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BMP/TGF-B-Signalwege

BMP-Signaltransduktion — begleitet
von control freaks und gate keepers

GINA DORPHOLZ, PATRIZIA WEIGELL, PETRA KNAUS
INSTITUT FUR CHEMIE UND BIOCHEMIE, FU BERLIN

Bone morphogenetic proteins (BMPs) are crucial growth factors from

embryonic development up to adult organ/tissue homeostasis since they
regulate versatile processes such as stem cell maintenance, differentia-
tion and migration. Aberrant signalling leads to pathologies including can-

cer or musculoskeletal and vascular diseases. Here, we provide an
overview of the BMP signalling cascade and its complex regulation and

show how we investigate this tightly controlled protein network in physio-

logical and pathological model systems.
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B Wachstumsfaktoren und Zytokine sind fiir
die Signal- und Informationsweiterleitung in
Zellen von fundamentaler Bedeutung und bei
der Regulation mannigfaltiger zelluldrer Pro-
zesse unentbehrlich. Mit der Entwicklung
multizelluldrer Organismen waren es sezer-
nierte Wachstumsfaktoren, die die Generie-
rung und Aufrechterhaltung von Zellverban-
den und Organen ermdglichten und steuer-
ten.

Die Signalkaskade der Bone/Body Mor-
phogenetic Proteins (BMPs) ist evolutiondr
eine der altesten und mit ihrer Vernetzung
zu anderen Signalwegen auch eine der kom-
plexesten. Sie unterliegt Regulationsmecha-
nismen, welche sich iiber verschiedene Stufen
entlang der Signalkaskade erstrecken. So wer-
den Signalantworten fein balanciert und
streng koordiniert und damit die pleiotropen
Funktionen der BMP-Liganden auf eine Kon-
text-abhédngige Art gewahrleistet. BMPs stel-
len die groBte Untergruppe der Transforming
Growth Factor B(TGF-B)-Superfamilie sezer-
nierter Wachstumsfaktoren dar, deren 33 Mit-
glieder strukturell verwandt sind und dhn-
lichen Aktivierungsmodi folgen [1].

<« Abb. 1: Komplexitat und Diversitat des Bone
Morphogenetic Proteins(BMP)-Signalweges. Die
BMP-Signaltransduktion ist essenziell fiir die
Embryonalentwicklung und Organ/Gewebe-
Homdostase im adulten Organismus. Dies
basiert auf verschiedenen grundlegenden zellu-
laren Prozessen, welche durch BMPs gesteuert
werden. Diese Diversitat wird durch einen
streng regulierten und konservierten molekula-
ren Weg bedingt. Nach Ligandenbindung von
BMP an transmembrane Rezeptoren fiihrt die
Aktivierung der Smads durch den Typ-I-Rezep-
tor zu deren nukledren Translokation und der
transkriptionellen Regulation von Zielgenen wie
ID 1. Der non-Smad-Signalweg umfasst die Akti-
vierung von verschiedenen MAP-Kinasen via
TAK/TAB/XIAP sowie Rho-GTPasen und Akt via
PI3K. Das komplette Netzwerk wird auf allen
Ebenen streng reguliert, wie z. B. durch Antago-
nisten oder Rezeptor-Endozytose.
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A Abb. 2: Untersuchung der BMP-Kaskade im physiologischen und pathologischen Kontext.

A, Molekularer Mechanismus der BMP-induzierten Chemotaxis von mesenchymalen Vorlduferzel-
len (adaptiert aus [10]). Die BMP2-Signalgebung erméglicht die Assoziation von p55y an den
BMPRII-Rezeptor, was zur Aktivierung der PI3K-Kaskade und schlieBlich zur Rekrutierung von
LL5B an die Membran fiihrt. Dadurch wird die Polymerisation von cortikalem Aktin und die Induk-
tion von Lamellipodien ausgeldst. Exemplarische Immunfluoreszenzbilder zeigen die jeweiligen
relevanten Proteine fiir die BMP2-induzierte Zellmigration in C2C12-Zellen. B, Beispiel des BMP-
Signalweges in vaskularer Permeabilitat (adaptiert aus [12]). In einem Transwell-Assay (FITC-Dex-
tran-Assay, links) und einer transendothelialen Resistenzmessung (rechts) wird die BMP6-indu-
zierte Permeabilitdt in human umbilical vein endothelial cells(HUVECS) in vitro gezeigt. Hierbei
wurden die Zellen entweder mit BMP6 oder VEGF-165 als Positivkontrolle stimuliert. LDN-193189
ist ein BMP-spezifischer Inhibitor. Der FITC-Dextran-Fluss wird als zur Kontrolle normalisierte fold
induction nach 24 Stunden (links) und die elektrische Resistenz prozentual zur Kontrolle tber 24
Stunden (rechts) gezeigt. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler (links) oder Standardab-

weichung (rechts). *** p < 0,001, ns = nicht signifikant.

