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Signaltransduktion : Die Entwicklung einer Idee (Nobel-Vortrag)"" 

Martin Rodbell" 

In general there is no set of observations conceivable which can 
give enough injormation about the pus1 of a system to give 

complete information as to its future. 
Norbert Wiener 

Think simplicity; then discard it. 
Alfred North Whitehead 

Einleitung 

Ich wurde 1925 geboren, in einer Zeit, als es noch keinen 
Tonfilm gab und das Radio zu einem popularen Medium wurde. 
Wichtige Nachrichten wurden durch Zeitungen verbreitet, und 
Bibliotheken dienten der Unterhaltung und der Weiterbildung. 
Wir wohnten uber dem Lebensmittelgeschaft meines Vaters, das 
nicht nur fur Leute aus der unmittelbaren Nachbarschaft ein 
Treffpunkt war, wo man einkaufte und den neuesten Klatsch 
auszutauschen pflegte. Wir kannten oder wuBten alles uber je- 
den, der in unserer Nachbarschaft wohnte. In der Geborgenheit 
dieser Gemeinschaft bin ich aufgewachsen. Vie1 spater erst wur- 
de mir bewufit, wie wichtig diese Gemeinschaft rnit ihren intensi- 
ven zwischenmenschlichen Beziehungen fur meine Entwicklung 
als Wissenschaftler war. In meiner wissenschaftlichen Umge- 
bung sind kulturelle und sprachliche Unterschiede nahtlos zu 
einer Einheit verschmolzen, wodurch die Kommunikation ge- 
fordert, Wissen zielgerecht erweitert und Ideen hervorgebracht 
werden. In einer solchen Gemeinschaft entstehen und wachsen 
synergistische Wechselwirkungen zwischen der Natur, die wir 
haufig rnit unserer genetischen Veranlagung gleichsetzen, und 
der Pragung durch unsere Umgebung. Diese Wechselwirkungen 
geben dem Leben einen Sinn; d. h. die Frage, was zuerst da war, 
das Huhn oder das Ei, ist in biologischem Sinne nicht relevant. 

Mein Vortrag, der mein Interesse fur Wechselwirkungen auf 
gesellschaftlicher und auf zellularer Ebene verdeutlichen soll, 
handelt von dem umfassenden Thema der biologischen Kom- 
munikation. Die erste Halfte beschaftigt sich rnit der Entwick- 
lung des Konzeptes der Transduktoren und deren Rolle in der 
zellularen Signalubertragung. Da dieses Konzept sich noch in 
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der Entwicklung befindet, mochte ich im zweiten Teil eine Hy- 
pothese vorstellen, die in ihrer einfachsten Form folgendes be- 
sagt : Biologische Kommunikation setzt ein komplexes Netz- 
werk aus G-Proteinen, Oberflachenrezeptoren, der extrazellula- 
ren Matrix und dem Cytoskelett innerhalb der Zelle voraus, die 
in einer zielgerichteten Gemeinschaft vereint sind und fur deren 
Beschreibung mein Leben und das meiner Kollegen als Meta- 
pher dienen kann. 

Rezeptoren, Allosterie und die Theorie 
der sekundaren Botenstoffe 

Das Konzept der Rezeptoren als Sensorelemente auf zellula- 
rer Ebene hat eine lange Geschichte. Bereits Anfang dieses Jahr- 
hunderts erkannte Paul Ehrlich die Bedeutung der Oberfliichen- 
rezeptoren und postulierte eine Schlussel-SchloB-Theorie fur die 
Beschreibung ihrer Wechselwirkungen rnit Antigenen und 
Pharmaka. Heute ist allgemein bekannt, dalj Rezeptoren Prote- 
ine sind, die wegen ihres Aufbaus und der Formbarkeit ihrer 
Strukturen zwischen einer auBerordentlichen Vielfalt chemi- 
scher Signale unterscheiden konnen. Mein Interesse an Rezep- 
toren erwachte in den fruhen sechziger Jahren, als es mir gelun- 
geii war, Adipocyten mit Kollagenase aus ihreni Gewebever- 
band herauszulosen, und festgestellt hatte, daB Insulin in phy- 
siologischen Konzentrationen die Glucoseaufnahme dieser Zel- 
len stimuliert"'. Auf der Suche nach dem Angriffspunkt fur das 
Hormon testete ich die Wirkung von Phospholipasen und Prote- 
asen auf Adipocyten. Wenn die Zelloberflache oder die Plasma- 
membran Insulinrezeptoren enthalt, dann sollte die Wirkung 
des Insulins durch enzymatische Verdauung unterbunden wer- 
den konnen. Uberraschenderweise haben jedoch Phospholipa- 
sen die gleiche Wirkung auf die Glucoseverwertung und die 
Proteinbiosynthese wie Insulin['. 'I. Auf der Grundlage dieser 
Befunde postulierte ich, daB Insulin seine Wirkung uber die 
Stimulierung von Phospholipasen entfaltetc4]. Unter Beruck- 
sichtigung der zahlreichen Hinweise auf die Bedeutung der 
Phospholipasen fur die Vermittlung von Hormonwirk~ngen[~~ 
lag ich rnit dieser Annahme gar nicht so falsch. 

Im Laufe der sechziger Jahre wurde meine Hormonrezeptor- 
forschung hauptsachlich durch zwei Theorien beeinflufit. Eine 
davon war die Theorie der sekundaren Botenstoffer6S 'I, wonach 
die Wirkung extrazellularer oder primarer Botenstoffe (Hormo- 
ne, Neurotransmitter) durch Rezeptoren vermittelt wird, die die 
Synthese von Adenosin-3',5'-monophosphat (cyclisches AMP, 
CAMP) steuern. CAMP wurde als intrazellularer Botenstoff be- 
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Biochimie Clinique in Genf und Professor f u r  Biochemie an der dortigen Universitiit (1981 -1983), wo er sich mit der Struktur 
und der Funktion von Glucagon beschaiftigte. 

trachtet, der die Hormonwirkung auf samtliche am Zellstoff- 
wechsel, -wachstum und -differenzierung beteiligten Prozesse 
iibertragt. Die so pragnante Theorie der allosterischen Regula- 
tion von Monod et aLL8] stimmte ausgezeichnet mlt der Theorie 
von Sutherland iiberein, wonach Rezeptoren bezuglich Struktur 
und Funktion mit der Regulation der CAMP-Synthese ver- 
knupft sind. Von geradezu uberwaltigender Uberzeugungskraft 
war die Vorstellung, daR die Adenylat-Cyclase einer allosteri- 
schen Regulation unterliegt und zwei unterschiedliche Bin- 
dungsstellen enthiilt - eine fur die Rezeptorbindung und eine 
katalytische. Die asymmetrische Lage dieser beiden Stellen auf 
der Oberflache oder Plasmamembran der Zelle - die allosterisch 
regulierbare Hormonbindungsstelle an der AuRenseite und die 
ATP-umsetzende katalytische Stelle an der Innenseite der Mem- 
bran -war ein sinnvoller Ansatz fur die Erforschung der mole- 
kularen Grundlagen der Hormonwirkung. Mein Forschungs- 
interesse verlagerte sich nun vom Insulin auf die damals bekann- 
ten Hormone, die die Produktion von CAMP in Adipocyten 
stimulieren. 

