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Appendix A

a-SMA
ActRII
AEC
ALK
ALP
AP1
APC
ATF4
bFGF
BMP
BMPRII
bp
BS3
BRE
BSA
BSP
c-Myc
cAMP
CCD
Cbff31
CK1
CM
CML
CNS
Co-Smad
Col-1
CTGF
DD
Dkk

Abbreviations

a-smooth muscle actin

activin type II receptor
amino-9-ethyl-carbazole

activin receptor-like kinase
alkaline phosphatase

activator protein 1
adenomatous polyposis coli
activating transcription factor-4
basic fibroblast growth factor
bone morphogenetic protein
BMP type II receptor

base pair
bis(sulfosuccinimidyl) suberate
BMP response element

bovine serum albumin

bone sialo protein

avian myelocytomatosis virus oncogene cellular homolog
cyclic adenosine monophosphate
cleidocranial dysplasia

core binding factor 3

casein kinase 1

conditioned medium

chronic myelogenous leukemia
central nervous system
common-mediator Smad

type I collagen

connective tissue growth factor
Dupuytren’s Disease

dickkopf
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Dlx
DMSO
DMEM
dn
DSS
DXA
ECL
ECM
EDTA
EGF
ERK-1/2
FBS
FGF
FGFR
FL

FN
FOP
FPLC
FRA
GAPDH
GDF
GIST
GM-CSF
GSK3
HBM
HCl
HEPES
hES
Heyl
Hh
HPLC
HRP
ICC
Id1

IF
IFN-y
IFNGR
IGF
Ihh

IL

IP
I-Smad
JAK
JNK
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distalles homeobox

dimethylsulfoxid

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
dominant negative

disuccinimidyl suberate

dual energy X-ray absorptiometry
enhanced chemiluminescence
extracellular matrix
ethylenediaminetetraacetic acid
epidermal growth factor
extracellular-signal regulated kinase-1/2
fetal bovine serum

fibroblast growth factors

fibroblast growth factor receptors

full length

fibronectin

fibrodysplasia ossificans progressiva
fibroblast-populated collagen lattice
Fos-related antigen
glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase
growth and differentiation factor
gastrointestinal stromal tumor
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
glycogen synthase kinase 3

high bone mass

hydrochloric acid
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
human embryonic stem cells
hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif protein 1
hegehog protein

high-performance liquid chromatography
horseradish peroxidase
immunocytohistochemistry

inhibitor of DNA binding 1
immunofluorescence

interferon-y

interferon gamma receptor

insulin-like growth factor

indian hedgehog

interleukin

immunoprecipitation

inhibitory Smads

janus kinase

c-Jun N-terminal kinases
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Ka

Kd

KO
Lef
LRP
MAD
MAPK
MMP
MSC
MTS

PKA
PKC
pNPP
PRDC
P-Smad
Ptch
PTH
PTHLH
PTHR
PTH(rP)
Q-PCR
Ras
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association constant

dissociation constant

knockout

lymphoid enhancer factor
low-density lipoprotein receptor-related protein
mother against decapentaplegic
mitogen-activated protein kinase
matrix metalloproteases
mesenchymal stem cells
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium)

u computerized tomography
N-acteyl-L-cystein

sodium chloride

sodium hydroxide

nuclear factor for activated T cells
ammonium chloride

notch intracellular domain

gene encoding the Noggin protein
osteocalcin

osteogenic protein-1

osteopontin
osteoporosis-pseudoglioma syndrome
open reading frame

Osterix

plaminogen activator inhibitor
phosphate buffered saline
polymerase chain reaction
platelet-derived growth factor
polyethylenimine
paraformaldehyde
phosphatidylinositol-3-kinase
protein kinase A

protein kinase C
para-nitrophenylphosphate

protein related to DAN and cerberus
phosphorylated Smad protein
tumor suppressor 12-transmembrane protein Patched
parathyroid hormone

parathyroid hormone-like hormone
parathyroid hormone receptor
arathyroid hormone-related protein
quantitative-PCR