Physiologische Relevanz der
BMP-Signalkaskade

Waihrend Marshall Urist BMPs 1965 erstmals
als Faktoren beschrieb, die effizient die Knor-
pel-und Knochenbildung induzieren, ist man
sich heute ihrer vielfdltigen Funktionen
bewusst und bezeichnet sie auch als Body
Morphogenetic Proteins {2, 3]. BMPs regu-
lieren physiologische und zelluldre Prozesse
wahrend der Embryonalentwicklung und im
adulten Organismus in unterschiedlichsten
Organen und Geweben, welche unter ande-
rem Knochen, Gehirn, Herz, Leber, Niere, Ner-
ven- und Fettgewebe, Vaskulatur, Gastro-
intestinaltrakt und Muskulatur umfassen.
Hier steuern sie ein breites Spektrum biolo-
gischer Funktionen wie Proliferation, Diffe-
renzierung, Apoptose, Migration, aber auch
Deposition der extrazelluldaren Matrix (EZM)

und sind so maBgeblich an der embryonalen
Symmetrieausbildung, Organogenese, Angio-
genese, dem Metabolismus, der Adipogene-
se, Knochenbildung und Myogenese beteiligt
(Abb. 1). Dariiber hinaus agieren BMPs als
essenzielle Mediatoren im Kontext von Wund-
heilung, Geweberegeneration und -homdoo-
stase.

In Anbetracht ihrer Relevanz fiir fast alle
Korperfunktionen und -strukturen ist es offen-
sichtlich, dass jegliche Abweichungen in der
Signalgebung und aberrante Signalantwor-
ten hdufig schwerwiegende Erkrankungen
zur Folge haben. So sind durch Mutationen
in Genen, die fiir Komponenten der Kaskade
codieren, Erkrankungen beschrieben, die z. B.
das BlutgefaBsystem sowie muskuloskeletale
und neuronale Funktionen betreffen. Eine
heterozygote Mutation fiihrt z. B. im BMP-

Typ-I-Rezeptor Alk2 zu dessen Hyperaktivitat,
welche wiederum zu Verknocherung von Bin-
de- und Stiitzgewebe und somit zur Pathoge-
nese von Fibrodysplasia ossificans progres-
siva (FOP) beitragt [4]. Die verminderte Akti-
vitdt von Liganden und/oder Rezeptoren hin-
gegen kann in Fehlbildungen der Gliedma-
Ben (Brachydaktylie) resultieren. Zahlreiche
andere Erkrankungen wie Fibrose, kardio-
vaskuldre Storungen, Muskeldystrophien und
Krebs konnen durch Fehlfunktionen des
BMP-Signalweges bedingt werden [5].

Spezifische intrazellulare BMP-Signal-
routen

Um die Komplexitdat der Signalgebung, die
diversen BMP-vermittelten Signalantworten
und ferner den Umfang der pleiotropen Funk-
tionen von BMPs zu verstehen, ist es zunachst
wichtig, die konservierten Mechanismen
molekular zu betrachten (Abb. 1).

Hier stellen die prazise Regulation der
Expression und Sekretion der BMP-Liganden
sowie deren biologische Verfiighbarkeit den
ersten Schritt der Signalgebung dar. Sobald
BMPs in den extrazelluldaren Raum sezerniert
werden, konnen sie entweder an der EZM
gebunden, von loslichen Antagonisten inhi-
biert oder iiber Proteasen aktiviert werden.
Ein klassisches Beispiel fiir extrazelluldare
Antagonisten ist Noggin, das hochaffin an
BMP2/4 bindet und dadurch dessen Rezep-
torbindungsepitope maskiert, sodass keine
Aktivierung der Rezeptoren erfolgt. Binden
BMPs hingegen an ihre spezifischen Rezep-
toren, wird eine auto- oder parakrine Signal-
tibertragung in der rezeptiven Zelle ausge-
16st. Hierbei wird die Liganden-Rezeptor-Inter-
aktion durch biochemische und physikalische
Proteineigenschaften bestimmt, sodass hoch-
spezifische Affinitidten erzielt werden [6]. Es
existieren sieben BMP-Rezeptoren. Dabei han-
delt es sich um Transmembran-Serin/Threo-
nin-Kinasen, die sich in zwei Subfamilien
unterteilen. BMP-Typ-I-Rezeptoren werden
nach Ligandenbindung durch die konstitutiv
aktiven Typ-II-Rezeptoren in ihrer zytoplas-
matischen GS-Box phosphoryliert und akti-
viert. Die Zusammensetzung des heterote-
trameren Rezeptorkomplexes aus zwei Typ-I-
und zwei Typ-II-Rezeptoren und deren Inter-
aktion mit Ko-Rezeptoren bestimmt die Inten-
sitdt der Aktivierung der Signalkaskade. Letz-
tere konnen periphere oder integrale Mem-
branproteine sein, die wie z. B. BAMBI als
Pseudorezeptoren die Bildung von aktiven
Rezeptorkomplexen und so die Signalweiter-
leitung inhibieren [7]. Fiir einige BMPs ist