Das Multirezeptor-Adenylat-Cyclase-System 
von Adipocyten 

Zu diesem Zeitpunkt stand fur die Bestimmung der CAMP- 
Synthesegeschwindigkeit nur ein komplizierter, zeitaufwendiger 
Bioassay zur Verfiigung. Krishna['I und spater Salomon" ent- 
wickelten relativ einfache chromatographische Assays, mit de- 
nen erstmals schnelle Parallelbestimmungen der Aktivitat von 
Adenylat-Cyclase moglich wurden. Lutz Birnbaumer, ein au- 
ljerordentlich begabter Mitarbeiter, der 1967 in meine Arbeits- 
gruppe kam, beherrschte diese Assays meisterlich, so dalj bald 
Ergebnisse erhalten wurden, die die Grundlage fur die Entwick- 
lung des Transduktorkonzeptes bildeten. In der Zeit vor Birn- 
baumers Ankunft hatte ich eine Schnellmethode fur die Isolie- 
rung von Adipocytenmembranen (,,Geister" genannt) entwik- 
kelt, die nicht nur auf Insulin ansprachen, sondern auch auf 
einige Hormone, die die cPIMP-Produktion und die resul- 

tierende Lipolyse in Fettzellen stimulieren[' 'I. Zu diesen Hor- 
monen gehorten Adrenalin, das andrenocorticotrope Hormon 
(ACTH), das thyreoidstimulierende Hormon (TSH), das lutei- 
nisierende Hormon (LH) und Sekretin sowie Glucagon und 
Fluorid-Ionen. Fruhere Experimente@] hatten gezeigt, daR 
Fluorid die Adenylat-Cyclase in Membranen unterschiedlicher 
Zellen stimuliert. Die Mg2 +-abhangige Aktivierung des Adipo- 
cytensystems durch F- war durch einen Hill-Koeffizienten von 
2.0 charakterisiert, was darauf hindeutete, daR die Magnesium- 
Ionen ihre Wirkung an mindestens zwei unterschiedlichen Stel- 
len des Systems entfalteten. Eine davon war sicherlich ein 
Mg-ATP-Komplex in der katalytischen Bindungsstelle der Ade- 
nylat-Cyclase. DaR es eine Regulatorstelle fur Magnesium- 
Ionen gibt, lie6 sich daraus ableiten, daB sowohl ACTH als auch 
Fluorid die fur die Enzymaktivierung notwendige Mg2 +-Kon- 
zentration wesentlich herabsetzen"21. Die komplizierte Kinetik 
der ATP-Wirkung konnte zu diesem Zeitpunkt noch nicht inter- 
pretiert werden. Da wir nicht ahnten, dalj ATP mit GTP verun- 
reinigt war, waren wir nicht in der Lage, die Befunde zu deuten, 
die sich spater mit der aktivierenden und inhibierenden Wir- 
kung von GTP auf Adenylat-Cyclase zufriedenstellend erklaren 
lieljen. Heute ist mir die Lektion klar: Versuche nie, eine Hyper- 
be1 zu interpretieren ; sie beschreibt das Verhalten des gesamten 
Universums ! 

Nachweis von unterschiedlichen Hormonrezeptoren 

Wir verwendeten vie1 Energie und Zeit darauf, die Hormonre- 
zeptoren des Cyclase-Systems zu untersuchen. Zur Pharmako- 
logie der Peptidhotmonrezeptoren war kaum etwas bekannt. 
Durch indirekte Verfahren, wie die Messung der Wirkung von 
Proteasen und inhibitorischen Analoga sowie die Bestimmung 
von Ionenabhangigkeiten, stellte man fest, dalj jedes Hormon 
die Cyclase durch einen eigenen Rezeptortyp aktiviert. Da sich 
sowohl das Enzym als auch der Rezeptor in derselben Zelle 
befinden, sollte entschieden werden konnen, ob alle Hormone 
ihre Wirkung iiber das gleiche Enzym entfalten oder es, wie im 
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Sutherland-Modell, fur jeden Hormonrezeptortyp ein eigenes 
Cyclase-System gibt. Dazu wurden die Hormone in maximalen 
oder niedrigeren Konzentrationen getestet. jeweils einzeln oder 
kombiniert. Bei einigen Kombinationen waren Synergieeffekte 
zu bcobachten, aber - und das war besonders bedeutsam - die 
Wirkungen bei maximaler Hormonkonzentration verhielten 
sich nicht add i t i~"~] .  Dies wurde zur gleichen Zeit auch von 
einer anderen Gruppe fe~tgestellt[ '~~. Zwar stand ein endgulti- 
ger Beweis noch aus, doch hielten wir es fur sehr wahrscheinlich, 
daB das Cyclase-System von Fettzellen mehrere Rezeptoren ent- 
halt, die rnit einer gemeinsamen katalytischen Einheit wechsel- 
wirken. Daraus ergab sich folgendes Bild : Alle Rezeptoren ha- 
ben neben spezifischen Bindungsstellen fur ihre Liganden ein 
gemeinsames Strukturelement, das rnit der katalytischen Kom- 
ponente der Cyclase wechselwirken und die Bildung von CAMP 
aus MgATP stimulieren kann. Zu diesem Zeitpunkt gingen wir 
davon aus. dalj die katalytische Komponente Angriffspunkt so- 
wohl fur die Regulation durch Magnesium- ak  auch fur die 
durch Fluorid-lonen ist. Zusiitzlich schienen an den Wechsel- 
wirkungen zwischen Rezeptor und katalytischer Einheit Lipide 
beteiligt zu sein, denn anders als bei der Fluoridwirkung war die 
Hormonwirkung 2uRerst empfindlich gegeniiber Verbindungen, 
dic die Membranstruktur veriindern (Phospholipasen, Deter- 
gentien)"']. Es war nun Liar, daB die Hormone ihre Wirkung 
iiber ein hinsichtlich Struktur und Regulation sehr vicl komple- 
xeres Enzymsystcm entfalteten nls ursprunglich angenommen. 
Fur mich wares schwer vorstellbar, dal3 mehrere Hormonrezep- 
toren mit dem gleichen Enzym strukturell gekoppelt sind (ich 
pflegte dieses Problem mit der Rcdcwendung ,,zu viele Engel auf 
eiriem Stecknadelkopl" zu umschreiben). Demzufolge mulltc 
ein neues Konzept f u r  die Hormonwirkung entworfen werden. 

Informationsverarbeitung : 
das Konzept der Transduktion 

Die Informationsverarbeitungstheorie von Norbert Wie- 
ner"", dem Begrunder der Kybernetik, beeinflul3te damals er- 
heblich meine Vorstellung von der Ubermittlung eines hormo- 
nellen Signals durch die Zellmembran und der Umsetzung des 
Signals. In die Thematik eingefuhrt wurde ich von Oskar Hech- 
ter, der bereits mehrere wichtige theoretische Beitrage zur Hor- 
monwirkung geliefert hatte. Er war der erste, der in Frage stell- 
te, daB Hormone direkt auf die Adenylat-Cyclase  irke en"'^. 
Am Vorabend einer Zusammenkunft, die ich zu Ehren Suther- 
lands an den NIH organisiert hatte, war diese Problematik Ge- 
genstand einer ausfuhrlichen Diskussion zwischen Hechter und 
mir in einer Hotelbar in Washington, D.C. Sie brachte uns 
schlieI3lich zu dem Konzept der Transduktion als Bindeglied 
zwischen der Aktivierung des Rezeptors durch ein Signal und 
der Regulation der Adenylat-Cyclase. Wegen des doch recht 
sparlichen Wissens, das wir zu jenem Zeitpunkt hatten, kleide- 
ten wir das Konzept der Informationsverarbeitung in abstrakte 
kybernetische Begriffe: ein Diskriminator, der den Rezeptor 
reprasentiert, ein Transduktor und ein Verstarker als Beschrei- 
bung der Adenylat-Cyclase, da deren Aktivierung einen deutli- 
chen Anstieg der CAMP-Produktion bewirkt. Der Transduktor 
spielt die Rolle des Vermittlers fur die Kommunikation zwischen 
Diskriminator und Verstarker. Ich stellte diese Idee auf der Zu- 

Abb. 1. Kybernetische Beschreibung der Signaltransduktion. S = Signal 

sammenkunft vor. Das Konzept (damals noch ohne Beriicksich- 
tigung einer Beteiligung von Mg2+ und GTP) ist in Abbildung 1 
schematisch dargestellt. Zwar zogen wir die Moglichkeit in Be- 
tracht, daB Magnesium-Ionen und Lipide am Transduktions- 
prozelj beteiligt sind, aber die Festigung unseres Konzeptes be- 
durfte weiterer Befunde zu den Beziehungen zwischen Rezeptor 
und Enzym hinsichtlich ihrer Strukturen und Funktionen. 

Die Wirkungen von GTP und Clucagon 
auf die Adenylat-Cyclase der Leber 

Da das Studium des Multirezeptor-Adenylat-Cyclase-Systems 
an Rattenadipocyten aus experimenteller Sicht sehr komplex 
war, wandten meine Kollegen Birnbaumer, Pohl sowie Krans 
und ich unsere Aufmerksamkeit der glucagonabhangigen Ade- 
nylat-Cyclase der Leber zu. Dieser Wechsel lag teilweise in dcr 
historischen Bedeutung dieses Systems fur die Hormonwirkung 
begrundet. Auljerdem hatte David Neville["' an den NIH un- 
liingst eine relativ einfache Methode zur Reinigung von Plasma- 
membranen a m  Rattenleber veriiffentlicht. Durch die Vcrwen- 
dung von '251-markiertem Glucagon wurde es uns miiglich, 
sowohl die Reschaffenheit des Glucagonrezeptors als auch die 
Beziehung zwischen Hormonbindung und hormoneller A ktivie- 
rung der Adenylat-Cyclase zu untersuchcn. 

