen verwendet wird en kann (vgl. Tab.11).
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V. Anhang
Name Sequenz
PO "2ATCCCACCGCACGTTCAGAAGT™
P1 “25TATGACGAGCAGCGGGGTCT *
HH-P1 GGCCGGAAGCTTAAGCTT “TATGACGAGCAGCGGGGTCT*
P3 TTCTGGTTGTCACAGGT°
P5 A TCATTGCACTCATCAGAG™’
P10 9’8 GGCGGTGATCAGCCAGTATTGTTTCCCC™
Pins (TRRII-B) | ""°GAGGCCCAGAAAGATGAAATCATCTGC*?

Prev (TRRII-B)

2GCAGATGATTTCATCTTTCTGGGCCY®

Primer zur Herstellung Epitop-markierter Typ Il Rezeptoren (s. A.ll.2.)

Name Sequenz

RIIB-HA-1 TACCCATACGACGTCCCAGACTACGCC®'CACGTTCAGAAGTCGGATGTGGAA

(TRRII-B) ATGGAG'®®

RIIB-HA-2 GGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTA’®CGGTGGGATCGTGCTGGCGATACG

(TRRII-B) CGTCCAS?

RIIB-myc-1 GAGCAGAAGCTTATCTCTGAGGAGGACCTG®*CACGTTCAGAAGTCGGATGTG

(TRRII-B) GAAATGGAG'?®

RIIB-myc-2 CAGGTCCTCCTCAGAGATAAGCTTCTGCTC'*CGGTGGGATCGTGCTGGCGAT

(TRRII-B) ACGCGTCCA®!

RI/IB-flag-1 | GACTACAAGGACGACGATGACAAG™¥?TAGCTCTTAGCGGC™*CGCTCGAGC
ATGCATC

RI/IB-flag-2 |CTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTC ¥ TTTGGTAGTGTTTAGGGAGCCGTCTT

CAGG1672
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Primer zur Herstellung von TRRII-B-Insert-Mutanten (s. A.11.6.2.)

Name Sequenz

PKTB-1 MAATTACAGCTGGGGGCGATGATTTCATCTTT

PKTB-2 HAAAGATGAAATCATCGCCCCCAGCTGTAAT

PKTB-3 STGGGCAGTCCTATTAGCGCTGGGGCAGATG

PKTB-4 T**CATCTGCCCCAGCGCTAATAGGACTGCCCA™>

PKTB-5 STGGGCAGTCCTATTAGCGCTGGGGGCGATGATTTCATCTTT
PKTB-6 “AAAGATGAAATCATCGCCCCCAGCGCTAATAGGACTGCCCA™®
PKTB-7 UTGCCCCAGCTGTGCTAGGACTGCCCAT®

PKTB-8 °ATGGGCAGTCCTAGCACAGCTGGGGCA™

Primer zur Herstellung von TRRII/II-B A-cyt-Mutanten (s. A.11.10.1.)

Name Sequenz
DC-1 ®U“CAGGTTCAACTCAGCTTCTGCTG>*®
DC-2 >SUCACCAGAAGCTGAGTTGAACCTG®Y*

DC-3

SSSTTCCAAGAGGGATCCTCCTCATAG™
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VIl. Zusammenfassung

Transforming growth factor-3 (TGF-3) reguliert eine Vielzahl zellularer Funktionen,
wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose. Uber membrangebundene
Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren werden TGF-3 Signale durch Phosphorylierung
an Smad-Proteine, die intrazellularen Signaltransduktoren, weitergeleitet, die im Kern
die Transkription spezifischer Gene modulieren.