rat sarcoma



182

Rev
rhBMP
R-Smad
RU
Runx2
SAPK
Scl

SDS
SDS-PAGE
SE
shRNA
siRNA
Smad
Smo

SOST
Sostdcl
SYM1
SYNS1
SV40
TCF
TGF-a
TGE-8
TGE--R
TIMP
TNFa
TPA
Tris
VEGF
Vgr-1
Wnt

wt
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Revertant

recombinant human BMP protein
receptor-regulated Smad

resonance units

Runt-related transcription factor2

stress activated protein kinase

sclerostin

sodium dodecyl sulfate
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
standard error

small hairpin RNA

small interfering RNA

contraction of Sma and Mad

gene encoding the G protein-coupled receptor
Smoothened

gene encoding the Sclerostin protein
sclerostin domain containing protein 1
proximal symphalangism

multiple synostosis syndrome 1

simian virus 40

T-cell factor

transfroming growth factor o
transforming growth factor f3
transforming growth factor receptor
tissue inhibitor of matrix metalloproteinases
tumor necrosis factor-a
12-O-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetate
tris(hydroxymethyl)aminomethane
vascular endothelial growth factor
vegetal related-1

hybrid of Wg (wingless) and Int in Drosophila
wild type

protein



Appendix B

Summary

Despite its title, this book is not solely about the inhibition of signaling pathways, but
about the concept of signal modulation. It’s thus about the property of signal inducers
and their respective activated signaling cascades to be regulated through intrinsic an-
tagonistic feedback- and/or feed forward-loops. But the truth of the matter is that, in
order to suggest the book’s topic and goal more clearly, I should probably have called
it: Modulating the Inhibition of Signaling Drifts involved in Osteoblast Differentiation
and Fibrosis — but can you imagine a more lumbering title? In any case, this book is
about the venerable topic of what impact signal modulation has on osteoblast differ-
entiation, hence (un)healthy bone formations as well as on signaling drifts in fibrotic
traits. This thesis comprises four years of research at the Leiden University Medical
Center (The Netherlands), and discusses my perceptions and conclusions on innate
osteoblast signaling differentiation modulators such as Noggin and Sclerostin as well
as synthetic inhibitors such as PD98059, Glivec® and SB431542 that can influence
myofibroblast activity involved in fibrotic traits.

The key findings on osteoblast differentiation modulators Noggin and Sclerostin can
be comprehended as followed:

e BMP-6 is more resistant to Noggin inhibition, and more potent in promoting
osteoblast differentiation in vitro and inducing bone regeneration in vivo, when
compared to its closely related BMP-7 paralog.

e A systemic analysis of a panel of BMPs revealed that crucial amino acids for
the determination of Noggin susceptibility are conserved among BMPs which
enables a prediction on Noggin’ effect on yet not investigated BMP proteins.

e It is possible to engineer BMP variants, which overcome the Noggin regiment
through amino acid substitution which allows for development of more effec-
tive, second generation BMP proteins with potential clinical application in spinal
fusion, long bone non-union fracture treatment and osteoarthritis.
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184 Appendix B. Summary

e Sclerostin exerts its potent bone catabolic effects by antagonizing Wnt signal-
ing in a paracrine and autocrine manner, and BMP signaling selectively in the
osteocytes that synthesize simultaneously both Sclerostin and BMP-7 proteins.

e Sclerostin interacts with both the BMP-7 mature- and pro-domain, leading to
intracellular retention and proteasomal degradation of BMP-7.

e Sclerostin effects not only Wnt sustained osteoblast dependent bone formation
but also BMP and Wnt perpetuated osteocyte dependent bone turnover.