Michiel Krans begann seine Untersuchungen der (ilucagon- 
bindung mit dem auf unseren Ergebnissen basierenden Wissen, 
daM die hormonelle Aktivierung der Adenylat-Cyclase in Leber- 
zellmembranen innerhalb von Sekunden ansteigt und sehr rasch 
wieder abnimmt, sobnld das Hormon durch einen Antagonisten 
wie Des-His-Glucagon verdriingt wird. Spiiter stellte sich her- 
aus, dalJ Dcs-His-Glucagon ein schwacher partieller Agonist ist. 
Wir erwarteten, daI3 '2sI-markiertes Glucdgon schr schnell (in- 
nerhalb von Sekunden) gebunden und problemlos durch Wa- 
schen der Membran mit hormonfreiem Medium wieder abge- 
spalten werden wurde. Statt dessen beobachtete Krans, dalJ das 
Glucagon extrem langsam gebunden und eine Sattigung erst 
nach mindestens 20 Minuten erreicht wird. Das gebundene Ma- 
terial konnte auch durch griindliches Waschen unter unter- 
schiedlichen Bedingungen nicht wieder entfernt werden. Keine 
der dabei erhaltenen Bindungscharakteristiken entsprach der 
Kinetik der Hormonwirkung. Das Medium, in dem die Bindung 
durchgefiihrt wurde, enthielt allerdings nur Salz und Puffer, 
wahrend das Medium fur den Cyclase-Assay mehrere Kompo- 
nenten, einschlieljlich des Substrates MgATP, enthielt. Durch 
den Zusatz aller Komponenten des Cyclase-Assays zum Hor- 
monbindungsmedium wurde die Bindungscharakteristik dra- 
matisch verandert: Der Anteil an gebundenem Hormon im 
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FlieBgleichgewicht ging drastisch zuriick, und der Sattigungs- 
zustand wurde innerhalb von Sekunden erreicht. Spater stellten 
wir fest, daB das verwendete ATP der Hauptubeltater war. Aus 
leidvollen Erfahrungen als Doktorand war mir bekannt, daB 
kiiufliches ATP normalerweise mit anderen Nucleotiden verun- 
reinigt ist. Also testete ich einige Purin- und Pyrimidinnucleoti- 
de. Nur GTP, CDP und ITP wiesen die gleiche Wirkung wie 
ATP auf. Dabei war entscheidend, daB die Guanin-Nucleotide 
in vie1 niedrigeren Konzentrationen (zwei bis drei GroBenord- 
nungen) wirksam waren als ATP. GppCp, ein schwer hydroly- 
sierbares Analogon, war ebenfalls, allerdings erst in vie1 hoheren 
Konzentrationen im Vergleich zu denen von GTP oder G D P  
wirksam. Jedes der Nucleotide verursachte eine schnelle Freiset- 
zung des gebundenen Glucagons vom Rezeptor. Wir stellten 
soinit fest, daB die Wirkung der Guanin-Nucleotide auf einer 
Herabsetzung der Rezeptoraffinitlt fur das Hormon b e r ~ h t [ ’ ~ ] .  

Nun stellte sich folgende, zentrale Frage: Cibt  es eine Bezie- 
hung zwischen der Wirkung von G T P  auf die Hormonbindung 
und der von Glucagon auf die Aktivitiit der Adenylat-Cyclase? 
Um auszuschlieflen, daB das Ergebnis des Enzymaktivitatstests 
durch Spuren von GTP beeinflufit wird, setzten wir biosynthe- 
tisch erhaltenes [32P]App(NH)p als Substrat ein. Dieses Analo- 
gon wird von membranstandigen ATPasen nicht abgebaut. Un- 
ter diesen Bedingungen wurde die Adenylat-Cyclase durch 
Glucagon nicht stimuliert - es sei denn, GTP wurde in etwa der 
gleichen Konzentration zugesetzt, wie es fiir die Herabsetzung 
der Rezeptoraffinitlt notig Michael Lin und Yoram 
Salomon[’L1 zeigten dardufhin, daB das Enzym von dem Hor- 
mon + GTP sehr schnell in seine aktive Form iiberfiihrt wird. 
Dariiber hinaus verminderte Clucagon die kleine Aktivierungs- 
verzogerung, die auftrat, wenn allein das Nucleotid eingesetzt 
wurde. Die Wurfel waren gefallen: Es war nun klar, daB GTP 
zusammen mit Magnesium-Ionen am Signaltransduktionspro- 
zeB beteiligt ist (Abb. 1 ) .  Zwar waren die einzelnen Komponen- 
ten des Informationsverarbeitungssystems noch nicht bekannt, 
doch bestand fur uns so gut wie kein Zweifel mehr daran, daR 
ein Transduktor existiert, der als entscheidender Bestandteil die- 
ses Systems die Informationsiibertragung vom Rezeptor zum 
Enzym vermittelt. 

GTP-H ydrolyse 

D a  GTP sehr leicht von inembranstindigen Nucleotidasen 
hydrolysiert wird, war unser nachstes Ziel, C T P  durch ein 
nicht hydrolysierbares Derivat zu ersetzen. Wir griffen auf un- 
sere Erfahrung mit App(NH)p zuriick und synthetisierten 
Gpp(NH)p. Einige Monate sphter beobachteten wir, daD die 
Enzymaktivitat durch Gpp(NH)p in einem Ausmalj angehoben 
wurde, wie es nicht einmal durch Fluorid erreicht werden konn- 
te. Zu unserer groljen Uberraschung war bei der unter normalen 
Umstiinden sehr instabilen Cyclase auch nach drei Tagen bei 
Raumtemperdtur noch kein Aktivitltsverlust zu verzeichnen. 
AnschlieDend untersuchten wir die Wirkung von Gpp(NH)p auf 
einige Cyclase-Systeme und setzten dafur jede ZellmembranprH- 
paration ein, die uns zur Verfugung stand. Es war jedesmal das 
gleiche Phanomen zu beobachten[22]. Anders als bei der konzer- 
tierten Wirkung von Hormon und GTP aktivierte Gpp(NH)p 
das Enzym nach einer sehr langen Verzogerung, die durch Zu- 

satz des Hormons betrachtlich verkurzt wurdel”]. Yoram Salo- 
mon untersuchte das Bindungsverhalten von [3zP]Gpp(NH)p 
an Leberzellmembranen und fand, daB eine spezifische Bindung 
des Guanin-Nucleotids in einem weit hoheren MaO stattfand als 
von der Zahl der Glucagonrezeptoren her erwartet werden 
k ~ n n t e [ ’ ~ ] .  Diese scheinbare Diskrepanz fiihrte dazu, daB Salo- 
mons Ergebnisse von anderen Forschern in ihrer Bedeutung 
unterschatzt wurden. SchlieBlich war zu dem Zeitpunkt noch 
nicht bekannt, daB es mehrere Arten von Glucagonrezeptoren 
gibt, die mit unterschiedlichen GTP-bindenden Proteinen wech- 
selwirken. Zu dieser Erkenntnis sollte man erst beinahe zehn 
Jahre spater gelangen. Die Ergebnisse fuhrten allerdings zu fol- 
gender Aussage iiber die Schliisselelemente der Signaltransduk- 
tion: Gpp(NH)p bindet an Leberzellmembranen auch in Ab- 
wesenheit des Hormons, wahrend Glucagon die Aktivierung der 
Adenylat-Cyclase durch das Nucleotid beschleunigt, und nicht 
umgekehrt. Auf der Grundlage dieser Erkenntnis und eines Mo- 
dells fur die Kinetik von Gpp(NH)p/MgLz4’ wurde ein Drei-Zu- 
stands-Modell fur die Hormonwirkung entwickelt, wonach die 
Adenylat-Cyclase durch Bindung des Nucleotids aus dem 
Grundzustand E in den Zustand E’ iiberfiihrt wird und Hormo- 
ne die Umwandlung von E in den aktivierten Zustand E* for- 
dern [GI. (l)]. 