Obwohl die drei TGF-[3 Isoformen, TGF-31, -R32 und -33, &ul3erst homologe Proteine
sind, unterscheiden sich die Phénotypen ihrer Genknockouts stark. Variabilitat und
Spezifitat kbnnen auf vielerlei Arten und Ebenen der TGF-3 Signaltbertragung
erreicht werden. In der vorliegenden Arbeit wird eine alternativ gespleil3te Variante
des TGF-3 Typ Il Rezeptors (TRRII), TRRII-B, charakterisiert. Dieser Rezeptor ist, im
Gegensatz zum bisher bekannten TRRII, in der Lage alle drei TGF-3 Isoformen
hochaffin zu binden und in Abwesenheit eines unterstiitzenden Typ Il Rezeptors
(TRRIIN) Signale Uber den Smad-Pathway weiterzuleiten. TRRII-B ist aul3erdem féhig
ligandenabhangig mit den verschiedenen TGF-I3 Rezeptortypen zu Oligomerisieren.
Erste Hinweise auf Besonderheiten der TGF-32 Bindung an TRRII-B wurden mittels
verschiedener zellbiologischer Ansétzen gewonnen. Aus Untersuchungen zur
gewebespezifischen Expression des Rezeptors geht hervor, dal TRRII-B, im
Vergleich zu TRRII, ein distinktes Expressionsmuster aufweist und v.a. in TGF-32-
beeinfluRten Geweben nachgewiesen werden kann. In diesen Erkenntnissen spiegelt
sich die Bedeutung dieses Rezeptors fir eine TGF-B Isoform-spezifische
Signaltubertragung wider.

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit beschaftigt sich mit der Rolle von TGF-3 und
seinen Rezeptoren bei der Entstehung von Tumoren. B-Zellen einiger Patienten mit
chronischer lymphatischer Leukamie (B-CLL), der haufigsten Form adulter Leukamie
in westlichen Landern, zeigen Resistenz gegeniber TGF-B-vermittelter
Wachstumsinhibierung und ein verdndertes Expressionsmuster der TGF-I
Rezeptoren an ihrer Zelloberflache. In dieser Arbeit wird die Identifizierung und
Charakterisierung zweier Mutationen innerhalb der putativen Signalpeptidsequenz
des TGF-B Typ | Rezeptors (TRRI) in B-Zellen TGF-R resistenter CLL-Patienten
beschrieben. Hierbei handelt es sich um einen Aminosdure-Austausch (L12Q) und
eine ,in-frame’ Alanin-Deletion (A8) innerhalb einer aus 9 Alaninen bestehenden
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Sequenz. Es konnte gezeigt werden, dal3 diese Mutationen zwar keinen Einflu auf
Oberflachenexpression und Komplexbildungseigenschaften des TRRI haben, jedoch
TGF- stimulierte Reportergeninduktion verringern, was eine kausale Beziehung bei
der Entwicklung TGF-3 resistenter B-CLL-Zellen vermuten laf3t. Ein Auftreten von
Mutationen innerhalb der 9-Alanin-Sequenz des TRRI korreliert mit TGF-R
Insensitivitat von B-CLL Zellen. Obwohl noch weitere Studien benétigt werden, um
den prazisen molekularen Mechanismus zu verstehen, der zu TGF-3 Resistenz in B-
CLL Zellen fuhrt, kann spekuliert werden, daf3 TRRI Mutationen das Voranschreiten
von B-CLL und evtl. anderen Tumorarten unterstiitzen. Gezieltes Screenen nach
TRRI Signalpeptidsequenz Mutationen kdnnte demnach als prognostischer Indikator

fur Tumorprogression eingesetzt werden.
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VII. Summary

Transforming growth factor-3 (TGF-3) regulates a variety of cellular functions like
proliferation, differentiation and apoptosis. It signals through membrane-bound
serine/threonine kinase receptors, which upon stimulation phosphorylate Smad
proteins, the intracellular signaltransducers, and thereby trigger their nuclear
translocation and transcriptional activity.

Although the three mammalian TGF-3 isoforms, TGF-31, -R2 and —33, are highly
homologous proteins, the phenotypes of their genknockouts reveal striking
differences. Variability and specificity can be achieved on different levels of the TGF-
3 signaltransduction. In this work an alternatively spliced variant of the TGF-I3 type I
receptor (TRRII), TRRII-B, is characterized, which in contrast to TRRII binds and
mediates signaling of all TGF-3 isoforms. This signaling occurs via the Smad
pathway and is independent of any supporting type Il receptor (TRRIII). Therefore
interaction and oligomerization of TRRII-B with the TGF-R isoforms as well as the
different TGF-3 receptor types was analyzed in detail. Furthermore we defined the
characteristics of TGF-32 binding to TRRII-B. Expression studies demonstrate that
TRRII-B expression is restricted to cells originating from tissues where the TGF-32
isoform has a predominant role. All that reflects the importance of this receptor
splice-variant in TGF-[3 isoform-specific signaling.