The key findings on my research on the fibrotic trait Dupuytren’s Disease can be
comprehended as followed:

e Dupuytren’s Disease is driven by TGF-f and their respective activated down-
stream Smad effectors as well as the ERK1/2 MAP kinase signaling.

e BMP-6 and not BMP-7 induced inhibitory effects on both TGF-f and ERK1/2
MAP kinase driven Dupuytren’s disease.

e Concurrent inhibition of TGF-f signaling and ERK1/2 MAP kinase signaling
through synthetic inhibitors such as SB-431542 and PD98059, respectively, was
sufficient to abrogate proliferation and contraction of Dupuytren’s fibroblasts
which provides new avenues for non-surgical interventions for Dupuytren’s dis-
ease.

This investigations have shown to me that what we call ’signaling events’ only reflect
a certain signaling network state that is based on time, location, agonists and antago-
nists characteristics. In order to get a clear picture on the impact of a certain signaling
cascade in tissue development and maintenance one will need to not only look at sig-
naling dynamics of the desired pathway but also always need to reflect this signaling
events in the context of surrounding signaling cascades, something [ would like to call
a ’signaling niche’. Thereby a balanced signaling network is to me the prerequisite of
healthy tissue development and maintenance. This does not reflect a labored balance
of agonists and antagonists but rather a flexible state of the signaling niche that can
act and react on trigger pulses. In any assumable case where this innate adaptability
of a signaling network is altered, either through interminable induction or continuous
inhibition of trigger pulses one will have to assume that signaling drifts occur which
eventually disconnects the signaling network from critical parameters that influence
healthy tissue development and maintenance. How many signaling niches actually
exist in a cell and whether they influence each other can only be speculated upon. It
will be of interest to see in the future whether the rigid coupling of for instance BMPs
to BMP receptors and their common Smad effectors will not need to be replaced by
superior super-signaling complexes that govern a multitude of signaling events.

Carola Krause, Potsdam, 18 February 2011
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Samenvatting

Om het onderwerp en doel van het boek duidelijker aan te geven, had ik het eigenlijk
’'Modulating the Inhibition of Signaling Drifts involved in Osteoblast Differentiation
and Fibrosis’ moeten noemen. Maar kun je je een lompere titel voorstellen? Want an-
ders dan de titel ’Inhibition of Signaling Cascades in Osteoblast Differentiation and
Fibrosis’ doet vermoeden gaat dit proefschrift niet alleen over het remmen van de sig-
naaloverdracht maar ook over andere manieren waarop de signaaloverdracht bein-
vloed kan worden. En dan met name over de eigenschappen van de moleculen die
verantwoordelijk zijn voor de signaaloverdracht. Ook de bijbehorende signaalover-
dracht routes met hun intrinsieke antagonistische regelsystemen worden behandeld.
De invloed van veranderingen in de signaaloverdracht op zowel (on)evenwichtige
osteoblast differentiatie, dus op (on)gezonde botvorming, als op aandoeningen van
het bindweefsel worden beschreven. Dit proefschrift omvat 4 jaar onderzoek in het
Leids Universitair Medisch Centrum (Nederland). Het behandelt mijn waarnemingen
en conclusies over moleculen die osteoblast differentiatie kunnen veranderen zoals
noggin en Sclerostin . Ook beschrijft het mijn bevindingen over synthetische remmers
zoals PD98059, Glivec® en SB431542, die myofibroblast activiteit beinvloeden in
bindweefsel aandoeningen.

De belangrijkste bevindingen over moleculen zoals noggin en Sclerostin die osteoblast
differentiatie beinvloeden kunnen als volgt uitgelegd worden:

e Vergeleken met het nauw verwante BMP-7 is BMP-6 minder gevoelig voor rem-
ming door noggin, maar sterker in het stimuleren van osteoblast differentiatie
in vitro en bot-regeneratie in vivo.

e Een systematische analyse van een aantal BMPs liet zien dat aminozuren die
bepalend zijn voor de gevoeligheid van BMPs voor noggin hetzelfde zijn bij de
verschillende BMPs.Hierdoor wordt het mogelijk om het effect van noggin op
nog niet onderzochte BMPs te voorspellen.