D a  dieses Modell jedoch 21 Parameter und nur zwei Variable 
(Mg2 + -  und Gpp(NH)p-Konzentration) aufweist, war uns be- 
wuBt, daB es nur eine grobe Naherung fur ein in der Realitat 
sehr vie1 komplizierteres System liefern konnte. 

Etwa zur gleichen Zeit zeigte Michael Schramm durch elegant 
ausgefuhrte Experimente, daB die Wirkung von Gpp(NH)p 
pseudo-irreversibel ist, d. h., die hohe Cyclaseaktivitat blieb 
auch nach Entfernung des Nucleotids aus dem inkubierten Me- 
dium erhaltenrZ51. Zusammen mit dem Befund, daB GTP allein 
das Enzym nicht aktivieren kann, schlossen wir daraus, daR der 
Transduktor in der Lage sein muR, GTP zu hydrolysieren. Wur- 
de in das Modell zur Kinetik des Lebersystems GTP statt 
Gpp(NH)p eingesetzt [GI. (2)], ergaben die Daten, daB der akti- 
vierte Zustand E* der Zustand ist, in dem GTP zu GDP und Pi 
gespalten wird. In diesem Licht war verstandlich, wieso die Ak- 
tivierung durch GTP und Hormon im wesentlichen ohne Verzo- 
gerung ablief, wahrend die Aktivierung durch Gpp(NH)p und 
Hormon mit einer kiirzeren, aber anhaltenden Verzogerung ein- 
trat. Der CTP-Umsatz ist in diesem Modell eine grundlegende 
Voraussetzung fur die schnelle und reversible Wirkung des Hor- 
mons. Einige Jahre splter lieferten Cassel und Selinger mit einer 
Reihe brillanter Experimente den endgiiltigen Beweis dafur, daB 
Hormone die Hydrolyse von GTP zu G D P  und Pi stimulieren. 
Auf der Grundlage dieser Ergebnisse entwickelten sie eine 
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Theorie, derzufolge die Hydrolyse von GTP zu GDP als 
,,Abschaltreaktion" dient und das resultierende gebundene 
GDP den Transduktor in seinen Inhibitorzustand versetztLz6I. 
Hormone fordern die Verdrangung von GDP und seinen Aus- 
tausch gegen GTP; diese Austauschreaktion ist wesentlich fur 
die hormonelle Aktivierung von G-Proteinen. Der Nucleotid- 
austausch und die GTP-Hydrolyse sind von grundlegender Be- 
deutung fur die Regulation aller Typen von G-Proteinen, die 
bislang untersucht worden sind. In dieser Theorie blieb aller- 
dings unberucksichtigt, dal3 der Gesamtuinsatz von GTP eine 
komplexe Reaktionsfolge unifaBt, einschliel3lich Hydrolyse und 
nachfolgender Freisetzung des Phosphates aus einern gebunde- 
nen Zustand. Die Ergebnisse einer detaillierten Untersuchung 
des lichtaktivierbaren Rhodopsin~ystems['~~ wiesen darauf hin, 
daB die Hydrolyse von GTP aul3erst schnell ablauft. Der ge- 
schwindigkeitsbestimmende Schritt ist somit die Freisetzung des 
anorganischen Phosphates von seiner Bindungsstelle an Trans- 
ducin, dem G-Protein, das die Phosphodiesterase im auDeren 
Stabchenbereich aktiviert. Zu dieser Vorstellung paRt auch die 
langanhaltende Aktivierung durch Fluorid (als Komplex mit 
AI3+ oder Mg"). Dessen Wirkung beruht sehr wahrscheinlich 
darauf, dal3 es an die Magnesiumphosphat-Bindungsstellen an 
Transducin gebunden wird. 

Stimulierende und inhibierende Wirkungen 
yon GTP und Fluorid 

Das Multirezeptor-Adipocyten-System war nicht nur fur die 
Untersuchung der vielen Hormonwirkungen von unschatzba- 
rem Wert. Es ermoglichte auBerdem einen ersten Einblick in die 
komplexe Regulation der Adenylat-Cyclase, die unter Beteili- 
gung von GTP und Fluorid durch zwei voneinander unabhangi- 
gen Prozesse sowohl inhibiert als auch aktiviert wird. Hans Low 
und Jim Harwood stellten fest, dal3 Fluorid und sowohl GTP als 
auch Gpp(NH)p in hoheren Konzentrationen das Enzym stimu- 
lieren und inhibieren konnenL2'. 291. Der Mechanismus dieser 
Wirkungen blieb ungeklart, bis Hirohei Y a m a m ~ r a [ ~ ~ ]  heraus- 
fand, dal3 sich die Eigenschaften der Aktivierungs- und die der 
Inhibitionsphase deutlich unterschieden. Eine Charakterisie- 
rung dieses dualen Proze~ses '~ '1 und die Entde~kung'~'~,  dal3 die 
Adipocyten Adenosinrezeptoren enthalten, die die Hemmung 
der Adenylat-Cyclase nur unter Beteiligung von GTP induzie- 
ren, fuhrten zu der Erkenntnis, dal3 die inhibierende Wirkung 
der Guanin-Nucleotide ebenso wichtig ist wie die stimulierende. 
Auf der Grundlage dieser Studien entstand ein neues Konzept 
fur die duale Regulation der Adenylat-Cyclase durch Hormone, 
Guanin-Nucleotide und F l~or id - Ionen[~~] .  Es beruhte auf der 
Voraussetzung, dal3 fur eine Transduktion, die sowohl zur Akti- 
vierung als auch zur Inhibierung fuhren kann, unterschiedliche 
GTP-bindende Proteine notig waren. Wir nannten sie Nucleo- 
tid-Regulatorproteine, N, denn ITP wies die gleiche Wirkung 
auf. So entstand die N,/Ni-Nomenklatur, die heute allgemein als 
G,/G,-Nomenklatur bekannt ist. Als logische Konsequenz die- 
ser Ergebnisse mussen G-Proteine sowohl vom Rezeptor als 
auch von der Adenylat-Cyclase unabhangig sein. Pfeuffer iso- 
lierte ein 42-kDa-Protein, das er durch Inkubation von Mem- 
branen rnit ["PINAD und Cholera-Toxin radioaktiv mdrkieren 
k ~ n n t e ' ~ ~ .  351. Er lieferte damit den ersten handfesten Beweis fur 

die Existenz des cyclasestimulierenden Transduktors G, . Schon 
seit langerer Zeit war bekannt, dal3 Cholera-Toxin - verrnutlich 
durch Aktivierung des Adenylat-Cyclase-Systems - die CAMP- 
Produktion in Darmzellen erhoht[361. Spater wurden durch 
Untersuchungen mit dem Pertussis(Keuchhu~ten)-Toxin[~~~ 
Gi- und Go-Proteine entdeckt und gereinigt. In der Zwischenzeit 
war von Gordon Tompkins et al. entdeckt worden, dal3 die Be- 
handlung kultivierter Lymphomzellen (Ratte S49) rnit CAMP zu 
deren Zelltod fuhrt[3sJ. Mehrere uberlebende Mutanten wurden 
isoliert. Bei einer davon lie0 sich das Enzym durch Gpp(NH)p 
und Fluorid-Ionen nicht mehr stimulieren; Adrenalin war eben- 
falls wi rkungs l~s[~~] .  Mit der mutanten Zellinie AC- (die Be- 
zeichnung entstammt der irrtiimlichen Annahme, dal3 die Zellen 
keine Adenylat-Cyclase enthalten) wiesen Gilman et al.[40' 411 

daraufhin nach, dal3 durch Zusatz von Wildtyp-Zellextrakten 
sowohl die GTP-abhangige Hormonwirkung als auch die Wir- 
kung von Gpp(NH)p und Fluorid-Ionen wiederhergestellt wer- 
den konnte. Dieser Test war sehr nutzlich fur die erste Reinigung 
des G/F-Faktors, eines Adenylat-Cyclase-stimulierenden Pro- 
teins, das heute unter dem Namen G, bekannt ist. 

