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G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) sind Trans-
membranproteine und fiir die Weitergabe von extrazelluldren
Signalen in das Zellinnere verantwortlich. Sie stellen mit tiber
800 Mitgliedern die groBte Familie an Signaltransduktions-
proteinen (ca. 3% des Humangenoms kodieren GPCRs)!!
und sind von enormer pharmakologischer Bedeutung: Uber
30% der verschriebenen Arzneimittel wirken auf einen
GPCR . Medizinisch relevante GPCRs waren fiir ein struk-
turbasiertes Wirkstoffdesign bisher nur indirekt zugénglich.
Es gab nur hochaufgeloste Strukturen fiir einen einzigen
GPCR, das lichtempfindliche Rhodopsin,®! das mit seinem
kovalent gebundenen Cofaktor Retinal eine Sonderstellung
unter den GPCRs einnimmt. Was macht die Strukturbiologie
von GPCRs so schwierig? Zu den fiir eukaryotische Trans-
membranproteine typischen Schwierigkeiten wie préparative
Uberexpression und Reinigung kommt im Falle der GPCRs
ein Mangel an polaren Kontaktflichen sowie eine ausge-
priagte Konformationsheterogenitit hinzu.™

Fiir den (,-Adrenozeptor, einen Wirkungsort von Beta-
blockern und Asthmamedikamenten, konnten Cherezov
et al.”! und Rosenbaum et al.l! sowie Rasmussen et al.l” und
Day et al.®! nun erstmals hochaufgeloste Strukturen eines
klassischen, ligandenaktivierten GPCR bestimmen. In beiden
Fillen wurde die Struktur im Komplex mit Carazolol erhal-
ten, einem partiell inversen Agonisten mit pikomolarer Af-
finitdt, der den inaktiven Grundzustand des f3,-Adrenozep-
tors erzwingt. Entscheidend fiir den Erfolg war in beiden
Fillen ferner die konformative Stabilisierung des flexiblen
intrazelluldren Bereiches des f,-Adrenozeptors. Diese Sta-
bilisierung wurde im ersten Fall erreicht, indem die dritte
intrazelluldre Schleife durch das kleine, gut strukturierte
Protein T4-Lysozym substituiert wurde. Im zweiten Fall
wurde ein Antikorper generiert, der an eine native, mem-
brangebundene Konformation der dritten intrazelluldren
Schleife bindet.
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In beiden Fillen wurde sichergestellt, dass diese Modifi-
kationen die biochemischen Eigenschaften des [3,-Adreno-
zeptors nicht beeintrachtigen. Zunéchst wurde in Bindungs-
Assays nachgewiesen, dass sowohl das T4-Lysozym-Fusions-
konstrukt als auch der Antikorperfragment-Komplex Ligan-
den mit nahezu gleicher Affinitidt binden wie der unmodifi-
zierte [,-Adrenozeptor. AnschlieBend wurden Fluoreszenz-
messungen mit markierten f3,-Adrenozeptor-Konstrukten
durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass die Bindung von
Agonisten zu dhnlichen Konformationsdnderungen fiihrt, wie
sie im aktivierten Zustand des Wildtyp-f3,-Adrenozeptors
beobachtet werden. Dies ist ein deutliches Indiz, dass die
erhaltenen Kristallstrukturen relevanten endogenen Konfor-
mationen des f3,-Adrenozeptors entsprechen. Die Fusion mit
T4-Lysozym und die Komplexierung mit einem Antikorper-
fragment hatten zudem den gewiinschten Nebeneffekt, dass
deutlich mehr polare Oberflachenkontakte moglich wurden.
In der Tat werden in den Kristallstrukturen die intermole-
kularen Kontakte zum Grofteil von T4-Lysozym bzw. vom
Antikorperfragment ausgebildet.