The second part of this work focuses on the role of TGF-3 and its receptors in tumor
development. B cell chronic lymphocytic leukemia (B-CLL) is the most common
lymphoid cancer in Western societies, and is also currently incurable. B-cells from
some B-CLL patients are resistant to the growth inhibitory effects of TGF-I3 and show
a different expression pattern of TGF-I3 receptors at their cell surface. In this work the
identification and characterization of two mutations within the putative signal
sequence of the tRrl gene in B-cells from TGF-[3 resistant B-CLL patients is
described. Thereby a single aminoacid substitution (L12Q) is accompanied by an ‘in
frame’ single alanine deletion within an 9-alanine stretch. It could be shown that this
mutations do not mediate the apparent loss of functional TRBRI in TGF- resistant B-
CLL, but they attenuate reporter gene induction stimulated by TGF-i3, suggesting a
causal relationship in the development of TGF-R resistant B-CLL. The appearance of
mutations within the 9-alanine stretch of the TRRI correlated with and predicted for

B-CLL patient insensitivity to TGF-3. Although more studies are needed to ascertain
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the precise molecular mechanism leading to TGF-3 resistance in B-CLL cells, it is
tempting to speculate that these TRRI mutations may promote the progression of B-
CLL and other cancers from their indolent to active states. This suggests that
screening for TRRI signal sequence mutations can be employed as a prognostic
indicator of B-CLL patient sensitivity to TGF-[3.

166



Schriftenverzeichnis

Schriftenverzeichnis

Publikationen:

Rotzer, D., Roth, M., Lutz, M., Lindemann, D., Sebald, W. und Knaus, P. (2001)
Type Il TGF-B receptor-independent signalling of TGF-R2 via TRRII-B, an
alternatively spliced TGF-3 type Il receptor. EMBO J., 2001. 20: p 480-490.

Schiemann, W.P.*, Rotzer, D.*, Pfeifer, W., Levi, E., Wang, Z., Haliotis P., Rai, K.R.,

Knaus, P. und Kadin, M. TGF-[3 resistant B-cells from chronic lymphocytic leukemia

patients contain recurrent mutations in the signal sequence of TGF-[3 type | receptor.
2001. Zur Publikation eingereicht.

Veroffentlichte Abstracts:

Rotzer, D., Roth, M., Lutz, M., Sebald, W. und Knaus, P. ldentifizierung und

Charakterisierung eines TGFR-2 Rezeptors im Osteoblasten. Osteologie, 2000. 9,
Suppl.1,94.

Rotzer, D., Roth, M., Lutz, M., Lindemann, D., Sebald, W. und Knaus, P. Type Ill
TGF-3 eceptor-independent signaling of TGF-32 via TRRII-B, an alternatively spliced
TGF-R3 type Il receptor. Millenium Meeting Signal Transduction (STS), 2000. p.112.

167



Lebenslauf

Lebenslauf

Personliche Daten:

Diana Rotzer
Geboren am: 27.05.1972 in Donauworth
Familienstand: ledig

Bildungsweq:
1978 — 1982 Grundschule Donauw®érth
1982 — 1991 Gymnasium Donauwdrth (humanistisch-naturwissenschaftlich)
Juli 1991 Abitur
1992 — 1998 Studium der Biologie an der Julius-Maximilians-Universitat
Wirzburg.

Studienschwerpunkte: Pflanzenphysiologie, Biochemie,
Humangenetik

Marz 1997 Diplomprufung

1997 — 1998 Diplomarbeit am Institut fur physiologische Chemie der Julius-
Maximilians-Universitat Wrzburg bei Prof. Dr. W. Sebald.
Thema: "Mutationen in den Genen fir die Rezeptoren von
TGFR: ein genereller Mechanismus der Tumorgenese?"