Unsere damaligen StudienL4'. 431 ergaben, dal3 die physikali- 
schen und kinetischen Eigenschaften von Hormonrezeptoren, 
die G,-Proteine gebunden hatten, sich sehr von denen der mit 
dem G,-Protein verknupften, aktivierten Adenylat-Cyclase un- 
terschieden. Dies lie13 auf unterschiedliche Stadien oder unter- 
schiedliche Formen des durch GTP regulierten Prozesses 
schliel3en. Entscheidend war schliel3lich die Entdeckung von 
Bitensky et al.[44], dal3 die Lichtaktivierung einer cGMP-Phos- 
phodiesterase im aul3eren Stabchenbereich durch einen Guanin- 
Nucleotid-abhangigen ProzeR vermittelt wird, der der Wirkung 
von Guanin-Nucleotiden auf Adenylat-Cyclase sehr ahnelt. 
1980 war endgiiltig geklart, daB die Wirkungen von Guanin- 
Nucleotiden nicht auf Adenylat-Cyclasen beschrankt waren. In 
einer kurzen Zusammenfa~sung[~~~ postulierte ich die Existenz 
mehrerer Typen von GTP-bindenden Proteinen, die ich rnit N,, 
N,, N, (Transducin) und N, bezeichnete und von denen ich an- 
nahm, daR sie die Hormonwirkung auf mehrere Effektorsyste- 
me ubertragen. Der Vorschlag fur die Existenz von N, folgte aus 
der Entdeckung, da8 GTP die Bindung von Agonisten an Re- 
zeptoren beeinflufit, die die Calciumaufnahrne in Leberzellen 
m o d ~ l i e r e n ~ ~ ~ ~ .  Etwa zehn Jahre spater waren diese Vorhersa- 
gen rnit Beweisen untermauert. Die Zahl und die Vielfalt der an 
der Signaltransduktion beteiligten GTP-bindenden Proteine 
sind allerdings groBer, als ich mir vorgestellt hatte. 

Allgemeine Eigenschaften 
der Guanin-Nucleotid-Wirkung 

In den siebziger Jahren wurden einige der grundlegenden Ei- 
genschaften von Rezeptoren aufgezeigt, die rnit GTP-bindenden 
Proteinen verkniipft sind. Die Arbeiten aus den folgenden 20 
Jahren lieferten eine genaue Beschreibung der unterschiedlichen 
Typen von G-Proteinen, von denen heute etwa 20 bekannt sind. 
Am Beispiel von T r a n s d ~ c i n [ ~ ~ l  wurde erstmals gezeigt, dal3 
G-Proteine aus drei Untereinheiten bestehen : einer a-Unterein- 
heit, die GTP binden und hydrolysieren kann, und einem Kom- 
plex aus den fest miteinander verknupften /3- und y-Untereinhei- 
ten. Diese Entdeckung, deren Giiltigkeit fur alle an Rezeptoren 

Angew. Chem. 1995, 107, 1549-1558 1553 



AUFSATZE M. Rodbell 

gekoppelte G-Proteine inzwischen erwiesen i ~ t [ ~ ' ] .  eroffnete ein 
neues Kapitel in der Geschichte der Signaltransduktion und 
trug wlhrend der letzten Jahre entscheidend zur Erklarung der 
pleiotropen Wirkungen von Hormonen bei. 

Ein GroRteil der Arbeiten iiber die Struktur der G-Proteine 
wird von Dr.  Gilman vorgestellt werden[*], einschlieRlich der 
neueren Kristallstrukturanalysen von G,, . Daher werde ich 
mich im folgenden einem Thema zuwenden, das wahrend der 
letzten 15 Jahre Schwerpunkt meiner Forschung war. 

Die Topographie der Komponenten 
der Signaltransduktionskette 

Zu den schwierigsten Problemen der Membranbiologie geho- 
ren die Aufklarung der Organisation und der Anordnung der 
einzelnen Komponenten in der Membran sowie die Bestimmung 
der topographischen Beziehungen zwischen Membranproteinen 
und extra- sowie intrazellularen Komponenten. Das Konzept 
des ,,mobilen Rezeptors" baut auf der Vorstellung auf, daB Re- 
zeptorproteine sich innerhalb der Membran mit hoher Ge- 
schwindigkeit frei bewegen konnen. Auf die mit G-Proteinen 
gekoppelten Rezeptoren angewendet, fiihrte dieses Konzept zu 
der Hypothese, daR Hormone wirken, indem sie die Verkniip- 
fung zwischen Rezeptoren und G-Proteinen stimulieren. Das 
,,K~llisions-Kopplungs"-Modell~~*~ bringt den Grad der Cycla- 
se-Aktivierung in direkten Zusammenhang mit Haufigkeit und 
Effizienz der ZusammenstoDe zwischen dem durch den Agoni- 
sten aktivierten Rezeptor und dem G-Protein. Wegen der unein- 
geschrankten Beweglichkeit aller Komponenten kann so jeder Re- 
zeptor mehrere G-Proteine aktivieren. Das MaR der Aktivierung 
der G-Proteine (und damit der Adenylat-Cyclase) ist der Zahl der 
durch Agonisten aktivierten Rezeptoren direkt proportional. 

Zwar erhalt man durch kinetische Untersuchungen wichtige 
Einblicke in den Mechanismus der Aktivierung, doch ist ent- 
scheidend, wie die Komponenten aufgebaut und in der Mem- 
bran verteilt sind, um mit der beobachteten Effizienz und Ge- 
schwindigkeit wechselwirken zu konnen. Die Zahl der Be- 
gegnungen wird offensichtlich um so groRer, je mehr Rezepto- 
ren die Membran enthalt. Das wird am Beispiel des Rhodopsins 
deutlich, das in Stabchen und Zapfchen in einer weit groReren 
Menge vorkommt als G-Proteine und Effektoren. Die Konzen- 
tration der Hormonrezeptoren ist in den meisten Zellen jedoch 
relativ niedrig. Das brachte mich auf den Gedanken, daR zwi- 
schen Rezeptor und G-Protein eine Vorkopplung bestehen 
konnte, die durch das Hormon verandert wird. Spater wurden 
diese Vorstellungen durch biophysikalische Studien bestatigt, 
die ergaben, daB Rezeptoren durch G-Proteine komplexiert 
werden und sich diese Komplexe innerhalb von matrixahnli- 
chen, speziellen Membranbereichen b e f i n d e ~ ~ ' ~ ~ ] .  In der Tat 
scheinen die an rezeptorvermittelten Signaltransduktions- 
prozessen beteiligten Verbindungen etwas Buddhahaftes zu ha- 
ben, sowohl wegen ihrer Ortsfestigkeit als auch wegen ihres 
Aufbaus aus mehreren Komponenten, die miteinander flacker- 
artig wechselwirken, und dariiber hinaus besonders wegen der 
Ahnlichkeit ihrer Wechselwirkungen zur fliichtigen Beziehung 
zwischen Aktion und Ruhe, zwischen Leben und Tod. 

[*I Siehe vorangehenden Nobel-Vortrag von A. G. Gilman 
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Gegen Ende der siebziger Jahre beschiiftigte sich meine Ar- 
beitsgruppe vorrangig mit der Strukturaufklarung von hormon- 
abhangigen Cyclase-Systemen in ihrer nativen Membranumge- 
bung. Damals erfuhr ich, dab  die Wechselwirkungen zwischen 
den Komponenten des glucagonabhangigen Systems in Leber- 
zellmembranen durch Target-Analyse (Inaktivierung des En- 
zyms durch Bestrahlung) untersucht worden waren[50], deren 
Ergebnisse rnit der Theorie des mobilen Rezeptors interpretiert 
wurden. Fiir diese Studien war gefriergetrocknetes Material ein- 
gesetzt worden. Uns war jedoch bekannt, daR die horinonelle 
Regulation der Adenylat-Cyclase, beispielsweise in Leberzell- 
membranen, durch Gefriertrocknung erheblich beeintrachtigt 
wird. Daher entschlossen wir uns, beim Einsatz dieser Methode 
auf die Gefriertrocknung zu verzichten. 

Gliicklicherweise arbeitete im Stockwerk iiber unserem Labor 
ein Wissenschaftler, Ellis Kempner, der sich in seiner Doktorar- 
beit iiber die Target-Analyse einschlagige Kenntnisse angeeignet 
hatte und sich mit den Starken und Schwachen dieser Methode 
bestens auskannte. Er begann, sich fur unser Problem zu interes- 
sieren. Etwa zur gleichen Zeit kam Werner Schlegel, ein junger 
Biophysiker aus der Schweiz, in unsere Arbeitsgruppe. Zusam- 
men starteten die beiden Wissenschaftler ein Projekt, das sich 
wlhrend der letzten 15 Jahre zum Brennpunkt unserer For- 
schung entwickelte. 