Die Strukturen im Kristall konnten mit einer Auflosung
von 2.4 A fiir das Lysozym-Fusionskonstrukt und 3.4/3.7 A
fiir den Antikorperkomplex bestimmt werden. Beide Struk-
turen zeigen den charakteristischen heptahelicalen Aufbau
eines GPCR und eine achte intrazelluldre Helix, die parallel
zur Membran verlduft (Abbildung 1). Mehrere Helices wei-
sen charakteristische Knicke auf, die durch konservierte
Prolin-Reste induziert werden und die vermutlich fiir die
Funktion von GPCRs wichtig sind. Der Ligand Carazolol
bindet zwischen den Helices am Ende einer negativ gelade-
nen Spalte, die zum extrazelluldren Milieu fiithrt. Dies ent-
spricht in etwa der Position, die das kovalent gebundene
Retinal im Falle von Rhodopsin einnimmt. Ein wesentlicher
Unterschied zu Rhodopsin ist eine Helix in der zweiten ex-
trazelluldren Schleife, die durch eine zusitzliche Disulfid-
briicke stabilisiert wird und den Zugang zur Ligandenbin-
dungstasche offen zu halten scheint. Ein weiterer iiberra-
schender Unterschied zu Rhodopsin ist die Orientierung des
so genannten E/DRY-Motivs am Ende von Helix III, das in
GPCRs hoch konserviert ist."”) Die ionischen Wechselwir-
kungen dieser Reste mit Helix VI wurden fiir die Stabilisie-
rung des inaktiven Zustandes von GPCRs verantwortlich
gemacht.!"!! In beiden Strukturen wurden #hnliche Kontakte
des DRY-Motivs und ein deutlich groBerer Abstand zu Helix
VI gefunden, unabhéngig vom verwendeten Konstrukt. Dies
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Abbildung 1. 2.4-A-Struktur des B,-Adrenozeptors.”! Die Helices I-VIII
sind mit rémischen Ziffern gekennzeichnet, mit Helix IV im Hinter-
grund. Deutlich zu sehen sind zwei Prolin-induzierte Knicke in den He-
lices VI und VIII. Das DRY-Motiv in Helix I1l wird von Helix VI ver-
deckt. Das fusionierte T4-Lysozymprotein ersetzt die flexible dritte in-
trazellulire Schleife zwischen Helix V und VI. Das zweite Protein des
f3,-Adrenozeptor-Dimers ist nicht gezeigt.”!

spricht gegen ein Artefakt, das von T4-Lysozym, vom Anti-
korperfragment oder von Kristallpackungseffekten induziert
wurde. Ob die alternative Anordnung des DRY-Motivs ein
spezielles Phanomen des Carazolol-f,-Adrenozeptor-Kom-
plexes oder eine generelle Eigenschaft von Klasse-A-GPCRs
ist, wird anhand von Strukturen mit anderen Liganden oder
von anderen GPCRs zu kléren sein.

Ein interessantes Merkmal der T4-Lysozymfusionsstruk-
tur ist eine relativ dichte, parallele, paarweise Packung zweier
,-Adrenozeptormolekiile. Diese Anordnung ist in Einklang
mit einer Dimerisierung zweier Rezeptormolekiile in der
Plasmamembran von Zellen, ein Phdnomen, das in den letz-
ten Jahren intensiv fiir GPCRs diskutiert wurde.” Die f,-
Adrenozeptor-Dimerisierung wird im Kristall durch vier gut
geordnete Cholesterin-Molekiile vermittelt; interessanter-
weise war Cholesterin essenziell fiir die Kristallisation und ist
dariiber hinaus wichtig fiir die Funktion des (3,-Adrenozep-
tors in vivo.

In der 2.4-A-Struktur konnten mehrere Wassermolekiile
zwischen den Transmembranhelices lokalisiert werden, ein
zunéchst iiberraschender Befund, der schon in den bisherigen
Rhodopsin-Strukturen beobachtet wurde. Diese Wassermo-
lekiile bilden ein ausgedehntes Netzwerk an Wasserstoffbrii-
cken, oft mit hoch konservierten Aminosidureresten an der
Innenseite der Helices. Kiirzlich schlugen Pardo et al. vor,
dass diese Wassermolekiile ein konserviertes Merkmal der
GPCRs sind, eine These, die durch die jetzige f3,-Adreno-
zeptorstruktur eindrucksvoll bestitigt wird.!"!

Die hoch aufgeloste Cokristallstruktur des {3,-Adreno-
zeptors wird die medizinische Chemie von GPCRs nachhaltig
verdndern. Sie zeigt den detaillierten Bindungsmodus von
Carazolol (Abbildung2), einem Vertreter der Klasse der
Betablocker. Betablocker hemmen (-adrenerge Rezeptoren
und werden bei Herz-Kreislauf-Beschwerden eingesetzt.
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Abbildung 2. Bindungstasche des f3,-Adrenozeptors.! Der partiell in-
verse Agonist Carazolol ist in Gelb dargestellt, die vier Wasserstoffbrii-
cken von Asp113 und Asn312 zum Liganden sind rot gestrichelt, das
aromatische Netzwerk um Trp286 und Phe290 ist in Pink gezeigt. Die
fiir das Losungsmittel zugingliche Oberfliche der iibrigen Bindungsta-
sche ist grau, die Interaktionspartner (Ser204/Ser207) fir potenzielle
Catechol-Agonisten sind blau angedeutet.