1998 - 2001 Dissertation am Institut flr physiologische Chemie der Julius-
Maximilians-Universitat Wrzburg bei Prof. Dr. W. Sebald.
Thema: "Biologische Charakterisierung der Rezeptoren flr
Transforming Growth Factor-3"

Juli — Dez. 1998 Aufenthalt am Whitehead Institut des Massachusets Institute
of Technology, Camebridge (MA), USA.

Anstellungen:

1997-1998 Studentische Hilfskraft

1998-2001 Wissenschafliche Mitarbeiterin

168



Danksagung

Danksagung

Die vorliegende Arbeit wurde am Lehrstuhl fir Physiologische Chemie Il der
Universitat Wirzburg angefertigt.

Bei allen, die am Entstehen dieser Arbeit direkt oder indirekt beteiligt waren, mochte
ich mich hier bedanken:

Prof. Dr. Sebald danke ich fur seine Unterstitzung und die Madglichkeit die
Doktorarbeit an seinem Lehrstuhl anfertigen zu durfen.

Dr. Gert Pflugfelder méchte ich fur die Vertretung der Arbeit vor der biologischen
Fakultat danken.

Dr. Petra Knaus, die mir das Thema tberlassen hat und in deren Gruppe diese Arbeit
fertiggestellt wurde, mdchte ich hervorheben. Fir ihre engagierte Betreuung,
Unterstitzung und Motivation, fir ein immerzu offenes Ohr und standige
Diskussionsbereitschaft vielen Dank!

Mein Dank gilt auch Prof. Harvey Lodish, in dessen Labor am ,Whitehead Institute*
ich arbeiten durfte und freundlichst aufgenommen wurde, sowie meinem dortigen
Betreuer Bill Schiemann.

Marion Lutz und Martin Roth danke ich fur die Mithilfe am ,Typ 1I-B-Projekt".

Ein Dankeschon, fur ihre Hilfe und Disskussionsbereitschaft, an alle ehemaligen und
jetzigen Kollegen/innen aus Labor 313. Hierbei seien Tanja Lutz und Yvonne Kehl
hervorgehoben, die sich um all die Dinge kimmer(te)n, die das Arbeiten im Labor
erst moglich machen.

Wolfgang Hadelt danke ich fir die Durchfihrung von RT-PCR Experimenten und
DNA-Sequenzierungen.

Allen Mitgliedern der Arbeitskreise Sebald, Hoppe und Conzelmann mdchte ich
herzlich fur ihre Freundlichkeit und Hilfsbereitschaft danken, v.a. Dr. Joachim Nickel,

Sascha Keller, Markus Haake und Alexandra Will mochte ich hier nennen.

169



Erklarung

Ehrenwortliche Erklarung

Hiermit erklare ich ehrenwdrtlich, dal? die vorliegende Arbeit von mir selbstandig, und
nur unter Verwendung der angegebenen Quellen und Hilfsmittel, angefertigt wurde.

Weiterhin habe ich noch keinen Promotionsversuch unternommen oder diese
Dissertation in gleicher oder ahnlicher Form in einem anderen Prifungsverfahren

vorgelegt.

Wirzburg, den

Diana Rotzer

170



	Dr-Arbeit.pdf
	Inhaltsverzeichnis
	I. Einleitung
	A. Biologische Charakterisierung des TGF-ß Typ II-B Rezeptors
	A. I. Einleitung
	A.II. Ergebnisse
	A.III. Diskussion

	B. Charakterisierung von Mutationen in der Signalpeptidsequenz des TGF-ß Typ I Rezeptors in B-Zellen von Patienten mit chronischer lymphatischer Leukämie
	B.I. Einleitung
	B.II. Ergebnisse
	B.III. Diskussion

	IV. Material und Methoden
	V. Anhang
	VI. Literatur
	VII. Zusammenfassung / Summary
	Schriftenverzeichnis
	Lebenslauf
	Danksagung
	Erklärung