Target-Analyse 

Schlegel und Kempner gelang schliel3lich die Entwicklung ei- 
ner Methode, bei der die Enzymaktivitat nicht beeintrachtigt 
wird. Das Ergebnis ihrer Arbeit war die erste genaue Beschrei- 
bung der , ,funktionellen Struktur" jeder Komponente des gluca- 
gonabhangigen Systems in Leberzellmembranen und der hor- 
monabhangigen, stimulierenden und inhibierenden Verbin- 
dungen in Rattenadipocyten'" '*I. Ich betone den Begriff 
,,funktionelk Struktur", denn die durchgefiihrte Analyse be- 
ruht auf der Bestimmung des exponentiellen Aktivitatsabfalls in 
Abhangigkeit von der Energie, die dem System durch Elektro- 
nenbeschuo zugefiihrt wird. Dieser Zusammenhang liefert die 
,,funktionelk Masse". Wie von Kempner z~samrnengefaRt[~~l ,  
fiihrt der BeschuB komplexer Multikomponenten-Enzymsyste- 
me nicht zur Zerstorung der Komplexe, sondern verursacht Brii- 
che im Proteinriickgrat jeder Kette des Komplexes. Die resultie- 
rende Aktivitatsabnahme spiegelt genau den Verlust an 
funktioneller Masse wider. 

Der ElektronenbeschuR sowohl von Leberzell- als auch von 
Adipocytenmembranen vor der Inkubation mit regulatorisch 
wirksamen Liganden - Hormonen, Fluorid-Tonen, Guanin-Nu- 
cleotiden - lieferte ein sehr iiberraschendes und anfangs verwir- 
rendes Ergebnis: eine funktionelle Masse von etwa 1500 kDa 
beim stimulierenden ProzeB unter Beteiligung von Glucagon 
und GTP sowie eine noch groBere funktionelle Masse bei der 
Adenosinrezeptor-vermittelten Inhibierung in Adipocyten. Die- 
se hohen Werte stimmten in keiner Weise mit den fur Rezepto- 
ren, G-Proteinen und Adenylat-Cyclase abgeschatzten Werten 
iiberein. Wurden die Mem branen vor dem Elektronenbeschun 
rnit aktivierenden Liganden inkubiert, waren die funktionellen 
Massen deutlich kleiner. Beispielsweise betrug die funktionelle 
Masse in Gegenwart von Glucagon und GTP etwa 350 kDa 
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und in Gegenwart von Fluorid-Ionen oder Gpp(NH)p etwa 
250 kDa. Mit MnATP als Substrat wurde fur die Adenylat-Cy- 
clase eine Masse von etwa 120 kDa bestimmt. Dieser Wert wur- 
de inzwischen durch Klonierung der Cyclasen bestatigt. 

Die Desaggregationstheorie fur die Wirkungsweise 
von Hormonen + GTP 

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse postulierten wir einen 
Aufbau des hormonabhangigen Cyclase-Systems als oligome- 
ren Komplex aus Rezeptoren und G-Proteinen, der nach Wech- 
selwirkung rnit einem Hormon und GTP in den Rezeptor und 
die G-Protein-Monomere d i s ~ o z i i e r t ~ ~ ~ ] .  Vor allen Dingen zog 
ich aus der Target-Analyse den SchluB, daB die Hormonwir- 
kung zunachst in ein Proteinsignal umgesetzt wird und daD die- 
ses Protein auf jeden Fall eine Bindungsstelle fur GTP aufweist. 
Ohne zu wissen, dal3 G-Proteine Heterotrimere sind, schatzten 
wir die Masse des Monomers - korrigiert um die Masse der 
Cyclase - auf 120 (nach Aktivierung durch Fluorid oder 
Gpp(NH)p) bis 220 kDa (nach Glucagon-Behandlung) . Die ge- 
schatzten Werte nach Fluorid- oder Gpp(NH)p-Behandlung 
waren vie1 hoher als die Masse von G,, (43 -50 kDa) . Den noch 
hoheren Wert nach Glucagon-Behandlung schrieb ich der Bil- 
dung eines Rezeptor-C,-Protein-Monomer-Komplexes zu. Die- 
ser wird als der eigentliche ,,Bote" der Hotmonwirkung be- 
trachtet, der die Adenylat-Cyclase aktiviert (durch G,) oder 
hemmt (durch G,) . Diese Theorie bezeichnete ich als ,,Des- 
aggregationstheorie fur die Hormonwirkung"[331. Sie beinhaltet 
die grundlegenden Annahmen, dal3 der Rezeptor-G-Protein- 
Komplex als Multimer vorliegt, daD die Adenylat-Cyclase mit 
diesem Komplex nicht in Verbindung steht und daB durch den 
Zerfall des Multimers Monomere freigesetzt werden, die die 
Signalubertragung vom hormongebundenen Rezeptor-G-Pro- 
tein-Komplex auf den Effektor oder das Enzym vermitteln. 

Als ich dieses Modell aufstellte, ging ich davon aus, daB Re- 
zeptoren und G-Proteine in etwa gleichen Mengen vorliegen 
und stochiometrisch verknupft sind. Erst sehr vie1 spater, als fur 
die Bestimmung der intrazellularen Konzentrationen von Re- 
zeptoren und G-Proteinen genaue Methoden zur Verfugung 
standen, wurde deutlich, dal3 in den meisten Zellen G-Proteine 
und Rezeptoren etwa im Verhaltnis 10: 1 vorkommen. Unser 
Modell wurde daraufhin modifiziert, indem der groDte Teil der 
Masse der glucagonabhangigen Adenylat-Cyclase (oder des 
adenosinabhangigen inhibierenden Systems in Adipocyten) den 
G-Proteinen zugeschrieben wurde. G-Proteine lagen demnach 
multimer vor. 

Die Desaggregationstheorie fie1 bald darauf in Ungnade, als 
gezeigt wurde, daD G-Protein-Heterotrimere durch Behandlung 
mit Gpp(NH)p oder dem spater gebrauchlichen GTPyS in freie 
cc-Untereinheiten und by-Komplexe d is~ozi ie ren[~~,  551. So ent- 
stand 1988 die Dissoziationstheorie von Gilman. Die Desaggre- 
gationstheorie muBte nun mit einem biochemischen Beweis fur 
die Existenz von G-Protein-Multimeren untermauert werden. 
Dazu begaben wir uns auf eine Odyssee, an deren Beginn zwei 
Ansatze standen : Vernetzungsstudien rnit Synaptoneurosomen 
aus Rattenhirn sowie die Extraktion von G-Proteinen rnit Deter- 
gentien und nachfolgende Analyse der hydrodynamischen Eigen- 
schaften des extrahierten Materials im Saccharosegradienten. 

Vernetzungsstudien 

Wir wahlten Synaptoneurosommembranen fur die meisten 
Untersuchungen, da Hirngewebe einen GroSteil der bekannten 
G-Protein-Typen enthalt. Bei unserer Studie wurden wir von 
mehreren auf demselben Gebiet tatigen Kollegen (besonders 
von Dr. Alan Spiegel an den NIH) groRziigig unterstutzt, die 
uns polyklonale Antikorper gegen Peptidsequenzen der cc- und 
/3-Untereinheit einiger G-Protein-Typen (G5, Gi, Go und G,) 
und weiterer Subtypen zur Verfugung stellten. 

Wir testeten unterschiedliche Vernetzungsreagentien auf ihre 
Wirksamkeit und Selektivitat bei niedrigen Konzentrationen. 
N,N'-( 1,4-Phenylen)dimaleinimid (1,4-Dimaleinimidobenzol) 
envies sich als am besten geeignet. Neben allen untersuchten 
G-Proteinen waren polymeres Tubulin und F-Actin die einzigen 
membranassoziierten Proteine rnit einer mel3baren Vernet- 
z ~ n g [ ~ ~ ] .  Nach der Vernetzung wurden die G-Proteine mit Na- 
triumdodecylsulfat aus ihrer Membran herausgelost und durch 
Gelfiltrations-Chromatographie nach ihrer GroDe getrennt. So 
stellten wir fest, dal3 sowohl die cc- als auch die /3-Untereinheiten 
von Gs-, Gi-, Go- und G,-Proteinen zu Multimeren vernetzt 
waren, deren GroDe der von vernetztem Tubulin oder Actin 
entspricht. Wir schlossen daraus, daD G-Proteine, vermutlich in 
ihrer intakten heterotrimeren Form, als membranassoziierte 
Multimere vorliegen. Diese Ergebnisse stutzten die Grundaus- 
sagen unserer Desaggregationstheorie in hohem M a k .  Vor 
allen Dingen schienen die G-Protein-Multimere fur die bei der 
Target-Analyse beobachteten hohen Massen im Grundzustand 
verantwortlich zu sein. 