Durch die Kristallstruktur wird klar, wie die vicinale Ami-
noalkohol-Einheit, die von den endogenen Catecholamin-
Liganden Adrenalin und Noradrenalin abgeleitet ist und in
vielen adrenergen Medikamenten vorkommt, vom f3,-Adre-
nozeptor erkannt wird. Der Aminoalkohol wird von Aspa-
ragin 312 und von Aspartat 113 iiber je zwei Wasserstoffbrii-
cken fixiert. Von beiden Resten ist bekannt, dass eine Mu-
tation zum totalen Verlust der Bindungsfdhigkeit des Re-
zeptors fiihrt.

Der Heterocyclus von Carazolol ist in eine hydrophobe
Tasche eingebettet, die zum Teil von den Phenylalaninen 289
und 290 gebildet wird. Phe290 wird dabei zusétzlich von
Phe208 und Trp286 fixiert. Trp286 ist ein hoch konservierter
Rest, auch als ,,toggle switch“ bezeichnet, fiir den eine Ro-
tamer-Umlagerung als ein zentraler Schritt in der Rezeptor-
aktivierung vorgeschlagen wurde.™ Cherezov et al. postu-
lieren, dass inverse Antagonisten wie Carazolol das aroma-
tische Netzwerk rund um Trp286 in einer inaktiven Konfor-
mation stabilisieren.

FEine Analyse der Bindungstasche ermoglichte es den
Autoren auch, Hypothesen iiber den Bindungsmodus von
Agonisten aufzustellen. So wurde ein Bindungsmodell des
prototypischen Agonisten Isoproterenol unter der Annahme
generiert, dass die Alkylaminoalkohol-Einheit wie bei Cara-
zolol mit Asn312 und Aspll3 wechselwirken wiirde. Aus
Struktur-Aktivitits-Beziehungen und Mutagenesestudien
war zudem bereits seit langerem bekannt, dass die Hydroxy-
gruppen am aromatischen Ring von Catechol-Agonisten mit
zwei Serinresten (Ser204 und Ser207) wechselwirken. In der
Cokristallstruktur mit Carazolol sind diese Reste zu weit von
einem hypothetischen Catechol-Agonisten entfernt. Rosen-
baum et al. schlagen daher vor, dass bei der Bindung von
Agonisten die Reste Asp113 (Helix III) und Asn312 (Helix
VII) sowie die Reste Ser204 und Ser207 (Helix V) niher
zusammenriicken, um sowohl die Wechselwirkungen der Al-
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kylaminoalkohol-Einheit als auch die der Catechol-Einheit
zu ermoglichen. Diese Konformationsidnderung konnte Teil
der ligandeninduzierten Signaltransduktion sein.

Wie Konformationsidnderungen der Ligandenbindungs-
tasche auf den intrazelluldren Teil des Rezeptors iibertragen
werden, ist derzeit eine der wichtigsten Fragen der GPCR-
Forschung. Auch hier geben die Kristallstrukturen einen
ersten Anhaltspunkt, indem z.B. die genauen Positionen und
die Interaktionsmuster von konstitutiv aktivierenden oder
desaktivierenden Mutationsstellen lokalisiert wurden. Von
diesen Resten nimmt man an, dass sie fiir die Stabilisierung
des inaktiven bzw. des aktiven 3,-Adrenozeptors wichtig sind.
Den besten Einblick in den molekularen Mechanismus der
GPCR-Aktivierung wiirde jedoch eine hoch aufgeloste
Struktur liefern, die einem aktivierten Zustand des Rezeptors
zugeordnet werden kann. Der entscheidende Schritt dahin
scheint die Stabilisierung eines einheitlich aktivierten Zu-
standes eines GPCR aus einem Ensemble moglicher Kon-
formationen zu sein. Eng damit verbunden ist die Frage, wie
der aktivierte Rezeptor an den heterotrimeren G-Protein-
Komplex bindet.' Detaillierte Informationen zu dieser
Frage wird nur die Struktur eines terndren Agonist-GPCR-G-
Protein-Komplexes geben konnen.
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