BlOspektrum | 07.16 | 22.Jahrgang @Springer



beschrieben, dass sie entweder hochaffin an ihren prafe-
rierten Typ-I-Rezeptor binden, was zur Rekrutierung von
Typ-1I-Rezeptoren fiihrt, oder einen prdassemblierten Rezep-
torkomplex bestehend aus Typ-I- und Typ-II-Rezeptoren bin-
den und aktivieren. Stabilitat und Aktivitat der Rezeptoren
werden vor allem durch deren Endozytose, ihre laterale Mem-
branmobilitat und assoziierte Proteine reguliert [8]. Der akti-
vierte Typ-I-Rezeptor phosphoryliert nachgeschaltete Sig-
nalproteine. Fiir den kanonischen Signalweg sind dabei die
Rezeptor-regulierten Smads (R-Smads 1/5/8) die zentralen
Mediatoren, welche nach Phosphorylierung heterotrimere
Komplexe mit common mediator(Co)-Smad4 bilden und in
den Nukleus translozieren (Abb. 1). Dort aktivieren sie
zusammen mit Ko-Aktivatoren die Transkription von BMP-
Zielgenen, wie z. B. inhibitors of differentiation (IDs). ID-Pro-
teine binden und inhibieren basic helix-loop-helix(bHLH)-
Transkriptionsfaktoren und spielen so vor allem in der
Embryogenese und Differenzierung von Stamm- und Gewe-
bevorlauferzellen eine Schliisselrolle. Die BMP-induzierte
Regulation von Transkriptionsfaktoren fiihrt zu vielfaltigen
Signalantworten, welche in physiologischen Prozessen wie
der Osteogenese relativ gut, im pathologischen Kontext aber
weitaus weniger verstanden sind.

Die Aktivitat der Smad-Proteine selbst wird ebenfalls streng
kontrolliert. So wird deren Stabilitat durch spezifische Ubi-
quitinligasen, Kinasen, Phosphatasen und Geriistproteine
moduliert, sodass die Signalkaskade spezifisch verstarkt oder
abgeschaltet werden kann [7]. Die Signaltermination erfolgt
dabei iiber deren Export ins Zytosol und/oder proteasoma-
len Abbau. AuBerdem wird BMP-abhédngig ein negatives Feed-
back induziert, bei welchem zeitversetzt exprimierte inhibi-
torische Smads (I-Smads 6/7) mit den R-Smads um Rezep-
tor- und Smad4-Bindung konkurrieren und die Signalweiter-
leitung inhibiert wird (Abb. 1). Diese hochkomplexe Regula-
tion durch Kontrollproteine (control freaks), negatives Feed-
back und gate keepers, welche Knotenpunkte im Signalweg
darstellen, ist notig, um die pleiotrope Kaskade zu steuern.

Neben dem Smad-Signalweg werden verschiedene non-
Smad-Signalkaskaden von aktivierten BMP-Rezeptoren initi-
iert. Die Entscheidung, welche Wege den Rezeptoren nach-
geschaltet eingeschlagen werden, hdngt von der Zusammen-
setzung des Rezeptorkomplexes zum Zeitpunkt der Ligan-
denbindung, dessen subzelluldrer Lokalisation und den ent-
sprechenden assoziierten Proteinen ab. Zu den non-Smad-Sig-
nalwegen gehoren die Aktivierung von mitogen-activated pro-
tein(MAP)-Kinasen (p38, JNK, ERK1/2), PI3K/Akt und Rho-
GTPasen (Abb. 1). Beispielsweise interagiert XIAP mit den
BMP-Rezeptoren und assoziiert so die TAK1-Kinase an den
Rezeptorkomplex, welche BMP-abhidngig MAP-Kinasen akti-
viert [9]. Non-Smad-Signalwege fiihren sowohl zu trans-
kriptionellen Verdnderungen als auch zu direkten zellula-
ren Antworten wie Migration und Reorganisation des Zyto-
skeletts (Abb. 2A, [10]). Hier ist die subzelluldre Verteilung
der entsprechenden non-Smad-Effektoren und die daraus
resultierende lokale Interaktion mit den BMP-Rezeptoren
wichtig, um eine gerichtete Antwort als Reaktion auf che-
motaktische sowie biomechanische Signale in Zellen aus-
zulosen [10, 11].
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Vom molekularen Detail zum
physiologischen Kontext