Detergensstudien 

Die G-Protein-Multimere mufiten nun isoliert werden. Zu 
ihrer Solubilisierung waren zunachst geeignete Detergentien 
notwendig. Mit Natriumcholat und rnit Lubrol lieBen sich zwar 
intakte Heterotrimere, d. h. die Monomere der mutmal3lichen 
Multimere, extrahieren 15'1, aber diese Detergentien zerstorten 
moglicherweise die Multimere. Wir testeten also eine Reihe von 
Detergentien und bestimmten jeweils die GroBen der extrahier- 
ten G-Proteine durch Messung ihrer hydrodynamischen Eigen- 
schaften im Saccharosegradienten. Mit drei der sieben geteste- 
ten Detergentien, rnit Octyl-/?-glucosid (OG), Tween 20 und 
Digitonin, lieBen sich Multimere extrahieren, die nach ihrem 
hydrodynamischen Verhalten groRer waren als die durch Ex- 
traktion mit Cholat oder Lubrol erhaltenen M~nomere[~'I;  be1 
diesem Ergebnis wurde die Micellenbildung durch das Deter- 
gens berucksichtigt. Die Extraktion von Leberzellmembranen 
rnit OG ergab heterodispers geloste Teilchen, von denen sich 
etwa 10 % im Saccharosegradienten sedimentieren lieBen. wah- 
rend der Hauptanteil in Losung blieb. Wurden die Membranen 
in Gegenwart von [32P]NAD (zur spezifischen Markierung von 
GJ rnit Cholera-Toxin behandelt, reicherte sich das markierte 
Material hauptsachlich in der unloslichen Fraktion an[59, 601. 

Ein grol3er Teil davon wurde loslich und wies im Saccharosegra- 
dienten ein ahnliches Verhalten wie gereinigtes heterotrimeres 
(3,-Protein auf, wenn die Membranen nach der Markierung in 
Gegenwart einer geringen Konzentration von GTPyS mit Glu- 
cagon inkubiert wurden. 
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Aus den Vernetzungsstudien und den hydrodynamischen Ex- 
perimenten ergaben sich folgende SchluRfolgerungen : G, liegt in 
Leberzell- und in Synaptoneurosommembranen vermutlich als 
Multimer vor ; nur Multimere werden in Leberzellmembranen 
durch Glucagon und geringe Konzentrationen von GTPyS ver- 
andert; eine der unmittelbaren Wirkungen von Glucagon und 
GTPyS ist der Zerfall der Multimere in Monomere, wie durch 
die Desaggregationstheorie vorhergesagt. Hohe Konzentratio- 
nen von GTPyS verursachten in Synaptoneurosomen nur dann 
eine Dissoziation der heterotrimeren G-Proteine in freie a-Un- 
tereinheiten und by-Komplexe, wenn die Solubilisierung rnit 
Natriumcholat oder Lubrol durchgefuhrt wurde. Mit Digitonin 
war dieser Effekt nicht zu beoba~hten[~*I. Das bestatigte unsere 
Befiirchtung, daR Detergentien, rnit denen heterotrimere G- 
Proteine gereinigt werden konnen, die native multimere Form 
dieser Proteine zerstoren. 

Eine erweiterte Desaggregationstheorie 
fur die Hormonwirkung 

Die Target-Analyse lieferte den ersten Impuls zur Entwick- 
lung der Desaggregationstheorie. Um jedoch der Tatsache 
Rechnung zu tragen, daR G-Proteine den Hauptanteil der ho- 
hen funktionellen Masse ausmachen, d. h., daB sie als Multimere 
vorliegen, muljte die ursprungliche Theorie modifiziert werden. 
Wir hatten aul3erdem festgestellt, daR die Regulation der G-Pro- 
teine durch die rnit diesen verknupften Rezeptoren sich deutlich 
von der Regulation der Adenylat-Cyclase durch G-Proteine un- 
t e r s ~ h e i d e t [ ~ ~ , ~ " .  Auf der Grundlage der beschriebenen Struk- 
turen und Regulatoreigenschaften der Adenylat-Cyclase[6 so- 
wie besonders der Tatsache, daR es sich hierbei um Transmem- 
branproteine rnit einer Zwei-Cassetten-Struktur handelt (einer 
Struktur rnit zwei unterschiedlichen Domanen auf 12 membran- 
durchspannenden Segmenten), konnte eine schlussigere Theorie 
fur die Regulation der Cyclase aufgestellt werden["]. In Abbil- 
dung 2 sind zwei Regulationscyclen dargestellt : Cyclus A fur die 
Regulation der G-Proteine und der Bildung der Monomere aus 
dem Polymer und Cyclus B fur die Regulation der Cyclase 
durch ein monomeres G-Protein (G,). 

Abb. 2 Regulatiaiiscyclen dcr Signaltransd-dnktioii. A) Rezeptorvermittelte Akti- 
vierung der G-Protcine. B) G,-verrnittelte Aktivierung der Adenylat-Cyclase. 
H = Horrnon. E = Enzyin (Adenylat-Cyclase), E* = Enzym-G-Protein-GTP- 
Koniplex. E** = Enz).n~-G-Protein-GDP-P,-Komplex. 

Das Entlanggleiten des Rezeptors an der G-Protein-Multi- 
mer-Kette wird durch den hormoninduzierten Austausch von 
GTP und GDP gesteuert: An einem Ende des Multimers wird 
ein rnit GTP besetztes Monomer frei, um entweder rnit der Cy- 
clase in Wechselwirkung zu treten oder um sich, nach Hydrolyse 
von GTP zu GDP, am anderen Ende des Multimers wieder 
anzulagern. Im Cyclus B wechselwirkt das mit GTP besetzte 
Monomer rnit dem Enzym E, ohne notwendigerweise eine signi- 
fikante Anderung der Enzymaktivitlt zu verursachen (E*). Die 
Aktivitat wird durch die Mg2+-abhangige Hydrolyse von ge- 
bundenem GTP zu GDP und P, gesteuert. Dieser Theorie zufol- 
ge induziert die Hydrolyse die Dissoziation der a-Untereinheit 
vom PyKomplex ; die daraus resultierenden getrennten Unter- 
einheiten wechselwirken jede fur sich mit den beiden Cassetten 
oder Domanen der Adenylat-Cyclase (E**) . In Abhangigkeit 
vom Typ der mit dem G-Protein assoziierten Cyclase kann ihre 
Aktivitat durch drei Mechanismen gesteuert werden: ausschlieR- 
lich durch die a,-Untereinheit, synergistisch durch eine Kombi- 
nation der as- und der fly-Untereinheit oder durch eine Hem- 
mung der von der a,-Untereinheit bewirkten Aktivierung durch 
die fly-Untereinheit. Wird Pi von seiner Bindungsstelle an der 
a,-Untereinheit freigesetzt, treten die a,- und die ,By-Untereinheit 
wieder zusammen. Das mit GDP besetzte G,-Protein lagert sich 
wieder an das Multimer an und tritt erneut in den hormonge- 
steuerten Cyclus ein. Es mu13 betont werden, daR beide Cyclen 
an der Plasmamembran ablaufen. Diese Theorie unterscheidet 
sich in einem wesentlichen Punkt von anderen Theorien zur 
hormonellen Regulation von Cyclasen: Fur die Trennung der as- 
von der By-Untereinheit ist das Zusammenwirken von Enzym, 
Mgz+ und GTPase erforderlich. Das Ma8 und die Dauer der 
Enzymaktivierung werden unabhangig voneinander von den ge- 
trennten Untereinheiten sowie der GTP-Hydrolysegeschwindig- 
keit, d. h. von der Freisetzung von Pi kontrolliert. 