185



186 Appendix C. Samenvatting

e Het is mogelijk om BMP varianten te maken die ongevoelig zijn voor remming
door noggin, door bepaalde aminozuren te vervangen. Zo kunnen effectievere
tweede generatie BMP eiwitten ontwikkeld worden die mogelijk gebruikt kun-
nen worden in de kliniek bij de fusie van wervels, de behandeling van niet-
helende botbreuken en artrose.

e Het sterk remmende effect van Sclerostin op botvorming is het gevolg van het
remmen van Wnt-signalering, zowel op een paracriene als autocriene manier.
Ook BMP signalering wordt tegengegaan, maar alleen in de osteocyten die
zowel Sclerostin als BMP-7 tegelijk aanmaken.

e Sclerostin reageert zowel met de ’rijpe’ vorm van BMP-7 als met het pro-domein,
waardoor BMP-7 in de cel achterblijft en wordt afgebroken in het proteasoom.

e Daardoor heeft Sclerostin niet alleen effect op het in stand houden van osteoblast-
afhankelijke botvorming door Wnt signalering, maar ook op de osteocyt-afhankelijke
bot turnover die door Wnt en BMP in stand wordt gehouden.

De belangrijkste bevindingen van mijn onderzoek naar de ziekte van Dupuytren, een
bindweefsel aandoening, kunnen als volgt worden samengevat:

e De ziekte van Dupuytren wordt gedreven door zowel TGF-f en zijn geactiveerde
downstream Smad effectoren als ERK1/2 MAP kinase signalering.

e BMP-6, maar niet BMP-7, liet remmende effecten zien op zowel TGE-f als ERK1/2
MAP kinase-gedreven ziekte van Dupuytren.

e Gelijktijdige remming van TGF-f signaaltransductie en ERK1/2 MAP kinase sig-
naaltransductie door hun respectievelijke synthetische remmers SB-431542 en
PD98059, was voldoende om vermeerdering en contractie van Dupuytren fi-
broblasten tegen te gaan. Dit levert nieuwe mogelijkheden op voor niet-operatieve
behandeling van de ziekte van Dupuytren.

Dit onderzoek heeft me laten zien dat wat we signaaltransductie gebeurtenissen noe-
men, alleen een weergave zijn van de staat waarin een signaleringsnetwerk zich
bevindt. Deze staat wordt bepaald door tijd, locatie, agonisten en antagonisten. Om
een duidelijk beeld te krijgen van de invloed van een bepaalde signaaltransductier-
oute op de ontwikkeling en het in stand houden van weefsel, moet men breder kijken
dan alleen naar de dynamiek van de betreffende signaaltransductie route. Ook de con-
text van andere signaaltransductieroutes in het betreffende weefsel, iets dat ik een
'signaaltransductie niche’ zou willen noemen, moet bestudeerd worden. Naar mijn
mening is een uitgebalanceerde signaaltransductie noodzakelijk voor een gezonde
ontwikkeling en het in stand houden van weefsel. Hiermee bedoel ik dan niet een
geforceerde balans van agonisten en antagonisten, maar een flexibele staat van de
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signaaltransductie niche, die kan reageren op stimuli. Wanneer dit fysiologische aan-
passingsvermogen van een signaaloverdracht netwerk verandert, hetzij door ongelim-
iteerde of door continue remming van stimuli, moet men aannemen dat verschuivin-
gen in signaaloverdracht voorkomen. Deze veranderingen zullen uiteindelijk het sig-
naaloverdracht netwerk ontkoppelen van belangrijke parameters die een gezonde on-
twikkeling en de instandhouding van het weefsel beinvloeden. Hoeveel van deze sig-
naaloverdracht niches bestaan in een cel en of ze elkaar beinvloeden, daar kan men
alleen over speculeren. Het is interessant om te zien of in de toekomst de starre
koppeling van bijvoorbeeld BMPs aan BMP receptoren en hun Smad effectoren niet
vervangen moeten worden door superieure signaaloverdracht complexen.

translated by Karien de Rooij
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