Im Fokus unserer Forschung steht, moleku-
lare Prozesse der BMP-Signaltransduktion zu
verstehen, um so zugrunde liegende gemein-
same, aber auch andersartige mechanistische
Konzepte innerhalb des Organismus identi-
fizieren zu kdnnen. Dazu analysieren wir die
physiologischen und pathophysiologischen
Auswirkungen der BMP-Signalgebung in
unterschiedlichen Zellsystemen.

In diesem Zusammenhang konnten wir
z. B. den molekularen Mechanismus der
BMP2-induzierten Chemotaxis mesenchy-
maler Vorlduferzellen aufklaren. Dieser wird
iiber die BMPRII-assoziierte regulatorische
Untereinheit der Phosphoinositid-3-Kinase
(PI3K), p55y, vermittelt (Abb. 2A, [10]). Durch
scratch-wound healing- und Chemotaxis-
Assays sowie diverse proteinbiochemische
Methoden konnten wir zeigen, dass BMP2
tiber p55y und die daran gebundene kataly-
tische Untereinheit p110o die Bildung von
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3)
induziert, was zur Rekrutierung des PH-
Doméneproteins LL5P an die Membran fiihrt.
Dies resultiert in der Quervernetzung von cor-
tikalem Aktin, der Bildung von Lamellipodien
und 16st gerichtete Zellmigration aus [10]. Zel-
luldre Chemotaxis zu einem BMP2-Gradien-
ten ist vor allem im Kontext der Differenzie-
rung von Vorlauferzellen relevant. Die Aus-
bildung von Mikrotubuli an der leading edge
migrierender Zellen sowie die Untersuchung
anderer Aktin-regulierender Proteine ist
Gegenstand aktueller Forschung in unserer
Gruppe (Abb. 2A, Immunfluoreszenz).

Im Hinblick auf Pathologien, die mit dem
BMP-Signalweg assoziiert sind, untersuchen
wir derzeit molekulare Details verschiedener
muskuloskeletaler und vaskuldrer Erkran-
kungen. Die signifikante Rolle von BMPs in
der Regulation dynamischer Prozesse im Blut-
gefdBsystem wird in aktuellen Forschungs-
ergebnissen deutlich. In der Arbeit von A.
Benn et al. [12] konnten wir zeigen, dass
BMP6 die Permeabilitét des Endothels durch
Auflockerung der Zell-Zell-Kontakte induziert,
was flr Prozesse wie Endotheliale-mesen-
chymale-Transition (EndMT), Angiogenese,
aber auch Transzytose von Zellen aus den
BlutgefaBen zu Organen von groBer Bedeu-
tung ist. Unter Verwendung zweier komple-
mentérer Assays (FITC-Dextran-Assay, trans-
endotheliale elektrische Resistenzmessun-
gen, Abb. 2B) konnten wir nachweisen, dass
BMP6 mit ahnlicher Effizienz wie VEGF (vas-
cular endothelial growth factor) die Zellver-

bindungen des Endothels aufldst. Hierbei
wurde der Fluss von fluoreszierendem Dex-
tran oder die elektrische Resistenz durch
einen human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC)-monolayer gemessen und beides
positiv mit der Permeabilitidt der Zellen kor-
reliert. Die Verwendung des BMP-spezifischen
Inhibitors LDN193189 hebt den BMP6-indu-
zierten Effekt auf (Abb. 2B, links) und besta-
tigt dadurch eine VEGF-unabhéngige Regu-
lierung der Permeabilitét durch die BMP-Kas-
kade. Dieser neue Mechanismus, der durch
die Aktivierung der Tyrosinkinase Src und
die Phosphorylierung und daraus resultie-
rende Endozytose von vaskular-endothelia-
lem (VE-)Cadherin wirkt, wurde in der glei-
chen Publikation gezeigt [12].

Dies ist ein weiteres Beispiel dafiir, dass die
molekulare Untersuchung neuartiger Regula-
tionsmechanismen notwendig ist, um Feinab-
stimmungen und die Spezifitat der BMP-Kas-
kade zu verstehen. Ferner ist es bedeutsam,
neue Erkenntnisse iiber komplexe Signal-
netzwerke zu erlangen, um sich diese zukiinf-
tig im Kontext von physiologischen, aber
besonders pathologischen Prozessen fiir neue
therapeutische Ansatze zur gezielten Inter-
vention und Pravention zunutze zu machen.
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