Viele Kollegen werden das Argument anfuhren, daI3 die Hy- 
drolyse fur die Aktivierung nicht notwendig sei, da auch nicht- 
hydrolysierbare GTP-Analoga die Cyclase ebenso stark stimu- 
lieren konnen. Meiner Meinung nach konnte jedoch die 
allosterische Regulation durch Gpp(NH)p, ein langsamer Hy- 
stereseprozeI3, die Mg2 +-induzierte Dissoziation von G, stabiii- 
sieren, die normalerweise nur kurzzeitig vorliegen. Dieser Pro- 
zeI3 verlauft ohne Mitwirkung der Adenylat-Cyclase bei der 
Dissoziation. In diesem Sinne haben die nichthydrolysierbaren 
Analoga von GTP vermutlich viele zu der Annahme verleitet, 
daI3 die Hydrolyseenergie von GTP fur die Signaltransduktion 
nicht erforderlich sei. 

Im Zusammenhang rnit dieser erweiterten Desaggregations- 
theorie sollte folgendes beachtet werden: Die Desaggregation 
der Multimere und die Dissoziation der (heterotrimeren) Mono- 
mere sind zwar getrennte, aber miteinander in Verbindung ste- 
hende Phanomene, die beide zur Gesamtdynamik der Si- 
gnaltransduktion beitragen. 

Die verwandten Strukturen und 
Regulationsmechanismen von G-Proteinen 
und Cytoskelett-Proteinen 

Im Laufe dieser Untersuchungen fie1 mir auf, daI3 G-Proteine 
und die Hauptkomponenten des zellularen Cytoskeletts, Tubu- 
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lin und Actin, sehr ahnliche Eigenschaften h a b e r ~ ' ~ ~ ] .  Beispiels- 
weise sind G-Proteine, ebenso wie Actin und Tubulin, mit der 
inneren Seite der Plasmamembran - wahrscheinlich sowohl 
uber integrale Membranproteine wie Rezeptoren als auch iiber 
Wechselwirkungen rnit Membranlipiden - assoziiert. Besonders 
interessant ist, daI3 jedes dieser drei multimeren Proteine durch 
GTP (im Falle von G-Proteinen und Tubulin) oder ATP (im 
Falle von Actin) sowie durch deren Hydrolyseprodukte, Dinu- 
cleotide und P,, reguliert wird. Hormonrezeptoren steuern und 
katalysieren den Austausch der gebundenen Nucleotide (GDP 
gegen GTP). Ganz ahnlich wird wahrend der Muskelkontrak- 
tion die Fortbewegung eines Myosinmolekiils entlang des Ac- 
tinmultimers durch den Austausch von gebundenem ADP ge- 
gen ATP und die Hydrolyse von ATP zu ADP und Pi gesteuert. 
Wie bereits erwahnt, ist der GTP-Umsatz, also die Bildung von 
GDP und Pi, fur eine schnelle und anhaltende Hormonwirkung 
essentiell. Die Freisetzung des anorganischen Phosphats ist der 
entscheidende geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Ge- 
samtdynamik der Signalweiterleitung. Das Gleiche gilt fur die 
Wechselwirkungen zwischen Myosin und A ~ t i n [ ~ ~ ] .  

Auf der Grundlage dieser Analogien hinsichtlich Struktur 
und Regulation konnen G-Proteine als Bestandteile der Cyto- 
skelettmatrix angesehen werden. Ein Unterschied besteht pri- 
mar in der Funktion: G-Proteine leiten Informationen auf che- 
mischer Ebene weiter, Tubulin und Actin sind an einem mecha- 
nischen Signalubertragungsprozel.3 beteiligt. Die Freisetzung 
von Monomeren aus dem Multimer ist die Grundlage fur die 
chemische Signalweiterleitung durch G-Proteine. Ebenso wer- 
den die Wechselwirkungen und die Bewegungen spezialisierter 
Zellkomponenten durch dynamische Verinderungen im Des- 
aggregations- und Aggregationscyclus der Actin- und Tubulin- 
Multimere gesteuert. Die Forschung des vergangenen Jahr- 
zehnts hat zahlreiche Hinweise dafur geliefert[631, dal.3 alle drei 
Typen von Cytoskelett-Proteinen mit unterschiedlichen Signal- 
iibertragungssystemen gekoppelt sind, die sich in der Cyto- 
skelettmatrix befinden. Dazu gehoren heterotrimere G-Pro- 
teine, G-Proteine mit geringer Molekiilmasse, Protein-Kinasen, 
Phosphatasen und andere Proteine oder Systeme, die zwischen 
der Oberflache der Plasmamembran und dem Zellinneren ver- 
mitteln. Diese Komponenten bilden Netzwerke, die moglicher- 
weise nach Aktivierung der Membranrezeptoren - einschlieI3- 
lich der Rezeptoren, die an der Steuerung von Wachstums- 
prozessen beteiligt sind - flackerartig miteinander wechselwir- 
ken. 

Fur die Erforschung von Signalubertragungsprozessen sind 
wegen ihrer aus biochemischer Sicht auBerordentlichen Kom- 
plexitat ganz eindeutig die Entwicklung und Anwendung neuer 
Untersuchungsmethoden. Einen vielversprechenden Ansatz in 
dieser Richtung liefern Mikroskopiermethoden in Verbindung 
rnit Immunfluoreszenz zur spezifischen Markierung und Sicht- 
barmachung von Verbindungen in ihrer naturlichen Umgebung. 
Ich hoffe, daI3 die Reduktionisten mit ihrem aukrordentlichen 
Konnen in Molekularbiologie und Kristallstrukturanalyse und 
die, deren Hauptziel es ist, Einblick in die Vorgange des Lebens 
auf zellularer Ebene zu erhalten, durch diese Anhaufung von 
Ideen und Erfahrungen zusammengefiihrt werden. Die verein- 
ten Bemuhungen einer solch groI3en und vielseitigen Gemein- 
schaft werden sicherlich eine neue, glanzende Ara wissenschaft- 
licher Entdeckungen einleiten. 

Mein Dank gilt all meinen ehernaligen und derzeitigen Kolle- 
gen, die maJgeblich zum Konzept der Signaltvansduktion beige- 
tvagen haben und deren Bemuhungen die Erforschung der G-Pro- 
teine erst moglich gemacht haben. Ihnen widme ich diesen Aufsatz 
und das folgende ,,Gedicht". 

Meinen Freunden: Gedanken aus ,,On High" 

Life on a roller coaster, oscillating from hither to yon, 
no respite for the iconoclast, wandering from dusk to dawn. 
Conjuring strange thoughts foreign und twice forbidden, 
like Prometheus unbound, this Nobelist climbs in vain 
to Andean peaks, seeking what most would proclaim insane. 
Why, he ponders, are there no answers to protean questions 
when others thinking cleanly and simply with Occam's 

sharp razor 
proclaim what seems obvious given the beam of their 

unerring laser. 
Nature, happily unfettered with philosophy, or with cunning, 

or with intent 
moves relentlessly onward or even backward with energy 

unspent 
while we mortals test and probe with twinkling machines 
blinking precisely at each movement, striving to unravel its 
irresolute randomness, its fathomless, unlimited, meaningless 

rush into spiraling chaos, 
oblivious of its multitudinous trials & errors which we 

pontifically believe must be unerring truth & resolution. 
The laugh is on those who, burdened with pretensios of truth, 
believe they can fathom within 15 minutes of human exis- 
tence what has transpired over eons of space and time in this 
Universe. 
So, I extol the intuitions encapsulated in the folds of my 
mind from whence occasionally they hurtle to the forebrain 
and in a twinkling of a proton's discharge bring to fruition a 
thought, an idea borne on the feathery appendages of teem- 
ing neurons wedded in a seamless synergy. Those fleeting mo- 
ments are cherished, as are those precious impulses imparted 
by the innumerable individuals who nurtured and instilled 
unknowingly their encrypted thoughts in mine. 
So, with these fanciful thoughts in mind I give praise to 
you-my friends, my colleagues, my soul-mates, my loved 
ones-for letting my soul and thoughts meander hither and 
yonder in this attempt at philosophy and poetry. We now be- 
long to the gods on high who praise us for our frailties and 
our achievements. 

Eingegangen am 16. Jannar 1995 [A 1011 
Ubersetzt von Dr. Margrit Schwarr, Koln 
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